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Resumen

La liofilizacion es una alternativa de interés como método de conservacion de
alimentos, la cual permite prolongar la vida atil manteniendo significativamente las
propiedades fisicas y quimicas relacionadas con su calidad. El objetivo de este trabajo
fue determinar la cinética de liofilizacién en floretes de brocoli (Brassica oleracea L,
var. Legacy) Yy evaluar el contenido de acido L- ascérbico (L-AA) y Actividad
Peroxidasa (POD). Las muestras se sometieron a pretratamiento (escaldado a vapor
durante 90+2°C por 2 minutos) y una liofilizacion con congelacion previa (12 horas a -

26°C); la variables de trabajo del equipo fueron de -56°C y 0.021mbar.

Los resultados de la cinética de liofilizacion mostro al final del proceso, ninguna
diferencia significativa (p >0.05) en la fraccion de agua retirada con y sin pretratamiento
(escaldado al vapor). Igualmente se evalué la liofilizacion con el modelo matematico
URIF, y presento ninguna diferencia significativa (p >0.05) con respecto a la fraccion

de agua retirada, tanto en el los tratamientos (BL) y (BEL).

Se evalud el contenido del acido L- ascorbico (L-AA) y actividad peroxidasa
(POD) en floretes de brécoli (Brassica oleracea L, var. legacy), en los tratamientos
brécoli fresco (BF), brocoli escaldado (BE), brécoli liofilizado (BL) y brécoli
escaldado-liofilizado (BEL). La determinacion del acido L- ascorbico (L-AA) se realiz6
por el método espectrofotométrico con 2,2-biquinolina o cuproina y la actividad
peroxidasa (POD) mediante medicion de tetraguayacol a 470 nm.

El tratamiento (BL) registré los mayores valores para el contenido de acido L-
ascorbico (L-AA) (122.618 mg/100 gramos de producto) y una actividad enzimatica de
peroxidasa (UPOD) (34.291/100 gramos de producto) a un nivel de significancia del
95% (p< 0.05). El escaldado también presento diferencias significativas (p<0.05), sobre
el contenido de acido L-ascérbico (L-AA) (115.310 mg /100 gramos de producto) y la
actividad enzimatica de peroxidasa (UPOD) (93.054/ 100 gramos de producto). No se
encontraron diferencias significativas para determinar el efecto del (BEL) sobre el



contenido de acido L-ascérbico (L-AA), pero si se pudo determinar que (BEL) causa

una disminucion del 97,7 % de la actividad enzimatica de peroxidasa (UPOD).

De acuerdo al analisis de varianza (ANOVA), se concluye que la liofilizacion
con y son pretratamiento (escaldado a vapor) no registra cambios significativos en la
fraccion de agua retirada, también que el mejor tratamiento para retener el acido L-
ascorbico (L-AA) e inactivar la peroxidasa (POD) es el liofilizado, pero éste se debe
sequir evaluando para verificar que no se registran cambios significativos durante un
almacenamiento prolongado que relacionen mayor pérdida de acido L-ascérbico (L-
AA) y reactivacion de la peroxidasa (POD), por lo tanto, a las condiciones de esta
experimentacion el tratamiento (BE) aporta mayor estabilidad sobre el contenido de
acido L-ascdrbico (L-AA) y peroxidasa (POD).

Palabras Claves: brdcoli, modelo URIF, &cido ascorbico, peroxidasa, liofilizacion,

escaldado, actividad enzimatica.



Introduccion

El brocoli (Brassica oleracea L, var. Legacy) es una planta de la familia de las
Brasicaceas, antes Ilamadas Cruciferas, que se ha extendido por todo el mundo; es uno
de los vegetales mas consumidos debido a los diferentes beneficios sobre la salud
humano y los efecto comprobados en la reduccion de la incidencia de cancer. El brécoli
(Brassica oleracea L, var. Legacy) es un vegetal que durante el manejo postcosecha
puede llegar a perder o reducir notablemente sus propiedades funcionales, por lo tanto,
el interés actual es estandarizar protocolos convencionales y/o implementar tecnologias
nuevas para asegurar la estabilidad de éste vegetal. La tendencia actual gira en torno a
elaborar alimentos minimamente procesados, el cual garantiza la conservacion de

nutrientes esenciales y por ende, una vida Util mas prolongada del producto.

En la industria de alimentos se cuenta con NnUMerosos procesos y operaciones en
los que se modifican y afectan las condiciones iniciales de un alimento. La seleccion
adecuada de un sistema de secado es importante para la productividad de una empresa
procesadora de alimentos deshidratados, por lo tanto; en el desarrollo de esta
investigacion, el modelo de secado para el proceso de liofilizacién es el modelo URIF
(Retiro Uniforme del Frente Congelado) describe el comportamiento en la sublimacion,
es decir la etapa de secado primario. Lo que interesa del modelo URIF es analizar el
comportamiento mas que el ajuste con los datos experimentales, ademéas ayuda a
establecer el contenido de humedad final del producto y los requisitos minimos del

proceso de liofilizado.

Constantemente se han estudiado métodos de conservacion para garantizar la no
degradacion de las sustancia bioactivas de brocoli, para que se mantengan o se
modifiquen minimamente, conservando asi su valor nutricional. Dentro de los métodos
de conservacion de vegetales esta el escaldado al vapor, procedimiento eficiente que
inactiva enzimas que causan pardeamiento, pérdida de la textura y decoloracion de
pigmentos; y la liofilizacion que consiste en eliminar gran contenido de agua, lo que

permite que se reduzca las reacciones quimicas e inhiba el crecimiento microbiano. Para



vegetales como el brocoli (Brassica oleracea L, var. Legacy), resulta de gran
importancia verificar cuanto modifica el contenido nutricional (Acido L- Ascorbico) y
quimico del producto (Actividad Peroxidasa) y asi contribuir a estandarizar procesos en
vegetales al determinar las variables para conservar las cualidades nutricionales y

sensoriales del producto.

Este trabajo de investigacion permite obtener las curvas de secado de
liofilizacion del brocoli (Brassica oleracea L, var. Legacy), con y sin pretratamiento
(escaldado al vapor), ademas un modelo matematico (URIF) que predice el
comportamiento de secado de liofilizacién del brécoli (Brassica oleracea L, var.
Legacy), basado en la aplicacién de la ecuacion de Fick y con algunas simplificaciones
matematicas permitidas, que se aplican al modelo sobre el producto final ajustado con
los datos experimentales. Las variables para evaluar la calidad del brécoli (Brassica
oleracea L, var. Legacy), fueron el componente nutricional (Acido L-Ascérbico) y

quimico (actividad Peroxidasa).

La propuesta de investigacion trae consigo la solucién o parte de la solucion del
manejo postcosecha de la cadena agro-productiva del brocoli (Brassica oleracea L, var.
Legacy), al implementar técnicas de conservacion en los productos vegetales,
igualmente, una forma de comercializacion a mercados nacionales e internacionales y

esto conlleva al mejoramiento productivo y competitivo del producto.



1. Marco Teorico Referencial

1.1 Generalidades

Las cruciferas, son un importante grupo de especies horticolas, tanto por el area
sembrada, como por el valor de su produccion. Las cruciferas de mayor importancia
econdémica son bracoli, coliflor, repollo, col china, col de bruselas y col. [Jaramillo,
Cipriano & Diaz, 2006].

Para el afio 2005, se sembraron en el pais, aproximadamente 3.472 hectéareas de
estas especies, que representan el 3,84% del total nacional del area sembrada en
hortalizas. Los departamentos mas productores son Cundinamarca, Boyaca, Antioquia,
Norte de Santander, Valle del Cauca y Caldas. En Cundinamarca, los municipios con
mayor produccion son: Bojacda, Cajica, Cota, Chia, Choconta, Engativa, Facatativa, La
Calera, Madrid, Mosquera, Sesquile, Sibaté, Soacha, Sopd, Subachoque, Tabio, Tenjo y
Zipaquira. En Boyaca se destacan los municipios de Villa de Leyva, Garagoa, Guateque,

Somondoco, Sutatenza y Tenza [Jaramillo, et al., 2006].

En Antioquia los municipios de El Santuario, Marinilla y EI Carmen de Viboral.
En Narifio, los municipios de Pasto, Tuquerrez, Ipiales, Gualmatan, Puerres, Contadero.
En el departamento de Caldas, la zona de Villa Maria y en el Valle del Cauca, se
reportan siembras de repollo en los municipios de La Cumbre, Palmira, Buga y El Dovio
[Jaramillo, et al., 2006].

1.2 El Brécoli

El brocoli es una planta formada por tallos carnosos y gruesos que emergen de
axilas foliares formando inflorescencias, generalmente una central de mayor tamafio y
otras laterales, tal como se observa en la Figura 1. La parte comestible, estd formada por

un conjunto de yemas florales con sus pedunculos carnosos y a diferencia de la coliflor,



puede producir otras pequefas laterales que salen de las axilas de las hojas del tallo

principal [Jaramillo, et al., 2006].

Figura 1. Brdcoli (Brassica oleracea L, var. Legacy).
Fuente. La Autora, 2013

1.2.1 Beneficios nutricionales del brécoli.

Investigaciones han demostrado que el brdcoli contiene una sustancia
anticancerigena llamada sulfurofano, compuesto que estimula el organismo a producir
enzimas capaces de combatir el cancer, al contrario del efecto que produce la vitamina E
y otros antioxidantes, que inciden directamente sobre las moléculas que desencadenan el

cancer [Jaramillo, et al., 2006].

Esta crucifera es rica en indoles y flavonoides. Los indoles influyen sobre las
enzimas por su importante papel en el sistema de desintoxicacion, favoreciendo la
destruccion de toxinas y carcindgenos; también, tiene un alto contenido de fibra,
proteinas y carotenos, especialmente betacarotenos, que le aportan propiedades
antioxidantes [Jaramillo, et al., 2006].

El brécoli ha sido calificado como la hortaliza de mayor valor nutritivo por
unidad de peso de brocoli comestible, pues brinda un gran aporte de vitaminas,
principalmente vitamina C (Acido Ascdrbico), B, (Riboflavina) y vitamina A, ademas
suministra cantidades significativas de minerales como calcio (Ca), hierro (Fe), Sodio

(Na) y especialmente potasio (K) [Hasperué, 2012].



El brdcoli es una fuente rica de vitaminas A y C, que contribuyen al buen
funcionamiento del sistema inmunoldgico del organismo y de vitamina K, esencial en la
formacion de ciertas proteinas indispensables en la coagulacion de la sangre y ayuda a
mantener la elasticidad de las arterias. Igualmente contiene &cido félico, de gran
importancia al ser imprescindible en los procesos de division y multiplicacion celular.
Esta hortaliza se consume en forma natural, cocida y en conserva [Jaramillo, et al.,
2006].

En la Tabla 1, se aprecia el valor nutricional del brécoli. Posee un alto contenido
de antioxidantes, generado principalmente por la vitamina C y los compuestos fendlicos.
Por otra parte, el brdocoli es un alimento bajo en calorias y alto en fibras, adecuado para
una dieta saludable [Latté, Appel & Lampen, 2011].

Tabla 1. Valor nutricional del brécoli

Agua (9) 91
Proteinas (g) 5.45
Lipidos (g) 0.3
Carbohidratos (g) 4.86
Vitamina A (U.I) 3.50
Vitamina B1 (mg) 100
Vitamina B2 (mg) 210
Vitamina C (mg) 118
Calcio (mg) 130
Fosforo (mg) 76
Hierro (mg) 1.3
Calorias (Cal) 42.32

Nota. Valor nutricional del brdcoli por 100 g de producto comestible. Fuente: Hasperué, H. J. (2012). Rol del
metabolismo de hidratos de carbono en la senescencia postcosecha de brocoli. (Trabajo de Tesis Doctoral).
Universidad Nacional de La Plata. Argentina. Pp. 22

“Algunas investigaciones indican que 100 gramos de brécoli aportan 75% mas
de vitamina C (Acido Ascorbico) que el contenido de 100 gramos de naranjas” [Oleas,
1999].



1.2.2 Postcosecha del brocoli.

La pella o cabeza del brocoli en su estado comercial, es una inflorescencia que
estd en desarrollo y que tiende a florecer en muy poco tiempo, si las condiciones
climatoldgicas le son propicias, modificando sus
caracteristicas, perdiendo color y consistencia;
los granos se hacen mas gruesos e inician su
apertura o floracion, tornandose de color
amarillo y las cabezas pierden compacidad,

siendo rechazadas en el mercado, [Jaramillo, et

al., 2006] se aprecia en la Figura 2.

Figura 2. Brdcoli (Brassica oleracea L, var. Legacy)
Fuente. La autora, 2013

En el trépico, estos cultivos son de ciclo productivo corto, con el uso de hibridos;
ademas de se puede sembrar todo el afio, se obtienen cosechas entre 60 y 85 dias,
dependiendo de cada cultivar. Un buen indice de cosecha es el peso de la cabeza, el cual
debe tener un promedio de 350 gramos, segun el tipo de mercado. La cosecha se debe
hacer de cabezas que sean firmes y compactas, que no tengan el grano abierto, de color
verde oscuro o verde salvia 0 aun con una tonalidad verde purpura o azulada [Jaramillo,
et al., 2006].

1.2.2.1 Factores que afectan las condiciones de frescura.

“El brocoli sufre un deterioro de la calidad muy rapido durante la postcosecha a
causa de la senescencia acelerada, por lo que si se lo almacena a altas temperaturas (20
°C) se torna amarillo luego de 3-4 dias” [King & Morris, 1994]. “A esta perdida de
calidad visual se le debe sumar la disminucién en el contenido de proteinas, hidratos de
carbono y é&cido ascorbico” [Nishikawa et al., 2003]; [Costa, Civello, Chaves &
Martinez, 2005]. “Los niveles de glucosinolatos tambien disminuyen durante la
postcosecha, reduciendo de esta manera la calidad nutraceutica del producto” [Jones,
Faragher & Winkler, 2006].



Tasa de respiracion. “La tasa de deterioro (perecebilidad) de los productos
cosechados es generalmente proporcional a la tasa respiratoria, clasificandose los
productos hortofruticolas de acuerdo a su velocidad de respiracion” [Fernandez, 2012].
“La tasa de respiracion de los floretes de brdcoli es ligeramente el doble de la tasa

respiratoria de las pellas intactas por unidad de peso” [Cantwell & Suslow, 2012].

Se observa en la Tabla 2, que las pellas de brocoli tienen una tasa de respiracion

relativamente alta:

Tabla 2. Tasa de respiracion.

Temperatura 0°C 5°C 10°C 15°C 20°C

mL CO,/Kg.h 10-11 16 - 18 38 -43 80-90 140 - 160

Nota. Fuente: Cantwell, M. & Suslow, T. (2012). Brécoli: (Broculi): Recomendaciones para Mantener la Calidad
Postcosecha. Department of Vegetable Crops, University of California, Davis. Extraido el dia 16 de marzo del 2012,
desde http://postharvest.ucdavis.edu/Hortalizas/Br%C3%B3coliBr%eC3%B3culi/

Tasa de etileno. La tasa de produccion de etileno es muy baja, <0.1 pL/Kg.h a
20°C, en cuanto a los efectos se puede mencionar que el brdcoli es extremadamente
sensible al etileno presente en el ambiente de la postcosecha. EI amarillento de los
floretes es un sintoma mas comun. El contacto con 2 ppm de etileno a 10°C reduce la
vida de latencia del brécoli en un 50% [Cantwell & Suslow, 1999].

“No existe una relacion consistente entre la capacidad de produccion de etileno
de un producto dado y su grado de perecebilidad. Sin embargo, la exposicion de la

mayoria de los productos al etileno acelera su senescencia” [Kader, 1992].

Generalmente la tasa de produccién de etileno aumenta a medida que el producto
se acerca a su madurez, por dafios fisicos, incidencia de enfermedades, aumento en la
temperatura hasta los 30 °C vy estrés hidrico. Por otro lado, las tasas de produccién de
etileno, asi como la tasa respiratoria, se reducen al almacenar los productos a baja
temperatura, al reducir los niveles de oxigeno y al aumentar los niveles de dioxido de
carbono [Lipton, 1987].


http://postharvest.ucdavis.edu/Hortalizas/Br%C3%B3coliBr%C3%B3culi/
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Degradacion de clorofila. Varios factores como la variedad, las condiciones de
pre-cosecha, manejo poscosecha y procesamiento pueden variar el contenido de
clorofila en vegetales como el brécoli. De esta manera, hay un amplio rango del
contenido de clorofila en el brocoli desde 260 a 970 mg / kg peso fresco, con niveles de
clorofila a 3 veces mas altos que la clorofila b, es decir una relacion 3:1 [Funamoto,
Yamauchi & Shigyo, 2003]; [Lemoine, Civello, Martinez & Chaves, 2007].

El brocoli es un vegetal altamente perecedero que muestran numerosos cambios
en el contenido de los pigmentos durante el desarrollo y la maduracion del producto
hortofruticola en la planta. Algunos de éstos contintan después de la cosecha y pueden
ser deseables o indeseables. La pérdida de las clorofilas (color verde), es deseable en
frutas, pero no en vegetales. La oxidacion-degradacion de las clorofilas da productos
como feofitina, feoforbido y clorofilina que son de colores mas pardos. [Fernandez,
2012].

El amarillento de los floretes de brécoli es una importante cualidad durante la
poscosecha. Una vez que la clorofila es liberada de los complejos tilacoidales debe ser
rapidamente degradada para evitar su fotoactividad y consecuente generacion de
radicales libres y lesion tisular. Se ha postulado que la primera reaccién es la
eliminacion del fitol catalizada por la clorofilasa. [Hasperue, 2012].

Posteriormente, se produce “la remocién del i6n central de Mg** por la Mg
dequelatasa (MDS) para generar feoférbido” [Hortensteiner, 2006]. Sin embargo,
recientemente se ha propuesto que en “una primera etapa podria liberarse el Mg?* de la
clorofila por la accion de una enzima desconocida generando feofitina, y luego
hidrolizarse el fitol por accién de una feofitinasa” [Schelbert, et.al., 2009], conduciendo
también a feoforbido. “La enzima clave en la ruta de degradacion parece ser la
feoférbido a oxigenasa (PaO), que cliva el feoférbido para producir RCCs (Red
Chlorophyll Catabolites), logrando de esta manera eliminar la fotoactividad de la

clorofila pero también deverdizando el tejido” [Matile , Hortensteiner & Thomas, 1999].
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Cambios en la composicion. El desarrollo y evolucion de los compuestos
fenolicos en la maduracion del brdcoli incide sobre la calidad de los productos y esta en
parte regulado por la actividad de la enzima fenilaminoliasa (PAL), que interviene en la
formacion de compuestos fendlicos, y por la actividad de la enzima Peroxidasa (POD),
que interviene en la degradacion de polifenoles a quinonas, las cuales proporcionan una
coloracion oscura o parduzca en la zona dafiada (por oxidacion, corte, etc.) del producto
hortofruticola [Dixon, 2001].

“También el proceso de maduracion origina cambios en el contenido de
carbohidratos, como la desintegracion de pectinas y otros polisacaridos, dando como
resultado el ablandamiento de los productos y consecuentemente aumentando la
susceptibilidad a dafios mecanicos”. [Fernandez, 2012].

Transpiracion. La pérdida de agua es una de las causas principales de deterioro,
porque esto no produce Unicamente pérdidas cuantitativas directas (como es la pérdida
de peso vendible), sino que también supone pérdidas en la apariencia (marchitamiento y
deshidratacién), en la calidad de la textura (ablandamiento, flacidez, pérdida de una
textura crujiente y jugosidad), asi como en su valor nutricional [Cappellini & Ceponis,
1984].

1.2.2.2 Temperatura y humedad relativa optima de almacenamiento en fresco.

La refrigeracion y el control de la temperatura es extremadamente importante
para conseguir un almacenamiento adecuado y de esta forma conservar la materia prima.
En la Tabla 3, se aprecia la temperatura y humedad relativa del almacenamiento en
fresco. Generalmente, el brécoli que llega al campo se lo enfria rapidamente con una
mezcla de hielo-agua (liquid-icing) esto es lo mas recomendable. El hidroenfriamiento y

el enfriamiento con aire forzado tambien pueden usarse.
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Tabla 3. Temperatura y humedad relativa de almacenamiento en fresco

Temperatura (°C) Humedad relativa (%) Almacenamiento (dias)
0 > 95% 21-28
14
10 5

Nota. Fuente: Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria - CORPOICA (2006). Manual técnico 20.
Rionegro, Antioquia.

“El brécoli es altamente perecible, pero el almacenamiento a bajas temperaturas
(0-2°C) y el uso de atmosfera controlada (AC), permitirdn el acceso al mercado evitando

pérdidas postcosecha y manteniendo la calidad sensorial y nutricional del brocoli” [Tan,
etal., 1993].

Se han evaluado otras alternativas para retrasar la senescencia con el fin de
complementar los beneficios que aporta la refrigeracion. “En este sentido, diversos
tratamientos de postcosecha como atmoésferas modificadas” [Barth et al., 1993],
“atmosferas controladas” [Hurs, et al., 1996], “tratamientos térmicos” [Tian, et al.,
1997], “radiacion UV-C” [Lemoine, et al., 2007], “aplicaciones de 1-metilciclopropeno
(1- MCP)” [Ku, et al., 1999], y “luz visible” [Biichert, et al., 2011].

1.3 Deshidratacién

La deshidratacion es una de las formas mas antiguas de procesar alimentos.
Consiste en eliminar una buena parte de la humedad de los alimentos, para que no se
arruinen, a fin de conservar alimentos acuosos que abundan en verano, para disponer de
ellos durante el invierno. Carnes y vegetales deshidratados era algo comun en antiguas

civilizaciones de distintas latitudes [“Acciones de los antocianos”, 2005].

Se considera de gran importancia la conservacion de alimentos deshidratados
porque elimina una buena parte de la humedad de los alimentos, lo que permite que se
reduzcan las reacciones quimicas e inhiban el crecimiento microbiano, por consiguiente,

se prolonga la vida util de los alimentos [Maldonado & Pacheco, 2003].
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1.4 Secado por liofilizacion

“La liofilizacion es una técnica que da como resultado productos deshidratados
de alta calidad debido a la ausencia de agua liquida y las bajas temperaturas requeridas
en el proceso. El estado solido de agua durante la liofilizacion protege la estructura
primaria y minimiza los cambios en la forma del producto, con una reduccion minima
de volumen” [Ratti, 2001]. “Ademas, contribuye a preservar constituyentes como
minerales y vitaminas, asi como para conservar el sabor y el aroma” [George & Datta,
2002]. “El secado por congelacion es una técnica prometedora para la deshidratacion de

los materiales termosensibles” [Luanda, Ferreira & Freire, 2007].

Calor irritade
’7?1. Vapor de agua {

' Af— Capaseca "

Conduccian
atraveés de Zona de sublimacién
la capa seca T < Temperatura de

h colapso
Capa de aire ;
a baja presidn

Contacto: conduceion por pared de
bandeja o vial

Figura 3. Esquema de secado por sublimacion en el que se muestran las resistencias a los distintos
mecanismos de transferencia de calor.
Fuente: Orrego, Alzate C. E. (2008). Congelacidn y Liofilizacion de Alimentos. Manizales, Caldas, Colombia. Pp. 52

“La temperatura del producto es tipicamente mas fria que la temperatura del
anaquel (bandeja) porque el calor es utilizado en el cambio de la fase de sublimacion
(enfriamiento evaporativo)”, [Orrego, 2008] tal como se observa en la Figura 3, en los
cuales se encuentran los distintos mecanismos de transferencia de calor. “La
transferencia de calor se hace por conduccién, conveccion gaseosa y radiacion (0 una
combinacion de ambos mecanismos) siendo esta ultima la preponderante cuando se

opera a muy baja presion” [Orrego, 2008].
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1.4.1 Fundamentos de la liofilizacion.

El principio fundamental en la liofilizacion es la sublimacion, el cambio de un
solido directamente en un gas. Justo como la evaporacion, sublimacion ocurre cuando
una molécula gana bastante energia para romperse libremente de las moléculas
alrededor de ella. EIl agua sublimara de un sélido (hielo) a un gas (vapor) cuando las
moléculas tienen bastante energia a romperse libremente pero las condiciones no estan a

la derecha para que un liquido forme [Ramirez, 2006].

El cambio de fase de sélido a gas o sublimacion, debe realizarse en condicion de
presion y temperatura menor a las del punto triple (punto en el que conviven los tres
estados de la materia) y por debajo de éste no existe la fase liquida. En la Figura 4, se
representa la presion de vapor del agua en funcién de su temperatura, se puede apreciar
que el punto triple del agua se sitta a la presion de 610 Pascal (4.58 Torr = 4.58 mm de
Hg) para una temperatura de 0.01°C, de esta manera el porcentaje de humedad
disminuye a 3% del valor original. Puesto que el alimento permanece congelado y rigido
durante la liofilizacion, la estructura resultante es esponjosa y seca [Clementz, &
Delmoro, 2011].

Presion

c
°
_Presién (e unto critico
critica - Pc

Vaporizacion

Sublimacion

Temperatura
Lontica - Ic

>
>

Temperatura

Figura 4. Representa la presion de saturacion del agua en funcién de su temperatura.
El punto triple del agua se sitda a la presion de 4,58 mmHg y a una temperatura de 0,01 °C.
Fuente: Clementz, A. & Delmoro, J. (2011). Snacks Frutales. Universidad del Centro Educativo Latinoamericano.
Rosario, Argentina. Vol. 14, nim. 27, pp. 153-163.
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1.4.2 Etapas de la liofilizacion.

Preparacion: de la materia prima previo a su tratamiento. “El proceso de
liofilizacion no admite manipulacion luego de realizado. Los alimentos deben ser
convenientemente preparados antes del proceso (limpiados, pelados, acondicionados,

cortados, cubeteados y blanqueados o sulfitados cuando sea necesario)” [Viteri, 2009].

“Para aumentar la permeabilidad se hacen agujeros en la piel de algunos
alimentos (arandanos, guisantes). Los liquidos deben concentrarse previamente para
disminuir el contenido de agua y de esta manera acelerar el proceso de liofilizacion”
[Amores, 2011].

1.4.2.1 Congelacién

Congelacién inicial: es una operacion previa y obligatoria (la temperatura del
material completamente sélido debe ser inferior a 0°C). El tiempo necesario depende de
varios factores como la cantidad, concentracion y naturaleza del producto. En lineas
generales se puede decir que una congelacion adecuada es la base para que el producto
liofilizado presente Optimas condiciones de aspecto, conservacion de sus propiedades
originales y répida rehidratacion. Se realiza a temperaturas inferiores a la de
solidificacion total, o sea, el producto debe estar congelado a temperaturas entre -10°C y
-15°C [Viteri, 2009].

La accion de deshidratacion basica es la formacién de hielo, antes se pensaba que
la sublimacién del agua era el paso mas importante, sin embargo ha quedado
demostrado que la congelacién es igual o aun mas trascendente para el curso exitoso de
la liofilizacion, ya que en esta etapa se crean las condiciones que culminaran con un

secado Optimo y aln mas, se determina la calidad del producto seco. [Amores, 2011]

“El proceso de congelacion puede dividirse en dos fases: a) Formacion vy
crecimiento de cristales de hielo. b) Descenso de la temperatura hasta el punto eutéctico

del producto, garantizandose cristalizacion completa” [Huaraca, 2011]. Los resultados
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obtenidos por la liofilizacion son influidos considerablemente por la velocidad con la
que se congelan. La congelacion rapida o duradera es un proceso a través del cual la
temperatura, de los alimentos desciende aproximadamente unos -20°C en 30 minutos.
“La congelacion lenta es un proceso en que la temperatura deseada se alcanza en 3 a 72

horas, tal como sucede en los aparatos domésticos de refrigeracion” [Huaraca, 2011].

1.4.2.2 Sublimacion.

Sublimacion o desecacion primaria: es la etapa en la que la mayor parte del
agua libre (en forma de hielo) pasa a vapor. La sublimacién del agua tiene lugar por
debajo del punto triple que es el aquel donde coexisten los tres estados fisicos o lo que
es lo mismo, donde las tres fases se hallan en equilibrio. La fase de sublimacion
propiamente dicha, en la que se elimina alrededor del 90% del agua. Se elimina el hielo
libre. [Viteri, 2009].

Congelado el producto se inicia el proceso de la sublimacion del agua mediante
la transmisién de calor. EI suministro de calor al producto congelado se puede hacer por
conduccion, radiacion o fuente de microondas. Los dos primeros se utilizan
comercialmente combinandose su efecto al colocarse el producto en bandejas sobre

placas calefactoras separadas una distancia bien definida [Viteri, 2009].

Al comenzar el proceso, el hielo se sublima de la superficie del producto,
retrocediendo el nivel de sublimacién dentro de é€l, teniendo entonces que pasar el vapor
por capas ya secas para salir del producto. El calor es requerido en las zonas limites,
punto en el cual el hielo pasa de la forma s6lida a la gaseosa [Huaraca, 2011].

Debido a la temperatura maxima admisible y a la pobre conductividad térmica
del producto, el gradiente de temperatura necesaria se hace siempre mayor y tratar de
no sobrepasar la temperatura maxima admisible para el producto, a fin de no ocasionar

dafios en él y al mismo tiempo evitar el descongelamiento. Para tener una liofilizacién



17

buena y rapida es necesario poder controlar exactamente la temperatura de las placas y

tener la posibilidad de regular la presion total y parcial del sistema [Huaraca, 2011].

1.4.2.3 Secado.

Desorcion o desecacion secundaria: Durante el secado final, lo importante es
lograr condiciones de presion (caida de presion) que permitan el secado del producto a
humedades residuales minimas, de modo que pueda retirarse el agua intramolecular y
ligada por absorcién. Su misién es eliminar las ultimas trazas de vapor de agua,
evaporando el agua no congelada ligada al producto. Se lleva a cabo a una temperatura
inferior a la de desnaturalizacion del producto y elimina el 10% de agua ligada restante.
Con lo que se puede llegar hasta productos de una humedad del 2%. [Amores, 2011].

“Por otra parte, como los cristales sublimados de hielo dejan cavidades, el
material seco contiene miles de intersticios por los que el agua puede penetrar
produciendo una rapida y completa rehidratacion cuando sea necesaria” [Saarelaa, et al.,
2005]. El vapor de agua se retira de la matriz de diferentes formas, como se presenta en

la Figura 5.

Figura 5. Mecanismos de secado durante la liofilizacion.

A) sublimacidn del hielo con el vapor de agua retirandose por canales de la estructura. B) Difusion de moléculas de
agua hasta el frente de secado de la matriz. C) Vapor de agua escapandose por fracturas de la matriz, desarrolladas
durante el proceso de secado. D) Perdida de la estructura en el frente de secado por colapso.

Fuente: Orrego, Alzate C. E. (2008). Congelacion y Liofilizacién de Alimentos. Manizales, Caldas, Colombia. Pp. 58.



1.4.3 Diferencias, ventajas y desventajas de la liofilizacion.

Algunas diferencias, ventajas y desventajas de la liofilizacion se presentan en la
Tabla 4. Todas estas particularidades pueden resumirse en: una estabilidad 6ptima, una
solubilidad féacil, rapida y completa; una conservacion ilimitada; una buena proteccién

contra las influencias externas nocivas y una rapida disponibilidad de uso [Bedu-addo,

2005].

Tabla 4. Diferencias, ventajas y desventajas de la liofilizacién

Secado convencional

Liofilizacion

Adecuado para alimentos que se pueden secar
facilmente (verduras, granos)

Generalmente insatisfactorio para la carne

Existe un procesado continuo, ya sea la
deshidratacion simple o la doble deshidratacidn.
Deshidratacion de 8 a 12 horas como maximo

Temperatura de trabajo entre 37 — 93 °C
Presién atmosférica

Evaporacién del agua desde la superficie del
alimento

Movimiento de solutos, y en algunos casos,
endurecimiento

Las tensiones en los alimentos sélidos causan
dafio estructural y contraccion

Rehidratacion lenta e incompleta

El alimento procesado tiene una densidad mayor
que la del alimento original

Olor y sabor frecuentemente anormal. Se
pierden por evaporacion ya que tienen una
presion de vapor apreciable a la temperatura de
trabajo

Color frecuentemente méas oscuro debido a la
oxidacion

Valor nutricional reducido

Costos generalmente bajos

Los productos presentan buena estabilidad al
almacenamiento, con tendencia a oscurecerse en
almacenamiento prolongado, e incluso pueden
tornarse rancios.

Adecuado para la mayoria de los alimentos, pero
reservado a aquellos que son dificultosos de secar
por otros métodos

Adecuado para carnes crudas y cocidas

Se tiene procesado con dos fases bien delimitadas:
Congelacion y Sublimacién.
Deshidratacion de 12 a 24 horas.

Temperatura de trabajo por debajo del punto de
congelacion

Presiones reducidas (27 — 133 Pa)

Sublimacion del hielo desde el frente de
sublimacion

Minimo movimiento de los solutos
Minimo dafio estructural y contraccion
Rehidratacién completa y rapida

El alimento procesado es poroso, con una densidad
inferior a la del alimento original

Olor y sabor frecuentemente normal. No se pierden
por evaporacion ya que su presion de vapor es
inferior a la del hielo a la temperatura de trabajo

Conserva el color normal debido a que no se
produce oxidacion al trabajar al vacio
Los nutrientes se retienen en su mayoria

Costos generalmente altos, hasta 4 veces los del
secado convencional

Los productos mantienen una excelente estabilidad
siempre y cuando se les almacene en el envase
adecuado, puesto que son  sumamente
higroscopicos

Nota. Las diferencias, ventajas y desventajas de la liofilizacién frente al secado convencional. Fuente: Ramirez J.

(2006). Liofilizacion de Alimentos. Recitela. Bogota, Colombia. Pp. 25.
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1.4.4 Aplicaciones de los productos liofilizados.

Los productos liofilizados tienen variedad de aplicaciones, las cuales se

referencian a continuacién en la Tabla 5:

Tabla 5. Aplicaciones de los productos liofilizados

PRODUCTO TIPOS Usos
Vegetales y Desde apio hasta zanahorias y todo Sopas instantdneas, comidas répidas,
Legumbres lo que se encuentra entre ellos comidas preparadas para perder peso,
suplementos alimenticios, salsa, aderezos y
productos lacteos
Carnesy Pollo, res, pavo, camardn, jamon, Salsas y aderezos, decoraciones de queso,
Productos cerdo, salchichén, carnes alimentos para mascotas, sopas
Lacteos ahumadas, quesos, huevos instantdneas, comidas preparadas para
revueltos, yogurt perder peso y Suplementos alimenticios.
Fruta Manzana, albaricoque, platano, Cereales preparados, cereales calientes,
cereza, naranja, kiwi, limon, bebidas energéticas, panecillos, galletas,
mango, durazno. mezclas preparadas para pastel, bebidas de
frutas, granola, galletas y barritas
alimenticias, compotas y dulces
Frutas con Fresa, cereza Cereales preparados, cereales calientes,
infusién bebidas energéticas, galletas, mezclas
preparadas para pastel, bebidas de frutas,
granola, galletas y barritas alimenticias,
compotas y dulces
Hierbas y Albahaca, alcaparras, cebollin, Mezclas para envases de especies,
Especies cilantro, granos de pimienta verde pimienta molida, condimentos, aderezos

Materiales no
vivientes

Tejido conectivo

Productos
farmacéuticos
Microorganismos

y rosa, hierbabuena, perejil,
romero, estragon, hojas de laurel,
hojas de apio, hinojo, mejorana,
salvia, tomillo

Plasma sanguineo, suero,
soluciones de hormonas, productos
farmacéuticos biolégicamente
complejos como vacunas, Sueros y
antidotos

Arterias, piel y huesos

Antibibticos, vacunas

Bacterias, virus y levaduras

secos, paquetes de salsa y salchicha,
aderezos para ensaladas, condimentos
surtidos, uso diario

Trasplantes quirdrgicos

Trasplantes quirdrgicos
Productos medicinales

Produccion agricola y
productos medicinales

Nota. Fuente: Jennings, T. A. (1999). Lyophilization, Introduction and Basic Principles. Ed. Interpharm. Denver,

Colorado.
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1.5 Tratamiento matematico en el proceso de liofilizacion

1.5.1 Modelo Matematico - Modelo URIF.

Modelo URIF “Uniformly Retreating Ice Front Model” “Retiro Uniforme del
Frente Congelado”: “El modelo URIF relaciona la pérdida de peso de la muestra con el
movimiento de vapor de agua a través de los poros y en el ciclo de sublimacion, es decir
la etapa de secado primario. EI modelo URIF analiza el comportamiento mas que el

ajuste con los datos experimentales” [Pérez, 2010].

Los factores que interactlan para regular las velocidades de secado en la
liofilizacion se muestran en la Figura 6. En la liofilizacién para producir la sublimacion
del agua, la energia debe suministrarse desde una fuente de calor. También es necesario

que el vapor de agua generado sea removido por algun captador de humedad.
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Figura 6.Esquema del frente de sublimacién en retroceso con el tiempo
Fuente: King, C. J. (1971). Freeze-Drying of Foods. CRC PRESS. Pp. 26

El secado de alimentos por liofilizacion tiene dos caracteristicas principales:

e Laausencia de aire y la temperatura baja, previene el deterioro debido a la oxidacion
quimica del producto.

e Los productos que se descomponen o que padecen cambios en estructura, texturas,
apariencia o sabor como consecuencia de la alta temperatura en el secado

convencional, pueden ser secados bajo vacio con un minimo dafio.
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Los factores que interactian para regular la velocidad de secado en la
liofilizacion se muestran en la Figura 7. En la liofilizacion para producir la sublimacion
del agua, la energia debe suministrarse desde una fuente de calor. También es necesario
que el vapor de agua generado sea removido por algun captador de humedad. EI calor se
desplaza desde la fuente de calor hacia el frente de sublimacion debido a la diferencia de
temperatura existente, y el vapor de agua se mueve desde el frente de sublimacion hacia
el captador de humedad a causa de la diferencia de presion parcial de vapor de agua
[Pérez, 2010].

T. de calor interna

T. de calor externa

e

T. de masa externa

Aire
Captador de humedad
Fuente de calor

T. de masa interna
Frente de sublimacion

Figura 7. Factores influyentes en la velocidad de liofilizacion
Fuente: Perez Castillo, N. L. (2010). Estudio tedrico y experimental de la liofilizacion de locos (concholepas
concholepas) (tesis de pregrado). Santiago, Chile: Universidad Santiago de Chile. Pp. 16

1.5.2 Modelo en estado estacionario.

Segun sea la forma de introducir el calor a la interfase de sublimacién se tendran
distintas alternativas que modificaran la matematica involucrada a saber:

* Por conduccion a través de la capa seca

* Por conduccion a través de la capa congelada

* Por radiacion desde cualquiera de las placas calefactoras (superior o inferior)

En la Figura 8, se puede observar las tres etapas de transferencia de calor durante la
liofilizacion. Estas son: A) conduccion a través de la capa seca, B) conduccion a través

de la capa congelada, C) generacion interna de calor por microondas.
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Figura 8. Diferentes tipos de transferencia de calor
Fuente: Barbosa G. & Cénovas H. (2000). Deshidratacion de alimentos. Editorial Acribia, S.A. Zaragoza, Espafia.
Se desarrollan diversos modelos para describir en estado estable y en estado
transitorio el proceso de liofilizacion para geometrias simples. En general este modelo
hace las siguientes suposiciones: [Parra, et al., 2007].

e El flujo de calor y masa son unidimensionales y normales a la interfase (z=2) yala
superficie (z=0)

e La sublimacién ocurre en la interfase paralela, a distancia Z de la superficie de la
muestra

o El espesor de la interfase es infinitesimal

e A través de la capa seca fluye solamente el gas sublimado que es vapor de agua

e En lainterfase de sublimacién, el vapor de agua esta en equilibrio con el hielo

e EIl medio poroso y el gas encerrado en él estan en equilibrio térmico

e Laregion congelada es homogénea, de propiedades fisicas uniformes y contiene una
insignificante proporcién de gases disueltos

e EI recipiente que contiene la muestra ofrece una minima resistencia a la
transferencia de calor

e Las resistencias de transferencia de masa y calor externas a la muestra son
insignificantes

e El volumen inicial y final de la muestra son idénticos



23
1.5.3 Modelamiento para liofilizacion simétrica y por una sola cara.

Este modelo esta esquematizado en la Figura 9. Las capas exteriores estan secas
y el frente de hielo en el centro se reduce con el tiempo; la sublimacion del agua ocurre
en la superficie del hielo, y el vapor de agua debe difundirse por los poros de la(s)
capa(s) seca(s) hacia la atmdsfera de la camara. En este modelo no se tiene en cuenta el

flujo de calor conductivo que pasa a través de la capa congelada. [Barbosa, 2000]

K
mamg_ C‘“g
-9

’ Z=0
CapaSeca S |
B s e— S—— ] z=Z

CapaCongeladaC |l

Figura 9. Flujo de calor y masa durante la liofilizacién unidimensional
Fuente: Barbosa G. & Canovas H. (2000). Deshidratacion de alimentos. Editorial Acribia, S.A. Zaragoza, Espafa.

El flujo de vapor de agua que sale del frente de sublimacion es, desde la transferencia de

masa a través de la capa seca o entre la superficie y el ambiente de la camara:

6= —(1/)am/dat (1)
Para M la masa de la muestra y A el area de sublimacion.
Si se llama pc a la densidad de la capa congelada (densidad inicial), ps a la densidad de
la capa seca (densidad final), L a el espesor de la placa (si se calienta por ambos lados L
es el semiespesor) y Z a la distancia entre el borde de la placa y el frente de sublimacion,

[Barbosa, 2000].

M(t) =AZps + A(L — Z)pc (2)
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dM/dt = A(ps — pc) dZ/dt ©)

G(t) = (pc— ps) 2/ 4, (4)

Considerando ahora la transferencia de masa a través de la capa seca. Kp es la
permeabilidad del vapor de agua en la zona seca, Ps la presion del vapor de agua en la
superficie de sublimacion, Pq la presion de vapor del agua en la superficie exterior de la
muestra kq el coeficiente externo de transferencia de masa y Pa la presion en el ambiente

de la cdmara. [Barbosa, 2000].
K
G(t):< p/Z)*(Ps_Pc):Kg(PO_PA) ®)

KM,,
Kp = RT (6)

My, = Peso molecular del agua
R = Constante universal de los gases

T = Temperatura media de la capa seca

1.5.4 Modelos semi-tedricos (difusividad).

Los modelos fenomenoldgicos describen el movimiento de la humedad dentro de
particulas y estan, usualmente, basados en mecanismos difusionales. Generalmente son
usados para representar procesos de secado convencional, es decir, donde agua liquida
difunde a traves de los poros del material y luego pasa a un estado gaseoso. No obstante,
ha sido utilizado también en liofilizacion, donde estd presente el fenémeno de la

sublimacion [Pérez, 2010].
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El coeficiente de difusividad efectiva es un parametro practico y conveniente
para describir el movimiento de la humedad y la Ley de Fick ha sido utilizada para
describir mateméaticamente la velocidad de secado decreciente en una particula sélida.
Es importante sefialar que en general durante el secado de alimentos no se presenta un
periodo de velocidad de secado constante, o bien éste es poco significativo, por lo tanto,

dependiendo del caso, permitiria describir el proceso de secado completo [Pérez, 2010]

1.6 Transferencia de masay calor durante la liofilizacion

Los perfiles de temperatura y humedad en el interior del alimento durante la
liofilizacion dependen de las velocidades de transferencia de masa y calor. El calor se
transfiere a través del frente de sublimacién o linea frontera entre las fases congelada y
seca del producto. Dependiendo de la fuente de calor la transferencia podra ser a través

de la capa congelada, la capa seca 0 ambas. [Parra, GOmez, Gonzalez & Santos, 2007].

ENRN
R\
)

o\

Figura 10. Estructura de un producto en proceso de liofilizacién
Fuente: Flesia, M. A. (s.f.). La Conservacién de Sustancias Perecederas por Medio de la Liofilizacion.
Universidad Técnica Nacional. Facultad Regional Santa Fe. Ingenieria Industrial. Procesos industriales. Pp. 11-13

Transferencia de calor. La estructura de un producto durante la etapa de
desecacion primaria se puede observar en la Figura 10. El hielo que se separ6 en la etapa
de congelacién, sublima bajo los efectos de la baja presion y el calor suministrado,
dejando un producto sélido poroso, con los poros ocupando el lugar que antes ocupaba
el hielo. Las sustancias aromaticas, que tienen una presion de vapor mucho menor que la

del hielo, quedan atrapadas en la matriz formada por el sélido seco [Flesia, s.f.].
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La estructura porosa permite una rapida rehidratacion, sin cambio aparente en la
conformacién del producto original, pero es fragil y requiere proteccion para evitar
dafios mecéanicos. Ademas, la estructura abierta permite la penetracion del oxigeno y se
hace necesario el empaque en atmosferas inertes, para evitar procesos oxidativos sobre

los lipidos. [Flesia, s.f.].

La transferencia de calor a través de la capa seca del producto, provoca un
aumento proporcional en la cantidad de hielo sublimada. Por lo tanto, la velocidad de
crecimiento de la capa seca del producto, se puede expresar en terminos de la velocidad

de transferencia de calor. [Flesia, s.f.].

dZ kTy—T
L
Donde Ty es la temperatura de la superficie exterior, T es la temperatura de la
interfase donde se produce la sublimacion, Z es el espesor de la capa seca y k; su
conductividad térmica. A es el calor latente de sublimacion (2.836 kJ/kg de hielo), yp y
X son respectivamente la densidad inicial y la fraccion en peso del hielo en el producto.
k; es proporcional a la cantidad de sélidos inicial en el producto y también depende de la
presién, a una presiébn mayor de 100 mm Hg, k; es la misma que a la presion
atmosférica, entre 0,032 y 0,17 W.m™°C?. A presiones menores, kt disminuye
sigmoidalmente con la presion, y a alrededor de 100 um de Hg llega aproximadamente a

la mitad o una cuarta parte de su valor a presion atmosférica. [Flesia, s.f.].

Las presiones respectivas a las cuales comienza y termina la variacion de ki,
depende del tamafio de poro. En la mayoria de los casos, los procesos de liofilizacion se
llevan a cabo en las cercanias de los valores inferiores de k;. Las conductividades
térmicas que se encuentran en los productos liofilizados son menores a los de la mayoria

de los aislantes térmicos. [Flesia, s.f.].
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Transferencia de masa. Cuando el calor llega al frente de sublimacion, aumenta
su temperatura y la presién de vapor del hielo. El vapor formado se mueve a través de la
zona seca hasta la camara de liofilizacién. 1 g de hielo forma 2 m® de vapor a 67 Pa, y
en los liofilizadores comerciales es necesario remover varios cientos de metros cibicos

de vapor por segundo a través de los poros del material seco [Flesia, s.f.].
Los factores que controlan el gradiente de presion de vapor son:

- La presion dentro de la cdmara

- La temperatura del condensador, que al igual que la presidn dentro de la cAmara debe
ser lo mas baja posible, dentro de los limites econémicos.

- La temperatura del hielo en el frente de sublimacién, que debe ser lo més alta posible,

sin que se produzca la fusion del material.

En la practica, la menor presion que se puede lograr econémicamente es 13 Pa, y
la temperatura mas baja del condensador es - 35 °C. El flujo de vapor a través de la capa

seca del producto, causa una caida de presion que es proporcional a dt / dZ. [Flesia, s.f.].

_ kt(TO — Ts)

Donde P es la presion en la interfase de sublimacion, Pg la presion en el exterior
de la muestra y K la permeabilidad de la capa seca. K es proporcional a la fraccion
volumétrica del hielo presente inicialmente, inversamente proporcional al tamafio de los
cristales de hielo. Se incrementa un poco a medida que aumenta la presion parcial del
agua en los poros, y disminuye si hay una excesiva cantidad de gases incondensables en
el sistema. Los rangos tipicos de K varian entre 0,7 y 10.10° kg.m*.s* umHg™. [Flesia,
s.f.].
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1.7 Cinética de liofilizacion

La cinética de la liofilizacion se divide en cinética de congelamiento y cinética
de sublimacién. La cinética de congelacion esta relacionada con la formacién del estado
eutéctico (Es el punto de interseccion de las dos curvas que separan la zona liquida y la
zona donde el liquido se encuentra en equilibrio con el sélido y es la temperatura mas
baja a la cual puede existir la fase liquida) de las muestras; y la cinética de sublimacion
con la eliminacion del hielo a través de los poros en forma de vapor de agua. [Barbosa,
2000].

Para la cinética de sublimacién se tiene en cuenta el modelo de estado

estacionario, con base en los siguientes supuestos:

* La temperatura de la superficie es constante durante la etapa de sublimacion

* El calor solo entra por la capa seca

» La transferencia de masa solo es a través de la capa seca

* El frente de hielo solo mantiene una posicion paralela a la superficie

» Tanto la conductividad térmica, la cual depende de la composicion y de la
estructura celular de la muestra; como la permeabilidad se mantienen constantes

en el producto.

De acuerdo con la transferencia de masa del proceso de sublimacion en estado
estacionario se tienen las siguientes ecuaciones que relacionan la velocidad de pérdida
de masa de agua con el flujo de vapor a través de la capa porosa (9) y la velocidad de
pérdida de agua con la variacién de la fraccion de agua en el producto y el movimiento
del frente de hielo (10) [Barbosa, 2000].

aw _ bip 9

dtA «x ®)
aw dx

o = Ps(mo — my)—- (10)
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Siendo:

b= La permeabilidad

Ap = Presion de vapor del hielo a la temperatura medida

x = Distancia entre el frente de hielo y la superficie (m)

mO y mt = Los contenidos de agua (fraccién) inicial y final definidos en base seca

ps = Densidad de la capa seca (kg/m3)

Por otro lado la Ley de Fourier en estado estacionario se utiliza para describir la

transferencia de calor:
AK(Ts—T;
Q = AKTT) )
X
Haciendo un balance de calor en el frente de hielo, asumiendo que todo el calor que

entra al producto es utilizado en el proceso de sublimacion se tiene.
dw
EAH =Q (12)

Donde:

A= Area de transferencia (m2)

K= Conductividad térmica del producto seco (Wm-1K-1)

Tsy Ti: =Temperaturas de la superficie y del frente de hielo (K)
AH= Calor latente de sublimacién (2840000 Jkg-1)

Finalmente asumiendo que existe un equilibrio entre la transferencia de masa y
calor; reemplazando (11) en (12), igualando con (10) y luego integrando, se obtiene el
tiempo de secado (13) el cual es aproximadamente proporcional al cuadrado del espesor
del producto, razon por la cual resulta favorable trabajar con capas delgadas o trozos de

tamario pequefio [Mafart, 1994].

. x)ZcAHps(mo—mf)
F = 2k(Ts-Ti)

(13)
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1.8 Prevencion del pardeamiento enzimatico

“Existen varias formas de evitar el pardeamiento enzimético, todas ellas apuntan
a inhibir la enzima o a eliminar el oxigeno sobre el substrato oxidable” [Schmidt &
Pennacchiotti, 2001].

1.8.1 Escaldado.

“El escaldado es un calentamiento de corta duracion, que tiene como objetivo
desnaturalizar o inactivar las enzimas, de modo que éstas detengan su actividad
metabdlica y cese la degradacion del alimento” [Jiménez, Zambrano & Aguilar, 2004].
[Fernandez, 2007]. “Es tipico el escaldado de productos vegetales antes de su
congelacién de esta forma impide el desarrollo de olores y sabores extrafios durante el
almacenamiento en congelacion ademas de prolongar la vida del alimento” [Chandia,
2000].

“El control enzimatico es obtenido facilmente, destruyendo las enzimas
mediante un corto tratamiento térmico anterior a la congelacion y el almacenamiento.
Casi todas las enzimas son destruidas irreversiblemente en unos pocos minutos
calentandolas a 79°C” [Desrosier, 1993]. “El escaldado debe realizarse en el intervalo
de 60°C a 100°C” [Chandia, 2000].

“Los tiempos y temperaturas de escaldado sugeridos en la literatura para diversos
productos varian en un amplio rango y frecuentemente no especifican todos los
parametros de la cinética de transferencia de calor” [Luh & Lorenzo, 1988] citados en la
Tabla 6:
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Tabla 6. Tiempos de escaldado en agua a 95°C

PRODUCTO TIEMPO (min)

Alcachofas 5-9
Apio 2
Brdcolis 2-3
Coles de Bruselas 4-5
Espéarragos 2-5
Espinacas 2
Guisantes 1-2
Inflorescencias de coliflor 3-4
Judias verdes 2-3
Mazorca de maiz 6-11
Zanahorias 2-5

Nota. Fuente: Adaptado de Luh, B.S. & Lorenzo, M.C. (1988). Freezing of vegetables. In: Commercial vegetable
processing. Luh, B.S. and Woodroof, J.G. (eds). Van Nostrand Reinhold, New York. pp. 342-386.

“Las enzimas como la peroxidasa pueden ser reactivadas después del
calentamiento, puesto que ésta es capaz de soportar temperaturas de 85°C” [Ben-aziz,
1970]. “De acuerdo con esto, dado que la Peroxidasa es muy resistente a la inactivacion
por el calor, se acepta que existe una destruccion de todas las enzimas de interés una vez

inactivada la Peroxidasa”.

“El escaldado o blanqueado se realiza con el fin de inactivar enzimas, las
oxidasas, que tienden a oscurecer los alimentos” [Figueroa & Lama, 2000]. “La
eliminaciéon de enzimas mejora la calidad del producto final, asi mismo ayuda la
eliminacion parcial de los gases intercelulares, fijacion y acentuacion del color natural y
sabor caracteristico de la fruta o vegetal, reduccion parcial de los microorganismos”
[Fintrac, 2002].

Inmediatamente después del escaldado, los alimentos deben enfriarse
rapidamente en agua helada para evitar el cocimiento y sobre todo el enfriamiento
rapido provoca un choque térmico que produce la eliminacion de microorganismos, de
lo contrario si el enfriamiento es lento los microorganismo se mantendran vivos y
creceran sin dificultad, ya que el producto se ha cocinado y el microorganismo puede

aprovechar el sustrato [Figueroa & Lama, 2000].
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1.8.2 Efectos del escaldado.

Los tejidos vegetales son materiales vivos y manifiestan frescura dependiendo en
gran parte de la ordenacion estructural y composicion quimica de la pared celular de los
espacios intracelulares donde las sustancias pepticas y ademas causan dafios
irreversibles en la estructura celular y en las caracteristicas fisicas del tejido vegetal.
[“Revision Bibliografica. Escaldado™, 2000]

El rompimiento de la membrana citoplasmatica incrementa su permeabilidad
penetrando agua a la célula y a los espacios intercelulares donde son expelidos los gases
y otros productos volatiles. Las proteinas se desnaturalizan y existe perdida de

nutrimentos hidrosolubles como vitaminas, azucares, minerales, clorofila y carotenos.

1.8.3 Tipos de escaldado.

“Los alimentos pueden ser escaldados poniéndolos en contacto ya sea con agua,
vapor aire caliente o con microondas, por aproximadamente de 1 a 3 minutos,
dependiendo de la naturaleza y el tamafio del producto concerniente” [“Revision

Bibliografica. Escaldado”, 2000].

Otros métodos son “escaldados no ordinarios” los cuales son: escaldado a
temperaturas altas por tiempos cortos [Brennan, Butters, Cowell & Lilly, 1980],
escaldado por microondas [Muftugil, 1986], [Bulher & Gierscher, 1988], microondas-
vapor, radiaciones infrarrojas, vapor y radiofrecuencia [Ponner, Baysal & Yuksel,
1994], escaldado individual [Aguilar, 1995], escaldado por etapas [Favier, 1990] y
escaldado a baja temperatura por tiempo largo (TB-TL) [Aguilar, Anzaldia- Morales,
Talamas & Gastelum, 1997] estos métodos ocasionan una pérdida de firmeza del vegetal

menor que la obtenida durante el escaldado ordinario.

Un estudio comparativo de los métodos de escaldado ordinario, por microondas,

microondas-vapor, radiaciones infrarrojas, vapor y radiofrecuencia. Los resultados de
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este estudio indican que el escaldado por microondas y vapor permite la obtencion de
vegetales mas firmes y con mejores caracteristicas sensoriales: color, apariencia, sabor y
aceptacion; ademas este método muestra menores perdidas de vitaminas hidrosolubles,

especialmente vitamina C [Ponner, et al., 1994].

“Existen varias formas de escaldado, pero los tipos mas usados son el escaldado
con vapor de agua (se utiliza vapor saturado a presion atmosférica o mayor) y el
escaldado por inmersion en agua (temperatura de escaldado entre 75°C a 100°C
controlada)” [Ling & Lund, 1978].

1.9 Acido L — Ascoérbico (L-AA)

El Acido Ascérbico es termolabil y por consiguiente en frutas y vegetales es
indicativa de la pérdida de otras vitaminas y se utiliza como parametro de calidad para
otros componentes sensoriales o nutritivos, tales como los pigmentos naturales y
sustancias aromaticas. Su concentracién disminuye durante el almacenamiento,
dependiendo de las condiciones del mismo, tales como la temperatura, el contenido en

oxigeno, la luz y el tiempo [Verdu, 2006].

El contenido de vitamina C (Acido Ascorbico) en vegetales resulta ser muy
variable tanto por causas genotipicas como de manejo pre y postcosecha. En los
tratamientos de conservacion postcosecha, la pérdida de vitamina depende
fundamentalmente del tiempo y la temperatura de almacenamiento, de la exposicion a la

luz y del grado de dafio tisular [Giannakourou & Taoukis, 2003].

El &cido ascérbico esta compuesta por dos formas activas: el acido ascorbico (L-
AA), que por oxidacion enzimatica (ascorbico oxidasa) y quimica genera el &cido
dehidroascorbico (ADHA). Este ultimo es también susceptible a la oxidacion a acido
dicetoguldnico que carece de actividad vitaminica [Cuantificacién vitamina C, 2011],

esto se observa en la Figura 11.
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Figura 11. Formas bioldgicamente activas de la vitamina C
Fuente: Cuantificacion vitamina C (2011). Universidad para los mayores. Pp. 1-6

1.9.1 Estructura del acido ascoérbico.

El acido L — ascorbico

(L-AA) es una sustancia muy soluble que posee

propiedades acidas y fuertemente reductoras, que se deben a su estructura enediol que

esta conjugada con el grupo carbonilo de una lactona. La forma natural de la vitamina

es el isdbmero L -; el isobmero D — tiene alrededor del 10 % de la actividad del L —y se

afiade a los alimentos con fines no vitaminicos. [Jesse & Gregory, 2000]. La Figura 12,

se observa la estructura quimica de los isémeros del Acido Ascérbico.

CHON |9

Ne=0)
HCon \’\ <

O |/ .
oM O

L uon

/ \
HO OMH CHon

Acwo L Ascorbico Acido D Ascorbico

Figura 12. Estructura quimica de los isomeros 6pticos del carbono 4 del &cido ascorbico

(isomero L y D)

Fuente: Jesse F. & Gregory I11. (2000). Vitaminas. En Fennema, Quimica de los alimentos. 2°. Ed. Zaragoza

(Espafia): ACRIBIA.
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1.9.2 Funciones del acido ascoérbico.

El Acido Ascarbico es esencial en la sintesis del colageno, también interviene en
la sintesis de lipidos, proteinas, norepinefrina, serotonina, L-carnitina, y en el
metabolismo de tirosina, histamina y fenilalanina. “En el escorbuto el problema se
produce en la sintesis del colageno, ya que el Acido L- Ascorbico (L-AA) es un cofactor

esencial en este proceso” [Basabe, 2000].

Su funcion mas difundida esta relacionada con su poder antioxidante, que le
permite desactivar una gran variedad de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno en
sistemas acuosos. Ademas actia como cofactor de enzimas que participan en la sintesis
de colageno, carnitina y neurotransmisores. También se ha demostrado que estimula al
sistema inmune, tiene efectos beneficiosos en pacientes con determinados tipos de
lesiones cancerosas 0 precancerosas Yy facilita la absorcion intestinal de hierro no
heminico de los alimentos. En los vegetales es parte del sistema de defensas contra el

stress fotooxidativo, entre otras funciones [National Academy Press, 2000].

“Ademads de sus efectos antioxidantes se ha demostrado que posee capacidad
para absorber RUV vy debido a que esta altamente concentrado en cornea, humor acuoso
y cristalino, protege a diferentes tejidos oculares de dichas radiaciones” [Machlin &
Bendich, 1987]. “La vitamina C (Acido Ascorbico) sirve para evitar el envejecimiento
prematuro (proteger el tejido conectivo, la "piel" de los vasos sanguineos), Facilita la
absorcion de otras vitaminas y minerales, Antioxidante, Evita las enfermedades
degenerativas tales como arteriosclerosis, cancer, enfermedad de Alzheimer, Evita las
enfermedades cardiacas” [“Vitamina C”, 2011].

1.9.3 Estabilidad del acido ascorbico del brdcoli frente al procesado
industrial.

De acuerdo a la revision bibliografica, se observa en la Tabla 7, el
comportamiento del contenido de vitamina C (Acido Ascérbico) en un estudio con el

brécoli Hibrido Kailan en sus diferentes tratamientos de coccidon. Los diferentes
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tratamientos producen la interrupcion matriz, es decir, el contacto de Acido Ascérbico y
las enzimas Ascorbato oxidasa y Peroxidasa, lo que facilita la oxidacién de Acido L-
Ascorbico (L-AA) en Acido Dehidroascorbico (ADHA) (Lee & Kader, 2000). Asar a la
parrilla y la ebullicion inducen a disminuir altamente el contenido de Acido L-
Ascorbico (L- AA) (58-55% mas que las muestras crudas). [Martinez, Ginés, Arte,
Gbémez, & Artes, 2013].

En la Tabla 7, también se observa que las muestras sin procesar muestran niveles
de 91 y 2,4 veces mayor de Acido Dehidroascorbico (ADHA) que las muestras cocidas
(excepto a la parrilla), se corrobora “la alta termolabilidad del Acido Dehidroascorbico
(ADHA) encontrado en el brocoli convencional” [Munyaka, et al., 2010]. Durante el
tratamiento de ebullicion, Acido L-Ascorbico (L-AA) / Acido Dehidroascorbico
(ADHA) se lixivian al agua de coccién en una tasa de 0.2/0.01g por kg peso fresco de la
muestra cocida, con 0.7/0.02g kg™ peso fresco que queda en la parte comestible. Este
resultado indica que, dado que el Acido Dehidroascorbico (ADHA) es maés inestable
(especialmente a bajo pH tipico del brécoli) que el Acido L-Ascorbico (L-AA)
[Deutsch, 2000]. Por otra parte, la degradacion del Acido L-Ascérbico (L-AA) podria

verse marcada en la coccion a ebullicion [Martinez, et. al., 2013].

Muestras de la parrilla mostraron 19,2 veces mayor de Acido Dehidroascorbico
(ADHA) que las muestras hervidas, lo que indica una alta oxidacion enzimatica del
Acido L-Ascorbico (L- AA) a Acido Dehidroascérbico (ADHA). Este resultado podria
atribuirse a una inactivacion enzimatica incompleta debida al tiempo de coccién corto,
con las enzimas oxidantes restantes activo en las partes internas del Brécoli Hibrido
kailan. El resto de los tratamientos cocidos mostrd que el Acido L-Ascorbico (L-AA)
disminuye entre 32% y 39%, sin diferencias entre ellos [Galgano, et al., 2007],
[Petersen, 1993] y [Zhang & Hamauzu, 2004]. Sous vide y sous vide-MW mostraron
los niveles mas altos de Acido L-Ascorbico (L-AA) después de la coccion,
probablemente debido a la baja atmdsfera de O, generado después del envasado al
vacio, que protege el Acido L-Ascorbico (L- AA) de la oxidacion [Martinez, et al.,
2013].
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Tabla 7. Vitamina C (L-AA y DHA) contenida (g /Kg peso fresco) del brdcoli Hibrido Kailan después de
diferentes tratamientos de coccion y almacenado por 45 dias a 4°C
Storage time at 4 °C (days)

0 7 14 21 N 38 45

AA (g kg ' fur)

Control 147 =003} 127 +0.04] 0,96+ 0.05; 090 =004 100=010" 101 +012* 092 +0.05;
Boiling 0.66 + 0,082 057 + 002 0.3 + 0.08% 0,14+ 003} 013+00% 0144001 019+ 0.08*
LP steaming 09+ 0052 062 +003" 0.36 + 0033 016+ 001} 022+ 004> 015+001° 010+ 0015
HP steaming 099+ 0053 063001} 0.30 + 0.06f% 017 +002}" 016 =005" 012:00% 010+ 0015
Sous vide 11000241 0% +005Y 0.86=010% 0.82 = 0.302* 080=015" 072:004" 056+ 010%
Microwaving 056+ 0143 087 +013% 0.93+ 019} 088+ 001} 086« 005} 086 4007 08340159
Sous vide-MW 11540174 046 <05} 0.30+ 0092 015+ 006} 020+ 006 014001 010+ 001}
Grilled 062+003) 044 20072 05+013" 012=001 017=002" 014 +002M 012+ 003)
DHA (gkg " fuw)

Control 0234003} 01240037 0.0 + 0057 010+ 0057 015+ 008! 0114002 0.34 + 0047
Boiling 0.00+ 0.00¢ 0.01+000} 0.2+ 0012 0.08 + 0.007 005003 004 0013 001+ 0007
LP steaming 0.05+ 0018 008 +0017 0.11+001; 010+ 0,007 006002 0.05+001; 0.0+ 0.007
HP steaming 006+ 0013 0.08 +0.007 0.09 + 0022 0.09 = 0.007 007=002 004 =000 0,00+ 0,007
Sous vide 004001 0.05 + 003} 0.@+00? 0.07 < 0002 0.06+ 0007 005 + 000} 003+ 003
Microwaving 010+ 0013 0.02 +000} 0.0z + 0.00} 0800} 010+ 004} 007 <0017 002+ 0028
Sous wide-MW 0010014} 008 +0012 0.04 + 0047 oo =00m} 006 =002 0.05 + 0007 0.00 + 000}
Grilled 030+ 0032 020 + 0012 0.08 « 0.00% 007+002"  006+002% 004 0008 003 + 0022

Nota. a) Boiling (ebullicion): brocoli se hierve en una olla abierta con agua hirviendo a 100 °C durante 3,5 min.

b) LP stearning (Baja presion de vapor): brocoli durante (5 min.) con vapor de Agua a 100 °C en un autoclave
industrial con la valvula de presion abierta con el fin de cocinar al vapor (0,02 MPa).

¢) HP stearning (Alta presion de vapor): el brdcoli fue colocado en varias capas de una canasta de acero inoxidable y
el vapor caliente (2 min.) en el autoclave industrial (0,1 MPa).

d) Sous Vide: El brdcoli se coloca dentro de bolsas de polipropileno vacio estéril (PP) y envasados al vacio. Después
el brécoli fue colocado en distintas capas de una canasta de acero inoxidable. Cuando el agua de coccidn autoclave
alcanzd 90°C la cesta se sumergid durante 15 min. Después de la coccidn, brdcoli se enfrié rdpidamente hasta unos
20°C en un bafio de agua-hielo (0°C).

e) Microwaving — MW (Microondas): El brécoli se colocé dentro de bolsas de vacio especiales estériles y se trato
durante 2,5 minutos en un microondas industrial. Después las bolsas se sellaron bajo una atmésfera de N, usando la
camara de vacio.

f) Sous vide - MW: brécoli fue empacada al vacio en bolsas de PP y microondas durante 2,5 minutos. El enfriamiento
se lleva a cabo de una manera similar como para el tratamiento sous vide.

g) Grilled (Asar): Las muestras fueron asados a la parrilla durante 3 minutos a 280 - 300°C (1 minuto por cada lado y
1 min adicional girando constantemente sobre la placa de coccidn).

Fuente: Martinez-Hernandez, Gines B., Artes-Hernandez, F., Gomez, P. A. & Artes, F. (2013). Induced changes in
bioactive compounds of kailan-hybrid broccoli after innovative processing and storage. Journal of Functional Foods.
(5) Pp. 133-143

En la Tabla 7, se muestra que después de 45 dias de almacenamiento, el orden total
de la disminucion de vitamina C (Acido ascdrbico) (en comparacién con sus valores
respectivos en el dia de elaboracidon) fue sous vide-MW (91,5%) > LP vapor > HP vapor
> asar a la parrilla > ebullicion > sous vide > microwaving (21,1%). De lo anterior
disminuyen los tratamientos en microondas y sous vide inducen las mejores retenciones
de vitamina C (Acido ascorbico). Este resultado se puede explicar por el corto tiempo de

coccion, mientras que el envasado al vacio de sous vide y sous vide-MW probablemente



38

al forzar los liquidos intracelular ocasionan fugas y la interrupcion de la matriz, lo que
resulta en un contacto mas facil entre Acido L-Ascorbico (L-AA) y las enzimas
oxidativas [Martinez, et al., 2013].

En la literatura en su mayoria se declara que el Acido L-Ascorbico (L-AA) es
sensible al calor, soluble en agua y propensa a la degradacion bajo la influencias de
diferentes pH, temperatura, concentracion de oxigeno, catalizadores de metales, enzimas
y la lixiviacion, por lo tanto, conduce a la degradacion de la vitamina C (Acido

ascorbico) a elevada temperaturas [Leong & Oey, 2012].

“Por el contrario, las muestras liofilizadas principalmente como muestra una
menor cantidad de fitoquimicos, en comparacién con fresca, congelada y calentada
productos basicos” [Leong & Oey, 2012]. Basicamente, “la liofilizacion es la
combinacion de la deshidratacion y la congelacion, es decir, la deshidratacion de la
muestras por la congelacién del agua inmovilizada en hielo y luego la eliminacion de los

cristales de hielo a través de la sublimacion en vapor” [Leong & Oey, 2012].

Mientras la liofilizacidn es incapaz de inactivar todas las enzimas, es eficaz en la
preservacion de las cualidades sensoriales y nutricionales. Por lo general, hay una
pérdida minima de vitamina C (Acido ascorbico) pero hay una extensa reduccion de
agua durante la liofilizacion, igualmente se forma la estructura porosa fragil en el
producto final. La sublimacion del hielo a vapor causado por secado en la muestra en

rodajas ocasiona una textura abierta y porosa. [Leong & Oey, 2012].

1.9.4 Compuestos de interés del brocoli relacionado con el &cido ascorbico.

“De acuerdo a la revision bibliografica, se ha identificado que el brocoli posee el
mayor contenido de &cido ascorbico (L-AA), de 100 gramos comestibles presenta 120
mg en promedio, es el antioxidante hidrosoluble mas abundante encontrado en plantas”
[Chacdn, 2010]., por lo tanto, esta es una de las sustancias bioactivas de mayor interés

en el contexto de las investigaciones de las cruciferas, tal es el caso que se ha
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determinado las condiciones Optimas de almacenamiento para evitar la degradacién de
acido L- ascorbico (L-AA) en brocoli (-3.02°C con 9.43 dias y con 3.77% de area de
intercambio gaseoso) [Zambrano, Maffei, Valera, Materano & Quintero, 2011], “otros
trabajos presentan resultados que relacionan el contenido de &cido L- ascorbico (L-AA)
con la velocidad de respiracion durante el almacenamiento; la senescencia de floretes
del brocoli, esta relacionadas con la cantidad de peroxidos formados por proceso de

oxidacioén” [Techavuthiporn, Nakano & Maezawa, 2008].

Evaluar la estabilidad de &cido L- ascérbico (L-AA), implica modificar, evitar,
inhibir o inactivar las rutas metabodlicas implicadas en la degradacion de este compuesto,
por ejemplo, la oxidacion enzimatica y no enzimatica del acido L- ascérbico (L-AA) a
acido dehidroascorbico (ADHA), aunque biolégicamente activo puede seguir
degradandose en é&cido 2,3-cetoguldnico, que es bioldgicamente inactivo, lo que
conduce a relacionar que la medicion del contenido de acido L- ascorbico (L-AA),
acido dehidroascorbico (ADHA) y la suma de &cido L- ascorbico (L-AA) + acido
dehidroascorbico (ADHA) = (vitamina C), debe emplear técnicas analiticas de alta
sensibilidad como cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), método que ha sido
optimizado mediante el uso de acido metafosforico, para inactivar la ascorbato oxidasa
[Chebrolu, Jayaprakasha & Sun Yoo, 2012].

La concentracion de acido ascorbico también puede ser determinada de varias
formas incluyendo métodos electroquimicos, espectrofotométricos,
espectrofluorométricos y cromatograficos. Sin embargo, los métodos de cromatografia
liguida de alta eficiencia (CLAE) tienen algunas ventajas con respecto a la
especificidad, sensibilidad y facil operacion [Novakova, Solich & Solichova, 2008]. “A
pesar de que los detectores UV generalmente se incluyen en los sistemas de CLAE y
que son mas simples y rapidos que otros, tan sélo algunos métodos se han validado para
ser utilizados en la determinacion de la vitamina C en alimentos” [Ledezma, 2004]. “El
acido L- ascorbico (L-AA) puede ser facilmente detectado por radiacion ultravioleta en

longitudes de onda entre (245 y 254) nm. La mayoria de los métodos que usan deteccion
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UV determinan acido L- ascorbico (L-AA) sin &cido dehidroascérbico (ADA), debido a
las pobres propiedades de absorcion UV del (ADA)” [Novakova, et al., 2008].

La HPLC es muy costosa, por lo que se emplean técnicas que relaciona métodos
volumétricos como el 2,6-diclorofenolindol, espectrofotométricas, usando como agentes
reductores 2,4 dinitrofenilhidrazina y 2,2-biquinolina o cuproina, pero estos métodos

solo dan el contenido de acido L- ascorbico (L-AA) [Robinson, 1991].

La aplicacion o el disefio de nuevas tecnologia que involucren otras ramas de la
ciencias biologicas podrian ayudar a mejorar los métodos de conservacion para
mantener las condiciones de frescura el contenido de acido L- ascorbico (L-AA), se
sabe que en vegetales antes de la cosecha, el &cido dehidroascorbico (ADHA) es
nuevamente reducido a acido L- ascérbico (L-AA) por accién de la enzima glutation
Ascorbato [Espinal, 2010]; “para el caso especifico del brocoli, se ha identificado que en
seis (6) semanas de almacenamiento se reduce la accion de la glutation ascorbato,
encontrdndose altos niveles de acido dehidroascorbico (ADHA) en muestras durante
cuatro (4) dias a 20°C” [Koh, Wimalasiri, Chassy & Mitchell, 2009].

Las condiciones del cultivo también afecta el contenido de &cido L- ascérbico
(L-AA) en brdcoli (temperatura y radiacion solar), Si la T° ambiente y del cultivo es de
15-20°C con radiacién media, el contenido de acido L- ascorbico (L- AA) decrece hasta
un 38% comparado cuando crece a T° entre 7-12°C, hay un efecto predominate de la T°
sobre el contenido de &cido L- ascorbico (L-AA) a bajas T° (2-3°C), en algunas
variedades de brdcoli el contenido de &cido L- ascorbico (L-AA) incrementd [Schonhof,
Kléring & Krumbein, 2007].

1.9.4.1 Técnica por reduccion de iones cuprico para determinar acido L-
ascorbico.

La mayoria de los métodos para la determinacién quimica del acido ascérbico se
fundamenta en su eficiencia como agente reductor. Sin duda, en los sistemas

alimentarios, esta propiedad no es Unicamente del acido ascorbico. Por eso, la
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determinacion de acido ascorbico por reduccion de iones cuprico requiere un
conocimiento profundo de la interferencia y una cuidadosa estandarizacion. Entre tanto,
esta reaccion de oxido-reduccion son simples y representan una alta sensibilidad
[Contreras, Strong & Guernelli, 1984].

La bibliografia sobre la oxidacion aerdbica del acido ascérbico catalizada por
iones cuprico es numerosa y permite establecer que en medios de pH bajos, un mol de
acido ascarbico reduce dos equivalentes de Cu++, oxidandose a &cido deshidroascérbico
y generando agua oxigenada, esta reaccion se observa en la Figura 13. En medios a pH
siete (7) o superior, un mol de acido ascérbico puede reducir a cuatro moles, originando
acido oxalico, anhidrido carbdnico, acido hidroxipiravico, glicélico y otros compuestos
[Contreras, et al., 1984].
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Figura 13. Reaccion del acido ascorbico por reduccion de iones caprico y complejo de ion cuproso
producido por 2,2-biquinolina (cuproina).
Fuente: Contreras, E., Strong, F. & Guernelli, O. (1984). Determinacao de acido ascorbico (vitamina C) por reducao
de ions cupricos. Quimica Nova, pp. 60-64.

Es sorprendente que esta gran reactividad entre el acido ascorbico e iones
cupricos no han sido aprovechadas como método analitico para la determinacién de
vitamina C (Acido ascorbico). Sin embargo, la literatura informa el caso contrario, es
decir, la determinacién de iones clprico después de la reduccién previa con &cido
ascorbico. ElI mayor problema es la falta de reduccién especifica de los iones Cu++, que
no solo reaccionan con el acido ascorbico sino también con la cisteina y compuestos
sulfidrilos en general, fenoles, proteinas, azucares, terpenoides, antocianinas y otros
compuestos normalmente presentes en los extractos de tejidos vegetales y animales. La
posibilidad de utilizar las propiedades de reducir de Cu++ por el acido ascérbico,
depende entonces de aplicacion de dispositivos para eliminar la interferencia [Contreras,
etal., 1984].
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1.10 Actividad de la Peroxidasa (POD)

Las peroxidasas (EC 1.11.1.7) son unas enzimas, pertenecen a la clasificacion
enzimética de las oxidoreductasas, ampliamente distribuidas en los reinos animal y
vegetal, que catalizan la oxidacion de una gran variedad de sustratos organicos e
inorganicos, utilizando el peroxido de hidrégeno o un hidroperoxido organico como
molécula aceptora de electrones [Sanchez, 1999]. “Las enzimas peroxidasas son
comunmente utilizadas como indicadores del tratamiento térmico del proceso de
escaldado, ya que la desactivacion de estas enzimas lleva consigo un aumento de la vida

util del vegetal procesado” [“Revision bibliografica. Escaldado”, 2000].

Se encuentra presente en animales, plantas y microorganismos. En las plantas
localizada en la célula parcialmente en forma soluble y en el citoplasma de manera
insoluble. La fraccién de Peroxidasa (POD) soluble, puede ser extraida de tejidos

homogenizados con un buffer de fuerza idnica baja.

Se tiene conocimiento que las peroxidasas son enzimas ubicuas que efectian
diversas funciones bioguimicas en las plantas superiores. Se involucran en la biogénesis
del etileno, en la oxidacion del acido inol-acetico, la degradacion de clorofilas, la
lignificacion, la obscuridad de los tejidos y en las respuestas a los esfuerzos a que son
sometidas. La actividad de este grupo de enzimas es estimulada por la exposicion del

etileno y por perturbaciones mecanicas [“Revision bibliogréafica. Escaldado”, 2000].

1.10.1 Mecanismo de accion.

“La peroxidasa es una enzima oxidorreductasa que cataliza reacciones usando
oxigeno o peroxido como aceptor de hidrogeno” [Ben-Aziz, Grossman, Ascarelli &
Budowski, 1970] y “los mecanismos de accion de la Peroxidasa estan basados en la

formacion de un complejo enzima - donante de hidrogeno” [Altunkaya, et al., 2008].

“Cataliza la reaccion de ciertos fenoles (guayacol, pirogalol) y aminas

aromaticas (o-fenilendiamina) por medio de peroxidos (H,O,). El sustrato oxidable mas
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usado es el guayacol, que es oxidado a un complejo coloreado de tetraguayacol en
presencia de peroxido” [Whitaker, 1972]. “La velocidad de formacion del color rojo
ladrillo puede ser utilizada como medida de la actividad enzimatica por lecturas
espectrofotométricas de las absorbancias con relacion al tiempo” [Schmidt &
Pennacchiotti, 2011]. “El color de aspecto pardusco, obtenido del producto de la
oxidacion en las reacciones antes mencionadas, sirve como base para la estimacion
colorimétrica de la actividad enzimatica de las Peroxidasa” [Zambrano, et al., 2011].

Como se observa en la siguiente reaccion, en la Figura 14.

ocH, OCH4

OH
POD

Guaiacol H5CO Quinona

Figura 14. Reaccion de la Peroxidasa. Oxidacion de fenoles (guaiacol) hasta la quinona 'y reduccién
del H,0, a H,O por accién de la POD
Fuente: Altunkaya, A. & Gokmen, V. (2008). Effect of various inhibitors on enzymatic browning, antioxidant activity
and total phenol content of fresh lettuce (Lactuca sativa). Food Chemistry. 107: 1173- 1179.

La actividad de la peroxidasa es ampliamente utilizada como indicador universal
en un escaldado adecuado para frutas y hortalizas, debido a que es la enzima mas estable
térmicamente en las plantas. Las enzimas varian ampliamente en cuanto a su resistencia
a la inactivacion térmica. Las peroxidasas en los vegetales son particularmente estables
y pueden llegar a soportar por algunos minutos altas temperaturas hasta de 120°C, sin
perder por completo su actividad. La velocidad de inactivacion térmica depende también
del pH, la fuerza idnica y el estado fisico de la enzima en el alimento [Zambrano, et al.,
2011].

“El calentamiento para completar la destruccion de peroxidasas es mas que
suficiente para destruir las enzimas directamente responsables de la pérdida de calidad
en los productos. Sin embargo, hay estudios que demuestran que se obtienen hortalizas
escaldadas de mejor calidad si se deja algo de actividad residual de Peroxidasa”

[Bottcher, 1975], que la completa ausencia de “actividad de Peroxidasa indicaba sobre-
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escaldado y que para obtener productos de mejor calidad, recomendaba escaldar hasta
los siguientes porcentajes de actividad de Peroxidasa residual: chicharos de 2 — 6.3%;
coliflor 2.9 — 8.2% y col de brdcelas de 7.5 — 11.5%” [Zambrano, et al., 2011].

1.10.2 Factores que afectan la actividad enzimatica.

“Como la mayoria de las enzimas, la Peroxidasa puede ser inactivada por el
calor, siendo una de las que precisan mayor temperatura y méas tiempo para su
inactivacion. Posee, ademas, la propiedad peculiar de la regeneracion enzimdtica”
[Fennema, 2006]. Este fendmeno consiste en que al inactivarla por medio del calor
recupera parcialmente su actividad después de un cierto tiempo. Esto ha sido explicado,
aduciendo que la fraccion proteica de la enzima sufre una desnaturalizacién sélo parcial,
con pérdida de su estructura terciaria, si el calor se aplica un tiempo muy corto,
produciéndose luego una reversion de la proteina a su estado normal por recombinacion
de sus grupos hidrégenos o sulfhidrilicos [Fennema, 2006]. “Este efecto del calor sobre
la actividad peroxidasica es muy importante en la industria de alimentos y la
regeneracion enzimatica de la Peroxidasa puede causar serios problemas en los

caracteres organolépticos” [Fennema, 2006].

La actividad enzimatica puede ser regulada controlando ciertas condiciones tales
como efectos de la concentracion del sustrato [Al- Obaidy, & Siddiqgi, 1981] [Jiménez,
1993], concentracion de la enzima [Toledo, 1991], temperatura [Chandia, 2000], tiempo
de reaccion, efecto del pH [“Revision bibliografica. Escaldado™, 2000], efecto de la
humedad [Schmidt-Hebbel, & Pennacchiotti, 1982], iones y fuerza iénica [Segel, 1976],
radiaciones ionizantes, fuerzas cizallantes, presion y efecto de interfase. La estabilidad
de las enzimas esta relacionada a la estructura enzimatica y a factores microambientales
[Adams, 1991].

1.10.3 Cinética de desactivacion térmica.

Las enzimas, al ser proteinas, se desnaturalizan con tratamientos térmicos,

cumpliéndose uno de los objetivos primordiales del escaldado. La desactivacion de las
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enzimas por tratamientos térmicos se debe a una ruptura de las fuerzas que mantienen la
estructura terciaria (pocas enzimas estan activas a mas de 60°C y muchas de ellas ya se
alteran a 40— 50°C). La misma ecuacion de Arrhenius utilizada para determinar la
energia de activacion de las reacciones enzimaticas se utiliza para determinar la "energia

de activacion de la desactivacion térmica” [Schonhof et. al., 2007].

1.10.3.1 Peroxidasa en otros alimentos.

“La Peroxidasa es una de las enzimas mas termoestables de las plantas y bajo
ciertas condiciones de tratamiento con calor puede retener la actividad durante el
almacenaje” [Lee, et al., 1984]. Estos autores al estudiar la Peroxidasa de coliflor
determinaron que la temperatura éptima era de 40°C y que la actividad disminuia
drasticamente a temperaturas superiores hasta llegar al 50% a 48 °C y aproximadamente
0% a 60 °C, por lo que llegaron a la conclusién de que la enzima de la coliflor es

termolabil.

“El estudio de la inactivacion térmica de la Peroxidasa de remolacha indica que
la enzima es estable a 50°C y solo un 5% de la actividad se reduce después de 30
minutos” [Rudrappa, et al., 2005]. La peroxidasa de alcachofa es estable a temperaturas
de 65°C aproximadamente durante mas de 24 horas [Rodriguez-Lopez, et al., 2002]. La
Peroxidasa de nabo cuando se calienta a 60°C durante 25 minutos, retiene
aproximadamente el 90 % de su actividad original, incluso después de un tratamiento

mas drastico (80° C, 25 minutos) muestra actividad.

De acuerdo con estos resultados la enzima con actividad Peroxidasa de nabo
parece ser mas termorresistente que la peroxidasa purificada de col de Bruselas, asi
como preparaciones comerciales de peroxidasa de rdbano picante, las cuales son
totalmente inactivadas después de 10 minutos de calentamiento a 80 °C [Garcia, et al.,
2003].

La Peroxidasa (POD) podria estar implicada en la degradacion de la clorofila.

Funamoto, et al., (2004) reportaron que “la actividad Peroxidasa (POD) aumento
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notablemente durante el amarillento de brocoli”. En este estudio, la actividad de
Peroxidasa (POD) ya sea el brocoli no tratados por calor o el brocoli se traté con agua
caliente durante 1 min se incremento6 rapidamente y mantiene mas los niveles, mientras
que el brocoli se tratd con agua caliente para 4 o 8 min mostrado un aumento

relativamente menor en la actividad de peroxidasa (POD).

Por otra parte, se observo la actividad méas baja de Peroxidasa (POD) (1,0 unidad
/ g de peso fresco), con el més alto contenido de clorofila (100%), antes del tratamiento
térmico, y la actividad maés alta de peroxidasa (POD) (24,3 unidad / g), con el menor
contenido de clorofila (57,3%), se encontrd en el brdcoli no tratados por calor después
de 16 dias de almacenamiento a 12 °C. Por lo tanto, los tratamientos térmicos inhiben
notablemente la clorofila que degrada la actividad (POD) y reducen la pérdida de la

concentracion de clorofila [Dong, et al., 2004].

1.10.4 Relacion del escaldado con la actividad peroxidasa y el acido
ascorbico.

Tipicamente, “el escaldado se lleva a cabo mediante el tratamiento de las
verduras con vapor o agua caliente entre 1 y 10 minutos y a 75 - 95 °C, el tiempo /
combinacion de temperatura en funcion del tipo de vegetal” [Cano, 1996]. El escaldado
de los alimentos requiere calentamiento suave en agua. “El escaldado puede tener un
efecto negativo en nutrientes tales como vitaminas y compuestos fendlicos que son
relativamente inestables cuando se somete a tratamientos térmicos” [Prochaska et al.,
2000]. Aparte del procesamiento, “las condiciones de almacenamiento y la coccion
domestica y preparacion tiene un efecto significativo sobre fitoquimicos tales como

acido ascorbico y fenoles” [Patras, Tiwari & Brunton, 2011].

Los metodos tradicionales de conservacion de vegetales estan siendo
optimizados, por ejemplo, el escaldado, procedimiento eficiente para inactivar enzimas
que causan pardeamiento, pérdida de la textura y decoloracién de pigmentos. Para el
brécoli, la inactivacion de enzimas con actividad peroxidasa (POD) como la Ascorbato

Peroxidasa (APx), resulta de gran importancia, ya que esta (APx) degrada el acido L-
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ascorbico (L-AA) [Munyaka, 2010]. Algunos vegetales tienen peroxidasas (POD)
termoresistentes, tal es el caso de “la peroxidasa (POD) de la remolacha roja; para
inactivarla se ha propuesto el escaldado en microondas, técnica en fase de
experimentacion” [Latorre, Ronelli & Rojas, 2012] también sobre brocoli, se ha

desarrollado esta técnica [Chaparro, Diaz & Paredes, 2011].

Las nuevas tecnologia para la inactivacion de la peroxidasa (POD) se relacionan
con la combinacion de escaldado y ultrasonido, este sistema se ha disminuido hasta un
50% la actividad peroxidasa (POD) en el extracto de tomate [Sahin & Soysal, 2011]. La
eficacia del proceso de escaldado ha sido determinada experimentalmente por la
desactivacion parcial o total de las isoenzimas Peroxidasa, trabajando con altas
temperaturas y bajos tiempos [Gallardo, 2004].

La degradacion del acido L-ascérbico (L-AA) e inactivacion de la peroxidasa
(POD) en los esparragos escaldados estan sujetos a una cinética de primer orden. La
parte de la yema del esparrago se debe escaldar a un periodo relativamente corto de
tiempo para la preservacion del contenido de 4acido L-ascérbico (L- AA) y la
inactivacién de la actividad de la peroxidasa (POD). Ademas, la aplicacion de
microondas puede ser un proceso de pre-tratamiento eficaz para usar antes del escaldado
en agua para reducir la degradacion del acido L-ascérbico (L-AA) y para acelerar el
inactivacién de la peroxidasa (POD) y asi mantener la calidad del producto [Zheng &
Lu, 2011].
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2. Justificacion

Cada vez més el consumidor demanda productos con mayor calidad, tanto desde
un punto de vista sensorial como también nutricional. No s6lo se busca que el alimento
realice funciones nutricionales, sino también pueda aportar beneficios para la salud e
incluso prevenir enfermedades. Dentro de los alimentos mas demandados en la
actualidad, estan las frutas y hortalizas y dentro de estas Gltimas los vegetales de la
familia de las Brassicas como el brocoli. Este vegetal se destaca por ser beneficioso para
la salud, debido a su contenido de vitaminas, especialmente las que actlan como
antioxidantes (&cido ascorbico). Ademas es importante por la presencia de enzimas
(peroxidasas) responsables de la decoloracién (perdida de clorofila) que ocasionan
cambios en la frescura del vegetal.

Este proyecto de investigacion determina el contenido de los compuestos
quimicos (Peroxidasas) y nutricionales (Acido L-ascdrbico) en el proceso de
liofilizacion, con y sin pre-tratamiento (escaldado al vapor) en la variedad de brocoli
(Brassica oleracea L, var. Legacy). En el estudio de la composicion funcional es
necesario disponer de métodos analiticos apropiados, de elevada sensibilidad y
selectividad, de forma que sea posible identificar y determinar de forma exacta el
contenido de los diferentes compuestos (Peroxidasas y acido L-ascorbico) presentes. Por
lo tanto, en este proyecto se hace necesario establecer métodos analiticos del tipo
espectrométricos, que permite la identificacion y cuantificacion los compuestos
funcionales. Por otra parte, estudiar el comportamiento del brécoli (Brassica oleracea L,
var. Legacy) en el proceso de liofilizacion en relacion con el pre-tratamiento (escaldado
al vapor) ajustado con el modelo matematico URIF, el cual permite establecer el

comportamiento de los datos experimentales.

Con el fin de aumentar la competitividad en el mercado nacional e internacional,
se busca implementar alternativas previas al proceso de liofilizacion, que conserve la
calidad sensorial y nutricional de los alimentos especialmente de los vegetales como el
brécoli (Brassica oleracea L, var. Legacy) para poder ofrecer al consumidor productos

deshidratados de mejor calidad.
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3. Planteamiento del Problema

Esta investigacion propone los siguientes planteamientos:

¢La validacion de las curvas de fraccion de agua retirada (g H,O/100 g s.s) por unidad
de tiempo en cada uno de los tratamientos permite determinar la cinética del proceso de

liofilizacion en floretes de brocoli (Brassica oleracea L, var. Legacy)?

¢La validacion matemaética (modelo URIF) en la determinacion del porcentaje de agua
retirada por unidad de tiempo (cinética) permite establecer los tiempos, humedad finales
y parametros de transferencia de masa (espesor de capa seca, difusividad, concentracion
de vapor de agua) para optimizar el proceso de liofilizacion en floretes de brdcoli

(Brassica oleracea L, var. Legacy)?

¢El proceso de liofilizacion teniendo como pretratamiento el escaldado al vapor puede
llegar a modificar el contenido de Acido L - Ascorbico y actividad Peroxidasa en los

floretes de brdcoli (Brassica oleracea L, var. Legacy)?



50

4. Objetivos

4.1 Objetivo General

Determinar la cinética de liofilizacion en floretes de brocoli (Brassica oleracea L,
var. Legacy) y evaluar el contenido de Acido L - Ascérbico (L-AA) y Actividad
Peroxidasa (POD).

4.2 Objetivos Especificos

Caracterizar fisica y quimicamente los floretes de brécoli (Brassica oleracea L, var.
Legacy) en estado fresco, en relacion al contenido de humedad, pH, acidez, Acido
Ascorbico y actividad Peroxidasa.

Determinar la fraccion de masa seca por unidad de tiempo (g H.O/g s.s) en las
muestra de floretes de brocoli  (Brassica oleracea L, var. Legacy) Sometidas a

liofilizacion.

Determinar la fraccion de agua sublimada por unidad de tiempo (g H,0/100 g s.s) en

floretes de brécoli (Brassica oleracea L, var. Legacy) sometidas a liofilizacion.

Analizar los fendmenos de transporte (transferencia de masa) en relacion a Dag Y
Cas del proceso de liofilizacion en floretes de brocoli (Brassica oleracea L, var.

Legacy).
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Validar los datos experimentales del procesos de liofilizacién con el modelo
matematico URIF para determinar: espesor de la capa seca, difusividad y cantidad de
agua retirada del proceso de liofilizacion en floretes de brocoli (Brassica oleracea L,

var. Legacy).

Determinar el contenido de Acido L — Ascorbico (L-AA) por el método
espectrofotométrico con 2,2 biquinolina o cuproina a las muestras de floretes de

brécoli (Brassica oleracea L, var. Legacy) sometidas al proceso de liofilizacion.

Determinar la Actividad Peroxidasa (POD) a partir de la medicion del tetraguayacol
a 470 nm a las muestras de floretes de brocoli (Brassica oleracea L, var. Legacy)

sometidas al proceso de liofilizacion.
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5. Metodologia
5.1 Lugar de Ejecucion

Universidad Nacional de Colombia. Sede Bogota. Facultad de Zootecnia.
Edificio de Posgrados. Laboratorio de Nutricion de rumiantes y en la Universidad
Nacional Abierta y a Distancia. CEAD Duitama, Boyaca, Colombia. Laboratorio de
Quimica.

5.2 Materiales y Métodos

5.2.1 Obtencién de Materia Prima.

Se empleo brécoli (Brassica oleracea L, var. Legacy), proveniente del municipio
de Duitama, Boyacd, Colombia; cultivada en una finca cercana al municipio. En la
Figura 15, se observa el brocoli (inflorescencia cosechadas de una planta individual y
compuesta por muchos floretes individuales) fue recolectada directamente de la finca
con 132 dias de crecimiento, en estado de maduracion Optimo. Fue transportado y

manteniendo una temperatura de 4 + 5 °C por 18 horas.

Figura 15. Materia prima Brdcoli.
(1) Pellas de Brassica oleracea L, var. Legacy (2), Floretes de Brassica oleracea L, var. Legacy
Fuente: La autora, 2013
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5.2.2 Caracterizacion fisicoquimica de la Materia Prima.

Con el fin de determinar las caracteristicas fisicoquimicas se empleé floretes de
brécoli (Brassica oleracea L, var. Legacy), en estado fresco, se realizé:
Determinacion de acidez titulable total: expresada en &cido citrico, determinado
mediante método adaptado de la A.O.A.C. 31.231/84.942.15/ 1990., pH: Determinado
mediante método adaptado de la A.0.A.C.10.84 /1984., Porcentaje de humedad:
Determinada mediante pérdida de peso a capsula abierta. Método de la A.O.A.C. (1984).

En la Figura 16, se observa los diferentes parametros fisicoquimicos realizados,
igualmente en el Anexo 1, se describen los protocolos de laboratorio para cada
determinacion.

Figura 16. Caracterizacion Fisicoquimica de la materia prima.
(1) Determinacion de pH, (2) Determinacion de Acidez total, (3) Preparacion de la muestra para
determinacion de Humedad, (4) Determinacion de Humedad.
Fuente: La autora, 2013

5.2.3 Tratamientos.

En esta experimentacion para la determinacion de Acido L-Ascérbico y
Actividad Peroxidasa se trabajaron los siguientes tratamientos: En el tratamiento brécoli
fresco (BF) se empled muestras frescas (sin pretratamiento), en el tratamiento brécoli
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escaldado (BE) se sometio las muestras previamente a un pretratamiento de escaldado al
vapor, en el tratamiento brécoli liofilizado (BL) se empleé6 muestras frescas (sin
pretratamiento) y luego se aplico el proceso de liofilizacion y en el tratamiento
combinado escaldado-liofilizado (BEL) se empleé muestras sometidas a un

pretratamiento de escaldado al vapor y luego se aplico el proceso de liofilizacion.

Para la determinacién de la cinética de liofilizacion se aplicd los dos Gltimos
tratamientos: EIl tratamiento brocoli liofilizado (BL) y el tratamiento combinado
escaldado-liofilizado (BEL).

5.2.3.1 Fase 1: Acondicionamiento de la muestra — Floretes de brécoli fresco.

Se elimind las sustancias extrafias presentes, se realizé seleccion, clasificacion,
lavado y corte utilizando floretes de bréocoli (Brassica oleracea L, var. Legacy), tomados
de los apices laterales externos con las siguientes especificaciones: longitud 3.0 cm
desde la yemas florales hasta el tallo y 4.0 cm correspondiente al ancho del florete
[Howard, Wong, Perry & Klein, 1999], basado también en la tesis de Alfaro (2008). El
proceso se describe en el Anexo 2 y se representa en la Figura 17. El procedimiento se
realiz6 para todos los tratamientos.

;_—' ~> \ : ‘,‘.‘ . g 3 ﬁ G el \3\‘-’:
Figura 17. Acondicionamiento de la materia prima.
Fuente: La autora, 2013
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5.2.3.2 Fase 2: Pretratamiento - Floretes de brécoli escaldado al vapor.

El “pretratamiento escaldado al vapor a una temperatura de 90£2°C por 2
minutos” [Howard, Wong, Perry & Klein, 1999] [Murcia, Lopez, Martinez, Vera &
Garcia, 2000]. “Mediante esta operacion de escaldado y posterior enfriado, se consigue
destruir o inhibir la accion de las enzimas como la Peroxidasa (POD), que alteran el
color, sabor y textura de las verduras frescas; igualmente eliminar la mayor parte del
aire que contienen los tejidos vegetales” [Howard, et al., 1999]. Este proceso se describe

en el Anexo 3y en la Figura 18 se representa el procedimiento de escaldado al vapor.

Este procedimiento se realiz6 para el tratamiento brécoli escaldado (BE) y en el

tratamiento combinado escaldado-liofilizado (BEL).

Figura 18. Procedimiento de escaldado al vapor
Fuente: La autora, 2013
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5.2.4 Secado por liofilizacion.

5.2.4.1 Etapa 1 - Proceso de congelacion de las muestras.

Para la congelacion de los floretes de brocoli (Brassica oleracea L, var. Legacy),
se establecié una muestra de floretes de brocoli fresco y muestra de floretes de brécoli
escaldado al vapor, se pes6 20 gramos de cada una de las muestras, se adiciono
cuidadosamente esta cantidad en los frascos de vidrio ambar de fondo redondo, que
luego se llevd a un congelador comercial marca General Electric. Las muestras
permanecieron en congelaciéon por 12 horas a -26°C antes de ser sometidas al proceso
de liofilizacion, esto con el fin de que el producto quedara totalmente congelado. Es
necesario congelar el contenido de los mismos, para que haya una mayor superficie de
contacto con el vacio y la baja temperatura generada por el equipo y de esta manera el

proceso sea mas rapido.

Este proceso se realiz6 en la Universidad Nacional de Colombia. Sede Bogota.
Facultad de Zootecnia. Edificio de Posgrados. Laboratorio de Nutricion de rumiantes. Se
realizd para el tratamiento brocoli liofilizado (BL) y el tratamiento combinado
escaldado-liofilizado (BEL).

5.2.4.2 Etapa 2 - Proceso de liofilizacion de las muestras.

El proceso de liofilizacion consiste basicamente en introducir el producto
congelado en una cdmara y realizarle vacio rapidamente. En el proceso de liofilizacion
es necesario congelar el contenido de los mismos tal como se describe en el item 5.2.4,
este proceso es con el fin de que haya una mayor superficie de contacto con el vacio y la
baja temperatura generada por el equipo y de esta manera el proceso sea mas rapido
[Viteri & Cornejo, 1984].

El equipo que se utilizo para la liofilizacion del brocoli fue un liofilizador Freeze
Dryer Alpha 1 — 4 LD Plus, con capacidad de 4 kilos, capacidad para retirar hasta 4

kilos en 24 horas, temperatura de condensacion -55°C aproximadamente, con una
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capacidad de muestras 24 piezas. Conexidn eléctrica de 230v. Ademas tiene una pantalla

pequefia que indica el vacio en Mbar y la temperatura.

Se prepard, se limpié y se estabilizo el liofilizador. La estabilizacion del
liofilizador duro aproximadamente 10 minutos. Después, se llevan los frascos de vidrio
con las muestras congeladas, en las bandejas del liofilizador. Las variables de trabajo del
equipo fueron de -56°C y 0.021mbar. Finalmente, se dejé el equipo en funcionamiento
durante 33 horas. En la Figura 19 se representa el proceso de liofilizacion.

Este proceso se realizd en la Universidad Nacional de Colombia. Sede Bogota.
Facultad de Zootecnia. Edificio de Posgrados. Laboratorio de Nutricion de rumiantes.
Se realizé para el tratamiento brocoli liofilizado (BL) y el tratamiento combinado
escaldado-liofilizado (BEL).

Figura 19. Proceso de liofilizacion.
(1) vy (2) Muestras de floretes brdcoli en el proceso de liofilizacion
(3) y (4) Muestras de floretes de bracoli liofilizado
Fuente: La autora, 2013
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5.2.4.3 Etapa 3 - Almacenamiento y analisis fisicoquimico de las muestras
liofilizadas.

Figura 20. Almacenamiento de las muestras liofilizadas
Fuente: La autora, 2013

El producto obtenido se almaceno en frascos de vidrio &ambar de fondo redondo a
temperatura ambiente protegidos de la luz y la humedad, durante un periodo de 90 dias.
Tal como se observa en la Figura 20. Luego a la muestra resultante después del proceso
de liofilizacion, se le realizo los anlisis fisico-quimicos (determinacion de Acido L-
Ascorbico y Actividad Peroxidasa), Para ello se tomo en cuenta la reduccién de peso del

brécoli.

5.2.4.4 Determinacion de los parametros cinéticos de la liofilizacion.

Para la cinética de secado se verifico la temperatura y la presion dentro de la
camara y se inicid el proceso de liofilizacion. Luego de 2 horas, se rompié el vacio y se
establece la presidon atmosférica, se peso los frascos correspondientes al primer tiempo.
En seguida se continu6 el proceso y se verifico las condiciones del equipo. Este proceso
se repitié cada 2 horas una muestra y se pesé inmediatamente hasta peso constante. El
ciclo de liofilizacién termino cuando entre 2 intervalos de tiempo, la variacién del peso
fue menor a 0.002 Kg y la humedad final fue menor al 10% en base hiumeda [Marquez
& Vergara, 2009]. El tiempo de proceso de secado fue de 33 horas. Cada experimento
se llevo a cabo por duplicado.

El peso de la muestra se utiliz6 para determinar la perdida de agua y fue

monitoreado usando una balanza electronica de precision, semi-micro y analitica
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Sartorius con exactitud de 0.001 gramos. Se realizo para los tratamientos brécoli
liofilizado (BL) y el combinado escaldado-liofilizado (BEL).

A continuacion se describe el procedimiento de la metodologia para la
realizacion del Modelo Barbosa & Vega (1996) para la determinacion de los parametros

cinéticos de la liofilizacion:

Los resultados se trataron en relacion a una cinética de tercer orden (Una
ecuacion de tercer grado o ecuacion cubica con una incognita es una ecuacion algebraica
de grado tres que se puede poner bajo la forma canonica: az’ + b’ +exr +d =0,
donde a, b, c y d (a # 0) son numeros que pertenecen a un campo, el campo de los

nameros reales o el de los nimeros complejos, normalmente nimeros racionales)

El coeficiente de difusividad efectiva fue determinado a partir de los resultados

de secado y analizados de acuerdo con la segunda ley de Fick.

La segunda Ley de Fick
Para la difusion unidireccional en estado transitorio esta dada por:
cC a%C

- o Def -
cl X

~

Donde:

C: concentracion

t: tiempo

D¢ coeficiente de difusion efectivo o aparente

x: dimension en la que se produce la difusion, distancia desde el centro de la placa

Medicion de la transferencia de masa. Los dos aspectos mas importantes de la
transferencia de masa son: La transferencia del agua desde el interior hasta la superficie
del material (espesor de la capa seca). La extraccion del vapor de agua desde la
superficie del material (concentracion de agua sublimada en la capa seca).


http://es.wikipedia.org/wiki/Ecuaci%C3%B3n_algebraica
http://es.wikipedia.org/wiki/Cubo_(aritm%C3%A9tica)
http://es.wikipedia.org/wiki/Forma_can%C3%B3nica
http://es.wikipedia.org/wiki/Cuerpo_(matem%C3%A1tica)
http://es.wikipedia.org/wiki/N%C3%BAmero_real
http://es.wikipedia.org/wiki/N%C3%BAmero_real
http://es.wikipedia.org/wiki/N%C3%BAmero_complejo
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La evolucion de la transferencia de masa con el tiempo se midio a través de la
pérdida de peso (PP); el contenido de solidos totales (ST); la pérdida de agua (PA); la
ganancia de sélidos (GS) y la concentracién de los sélidos solubles en la solucién (SS).

Las ecuaciones se detallan a continuacion:

PP(%)=| 2" |x100

m,

Mgy = masa inicial de muestra fresca.

m¢ = masa de muestra deshidratada a tiempo t

5.2.5 Determinacion de acido L- Ascorbico (L-AA).

Figura 21. Proceso para la determinacion de Acido L — Ascorbico
Fuente: La autora.

La determinacion de acido L- ascorbico (L-AA) en las muestras BF, BE, BL y
BEL, se realiz6 por el método espectrofotométrico con 2,2-biquinolina o cuproina
[Contreras, Strong & Guernelli, 1984], [Borgues & Atzingen, 2004] con algunas
modificaciones, el cual se basa en la reduccién de iones cupricos; se describe el
proceso en el Anexo 4 y en la Figura 21, se observa como se determino de Acido L —

Ascorbico.
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El método para la determinacion de acido ascérbico por reduccién de iones
caprico; consta inicialmente de extraccion de acido ascérbico de frutas y hortalizas con
acido metafosforico 5% en el extracto agitando vigorosamente con un pequefio volumen
de cloroformo para remover vitamina E, compuestos terpenicos, taninos u otros
compuestos liposolubles con propiedades reductoras. La siguiente, una fase acuosa
tamponada y agitada con un solvente organico (alcohol isoamilico) contiene iones
cliprico o cuproina. Un complejo de color purpura, [Cu (cuproina),]”, soluble en alcohol
isoamilico, se evalla espectrofotométricamente a 545 nm [Contreras & Seron, 1993]. El
analisis se realizo por triplicado y el resultado se expres6 en mg/100 gramos de

producto.

5.2.6 Determinacion de actividad peroxidasa (POD).

Figura 22. Cambio de coloracion en la actividad Peroxidasa.
(1) Floretes de brdcoli escaldado-liofilizado, (2) floretes de brocoli escaldado, (3) floretes de brécoli
fresco liofilizado, (4) floretes de brocoli fresco
Fuente: La autora, 2013

El ensayo para la determinacion de la actividad de la Peroxidasa (POD), se
realizé mediante medicidn de tetraguayacol a 470 nm [Avollone, Cravzov, Montenegro
& Pellizzare, 2000], [Avollone, et al., 2000], que se describe Anexo 5 y se observa en la
Figura 22. Este método consiste en determinar la velocidad de la reaccion de oxidacién
del guayacol por la enzima, en presencia de peroxido de hidrégeno en un
espectrofotometro UV Visible. Modelo UV 1240/ Uv mini 1240v. Manufacturer
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Shimadzy Corporation/ Analitical Instrument Division. Se registr0 los valores de
absorbancia a 470 nm (zona del espectro donde absorbe el guayacol oxidado de
coloracion carmelita). Se tomo la variacion en 10 lecturas cada minuto [Sol6rzano,
Chacon & Fernandez, 2004], [Polata, Wilinska, Bryjak & Polakovic, 2009]. El
resultado se expresG en unidades de actividad enzimatica, UPOD/100 gramos de

producto.

5.3 Diagrama del disefio de la investigacion

A continuacién se presenta de manera esquematica el plan de trabajo seguido para

completar los objetivos planteados en esta tesis.

CARACTERIZACION

OBTENCION DE MATERIA » humedad, pH, Acidez Titulable,

PRIMA Acido L-Ascorbico, Act. Peroxidasa
ACONDICIONAMIENTO DE Recepcion, seleccion,
MUESTRAS "] clasificacién, lavado, corte

MUESTRAS EN MUESTRAS - .
FRESCO ESCALDADAS AL VAPOR T°=90°C/ 2 minutos

PROCESO DE
LIOFILIZACION

-26°C / 12 horas

-56°C / 0.021 mbar /

Y 33 horas
DETERMINACION DE

ACIDO L-ASCORBICO

congelacién
A
DETERMINACION

Liofilizacién
ACTIVIDAD
PEROXIDASA . Transferencia de masa
Cinética del proceso
P Curva de secado espesor capa seca
¢ de liofilizacién o
y difusividad

Medicién del
tetraguayacol a

470 nm — Analisis de
Analisis .
L estadistico varianza 95%
(ANOVA)

REDUCCION DE
IONES CUPRICO

2,2 — biquinolina
0 cuproina

Analisis
estadistico
Analisis
estadistico 4
Analisis de

varianza 95%
Andlisis de (ANOVA)
varianza 95%
(ANOVA)

Figura 23. Diagrama del disefio de la Investigacion
Fuente: La Autora, 2013
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6. Diseflo Experimental

6.1 Caracterizaciéon de la Materia Prima

Para la presentacion e interpretacion de resultados, se utilizaron las medias
estadisticas como la media aritmética, desviacion estandar y coeficiente de variacion.

Estos datos se presentan tabulados.

6.2 Cinética de Liofilizacion

Para la presentacion e interpretacion de resultados se utilizaron las medias
estadisticas como la media aritmética, para cada una de las lecturas. Se representd estos
datos tabulados en una tabla.

Se corroboré el cumplimiento de los supuestos bésicos (normalidad, y
homogeneidad de varianzas) de los datos obtenidos en los diferentes ensayos. Para ello
fue necesario el empleo de las siguientes pruebas: pruebas de S-K y Shapiro Wilk (para
el Supuesto de Normalidad). La verificacion del modelo estadistico (disefio del

experimento), se realizé mediante un analisis exploratorio.

6.2.1 Andlisis estadistico de la Cinética de Liofilizacion.

Para determinar si existio diferencia estadisticamente significativa entre los
valores aparente de las muestras en la evaluacidén de la cinética de liofilizacién en
floretes de brocoli (Brassica oleracea L, var. Legacy) durante las 33 horas de extraccion
de agua congelada, fue necesario asumir que la variable respuesta y la covariable deben

estar relacionadas linealmente.

Se aplicé el andlisis de covarianza para un disefio experimental de un solo factor
con una covariable [Montgomery, 2000]; con dos tratamientos y dos replicas, cada dos

horas.
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El modelo estadistico apropiado es disefio factorial con covariable:

wi=ptotBleg-2)tey [T

Yij = Es la j-esima observacion de la variable respuesta obtenida al aplicar el i-
esimo tratamiento o a nivel del factor; para nuestro caso es la fraccion de agua retirada
resultante, al aplicar el tratamiento i en la j-esima replica. Xij = Es la medida hecha

sobre la covariable o variable concomitante correspondiente; en nuestro caso es el
tiempo en el cual se hizo la observacion de la pérdida de peso en el frasco. U = Es la
media aritmeética de los valores de X;; X. = Es la media global. a; = Es el efecto del
tratamiento (efecto del método de procesamiento: escaldado 1 y liofilizado 2). g =
Coeficiente de regresion lineal, que indica la dependencia de ¥j sobre Xz &; = Es la

componente de error aleatorio o ruido blanco [Montgomery, 2000].

Para la discusién de resultados obtenidos, los datos se tabularon mediante el
programa estadistico SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) y verificar la

confiabilidad de la investigacion con analisis de varianza (ANOVA) al 95%.

6.2.2 Hipotesis
6.2.2.1 Hipotesis de trabajo

La validacion de las curvas de fracciéon de agua retirada (g H,O/100 g s.s) por
unidad de tiempo en cada uno de los tratamientos permite determinar la cinética del
proceso de liofilizacion en floretes de brdcoli (Brassica oleracea L, var. Legacy).

La validacion matematica (modelo URIF) para la determinacion de la fraccién
de agua retirada (g H,0O/100 g s.s) permite establecer los tiempos y humedad finales

(pardmetros), asi como espesor de capa seca, difusividad y concentracion de vapor
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retirado del proceso de liofilizacion en floretes de brdcoli (Brassica oleracea L, var.

Legacy).

6.2.2.2 Hipotesis estadistica

Ho: 1l =12

Ho: No existe diferencias significativas en la validacién de las curvas para la
determinacion de la fraccion de agua retirada (g H.O/100 g s.s) en cada uno de los
tratamientos durante el proceso de liofilizacion en floretes de brécoli (Brassica oleracea

L, var. Legacy).

Ho: No existe diferencias significativas en la validacion matematica (modelo
URIF) para la determinacion de la fraccién de agua retirada (g H,O/100 g s.s) en cada
uno de los tratamientos durante el proceso de liofilizacion en floretes de brécoli

(Brassica oleracea L, var. Legacy).

Ha: 71 #12

Ha: Existe diferencias significativas en la validacion de las curvas para la
determinacion de la fraccion de agua retirada (g H.0/100 g s.s) en cada uno de los
tratamientos durante el proceso de liofilizacion en floretes de brdcoli (Brassica

oleracea L, var. Legacy).

Ha: Existe diferencias significativas en la validacién matematica (modelo URIF)
para la determinacion de la fraccion de agua retirada (g H,O/100 g s.s) en cada uno de
los tratamientos durante el proceso de liofilizacion en floretes de brécoli (Brassica

oleracea L, var. Legacy).
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6.2.2.3 Variables operacionales

Variables independientes: Floretes de brocoli (Brassica oleracea L, var. Legacy)
fresco-liofilizado (BL) 'y floretes de Brdcoli (Brassica oleracea L, var. Legacy)
escaldado-liofilizado (BEL).

Variable dependiente: Fraccion de agua retirada a través del tiempo, expresada
como cantidad de agua retirada sobre 100 gramos del producto (g H,O/100 g s.S).

Variables de ruido: Temperatura ambiental, condiciones de la cosecha, cantidad
de la muestra, uso de congelacion lenta y no congelacién réapida, periodo de
estabilizacion del equipo de liofilizacion (variacion ligera entre muestras), no se
permitio obtener una capa uniformemente distribuida de la muestra, variacion en el
manejo de equipos (balanza electrénica). Datos tomados tedricamente, las suposiciones
que se realizaron en el modelo matematico (resistencias de transferencia de masa y calor
insignificantes, volumen inicial y final idénticos, el vapor de agua esta en equilibrio con
el hielo, la difusién de vapor de agua ocurre a partir de la interfase, a través de los poros,

entre otros.)

6.3 Analisis del Acido L - Ascorbico

Los resultados obtenidos en el anélisis del Acido L- Ascorbico (mg/100 g), se
interpret6 utilizando las medidas estadisticas como la media aritmética, tabulados en

tablas y representados en gréficas.

6.3.1 Analisis estadistico del Acido L — Ascorbico.

La verificacion del modelo estadistico (disefio del experimento), se realizd
mediante un analisis exploratorio. Para la discusion de resultados obtenidos, los datos
se tabularon mediante el programa estadistico SPSS (Statistical Package for the Social

Sciences) para observar la dispersidn de los datos y asi verificar la confiabilidad de la
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investigacion, mediante analisis de varianza ANOVA al 95%. Para la determinacion de
Acido L - Ascorbico se tiene un disefio factorial 2 x 2 x 3 [Montgomery, 2000]. Donde
se evalGa el efecto del contenido de Acido L — Ascdrbico con y sin pretratamiento y la
forma de proceso.

A todos los tratamientos se les determinan el Acido L — Ascorbico (mg/100 g) en
el tiempo inicial y tiempo final, con tres niveles, dos réplicas por nivel. En donde se
siguid el modelo factorial completa con efectos fijos:

Vi =R +T, + [3,- +(‘c[3)ij + €,

Y = Representa la cantidad de &cido L- ascorbico (L — AA) medida cuando se

aplica el nivel i del factor A: procesamiento por liofilizacion y cuando se aplica el nivel j
del factor B: procesamiento por escaldado. | = Es el factor promedio global de la
liofilizacion y el escaldado en el contenido de acido L- ascorbico (L-AA) en el brocoli.
7 = Es el efecto principal del i-ésimo nivel del factor A. f; - Es el efecto del i-ésimo
nivel del factor B. (7f)ij= Es el efecto de interaccion entre los factores Ay B. &= Es

la perturbacion aleatoria o ruido blanco. [Montgomery, 2000]

6.3.2 Hipdtesis.
6.3.2.1 Hipotesis de trabajo.

Los floretes de brocoli (Brassica oleracea L, var. Legacy) en cada uno de los
tratamientos conserva un alto contenido de Acido L- Ascérbico (L-AA) durante el

proceso de liofilizacion.
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6.3.2.2 Hipotesis estadistica.
Ho:tl=12=1t3=14

Ho: Los floretes de brdcoli (Brassica oleracea L, var. Legacy) en cada uno de
los tratamientos (BF, BE, BL, BEL), no presentan diferencias significativas en el

contenido de Acido L- Ascérbico (L-AA) durante el proceso de liofilizacion.

Ha:tl #12#13 #1714

Ha: Los floretes de brocoli (Brassica oleracea L, var. Legacy) en cada uno de
los tratamientos (BF, BE, BL, BEL), presentan diferencias significativas en el
contenido de Acido L- Ascorbico (L-AA) o por lo menos uno de ellos es diferente

durante el proceso de liofilizacion.

6.3.2.3 Variables operacionales.

Variables independientes: Floretes de brocoli (Brassica oleracea L, var. Legacy)
fresco (BF), floretes de brocoli (Brassica oleracea L, var. Legacy) escaldado al vapor
(BE), floretes de brécoli (Brassica oleracea L, var. Legacy) fresco liofilizado (BL) y

floretes de brdcoli (Brassica oleracea L, var. Legacy) escaldado — liofilizado (BEL).

Variable dependiente: Contenido de Acido L - Ascorbico (L-AA), expresado en
miligramos de Acido L- Ascérbico en 100 g de producto (mg/ 100 g)

Variables de ruido: Temperatura ambiental, nimero de dias en que se realizo el
experimento, estacion del afio en que se realizé el experimento, condiciones de la
cosecha, acondicionamiento de la muestra (minimas variaciones en el maltrato del
material vegetal), cantidad de la muestra, espesor de los floretes de brocoli, tiempo de
exposicion de la muestra al ambiente, cantidad de réplicas, fluctuaciones en la

temperatura de escaldado, uso de congelacion lenta y no congelacion rapida.
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6.4 Andlisis de la Actividad Peroxidasa

Los resultados obtenidos en el analisis de la Actividad enzimatica Peroxidasa
(UPOD /100 g), se interpretd utilizando las medidas estadisticas como la media

aritmética, tabulados en tablas y representados en graficas.

6.4.1 Andlisis Estadistico de Actividad Peroxidasa.

De igual forma que para el anélisis de Acido L - Ascdrbico, la verificacion del
modelo estadistico (disefio del experimento), se realiz6 mediante un analisis
exploratorio. Para la discusion de resultados obtenidos, los datos se tabularon mediante
el programa estadistico SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) para observar
la dispersion de los datos y asi verificar la confiabilidad de la investigacion mediante
andlisis de varianza ANOVA al 95%. Para la Actividad Peroxidasa se tiene un disefio
factorial 2 x 2 x 2 [Montgomery, 2000]. Donde se evalla el efecto del contenido de

Actividad Peroxidasa con y sin pretratamiento y la forma de proceso.

A todos los tratamientos se les determino Actividad enzimatica Peroxidasa
(UPOD /100 g) en el tiempo inicial y tiempo final, con tres niveles, dos réplicas por

nivel. En donde se sigui6 el modelo factorial completa con efectos fijos:
Yia =R+7T, +B, +(TB); + &,

Y = Representa la cantidad de (POD) medida cuando se aplica el nivel i del

factor A: procesamiento por liofilizacion y cuando se aplica el nivel j del factor B:

procesamiento por escaldado. 1 = Es el factor promedio global de la liofilizacion y el
escaldado en el contenido de (POD) en el brdcoli. ;= Es el efecto principal del i-ésimo

nivel del factor A. f;- Es el efecto del i-ésimo nivel del factor B. (zf)ij= Es el efecto

de interaccion entre los factores A'y B. &ijk = Es la perturbacion aleatoria o ruido blanco.

[Montgomery, 2000]
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6.4.2 Hipotesis.

6.4.2.1 Hipotesis de trabajo.

Los floretes de brocoli (Brassica oleracea L, var. Legacy) en cada uno de los

tratamientos no poseen actividad Peroxidasa (POD).

6.4.2.2 Hipotesis estadistica.

Ho:tl=712=13=14

Ho: Los floretes de brocoli (Brassica oleracea L, var. Legacy) en cada uno de
los tratamientos ((BF, BE, BL, BEL), no presentan diferencias significativas en los

resultados de actividad Peroxidasa (POD) durante el proceso de liofilizacién.

Ha:tl #12 #13 £ 14

Ha: Los floretes de brocoli (Brassica oleracea L, var. Legacy) en cada uno de
los tratamientos (BF, BE, BL, BEL), presentan diferencias significativas o por lo
menos un s6lo tratamiento es diferente en los resultados de actividad Peroxidasa
(POD) durante el proceso de liofilizacion.

6.4.2.3 Variables operacionales

Variables independientes: Floretes de bréocoli (Brassica oleracea L, var. Legacy)
fresco (BF), floretes de brocoli (Brassica oleracea L, var. Legacy), escaldado al vapor
(BE), floretes de brocoli (Brassica oleracea L, var. Legacy) fresco liofilizado (BL) y

floretes de brocoli (Brassica oleracea L, var. Legacy) escaldado — liofilizado (BEL).

Variable dependiente: Contenido de Peroxidasa, expresado en unidad de
actividad enzimatica (UPOD), UPOD/100 gramos de producto. (UPOD /100 gr)
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Variables de ruido: Temperatura ambiental, nimero de dias en que se realizo el
experimento, estacion del afio en que se realizd el experimento, condiciones de la
cosecha, cantidad de la muestra, acondicionamiento del material vegetal, tiempo de
exposicion de la muestra al ambiente, cantidad de replicas, variacion en el

procedimiento de escaldado, uso de congelacion lenta y no congelacion rapida.
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7. Resultados y Analisis

7.1 Caracterizacion de la materia prima

Se identificé desde un inicio los parametros fisicos caracteristicos de los floretes
de brdcoli (Brassica oleracea L, var. Legacy) seleccionado a criterio visual, tratando de

que siempre se presentara un estado y grado de madurez similar.

Se determinaron los pardmetros fisicoquimicos iniciales en las muestras de
floretes de brdcoli (Brassica oleracea L, var. Legacy): Humedad (en % en base
himeda), densidad (g/m® a 20°C), pH, y Acidez total (% Acido citrico). Las
determinaciones se realizaron por triplicado. Estos se realizaron siguiendo los
procedimientos descritos en el Anexo 1. Los resultados de la caracterizacion del brdcoli
(Brassica oleracea L, var. Legacy) se observa en la Tabla 8.

Tabla 8. Resultado de la caracterizacion del brocoli fresco (Brassica oleracea L, var. Legacy)

COMPONENTE VALOR
Humedad (; 84.14%°
Densidad () 1.034°
pH 6.2°
Acidez titulable total 0.183%?

Nota. * Media aritmética. (n=3). (1) % en base humeda, () Densidad real, en g/m°® a 20 °C, (3 % Acido citrico. ” Dato
tedrico de densidad [Sanzana Ramos, 2010]. Fuente: La autora, 2013.

La humedad debe situarse normalmente alrededor del 80 - 90% en peso del
contenido total. Tanto el exceso como la falta de agua son perjudiciales, la cantidad de
agua varia de acuerdo a la variedad. “La pérdida de agua puede ser una de las causas
principales del deterioro, no sélo por la pérdida de peso, sino también debido a la
marchitez y arrugamiento en la textura y en la pérdida de frescura” [Bricefio, Sakoda &
Falla, 2008].
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Como puede observarse en la Tabla 8 y los datos experimentales expresados en
el Anexo 6, la humedad en estado fresco o humedad inicial del brocoli fue de 84.14%,
lo que indica que se encuentra entre los parametros normales del vegetal. Barth, et al.
(1993) determinaron el contenido de humedad del brécoli en estado fresco, siendo este
de 88,6%. “Debido a los altos porcentajes de humedad presentes en este material
vegetal, se caracterizan por ser altamente perecederos a temperatura ambiente
cambiando a color amarillo, en el transcurso de 1 a 3 dias, y de esta manera se convierte
en un producto no apto para su comercializacion” [Gnanasekharan, Shewfelt & Chinna,
1992].

La densidad real de las hortalizas que es la que presenta el producto una vez
eliminado el aire de los poros, no pudo ser determinada por la metodologia descrita en el
en el Anexo 1, debido a la alta compactacion natural de los tejidos. Por tanto, se calcul6

a partir de datos tedricos. Este valor se encuentra en la Tabla 8.

“El pH optimo para el brocoli debe estar en un rango de 6.0 a 6.5. El nivel de pH
tiene efectos directos en la nutricion de las plantas porque afecta la disponibilidad de los
nutrientes” [Campas, et al., 2011]. La experiencia presento un valor de 6.2 tal como se
presenta en la Tabla 8, por lo tanto, nos indica que se encuentra dentro de los parametros

normales del brdocoli.

La acidez titulable total expresada en este caso en acido citrico, es un importante
componente del sabor y tienden a disminuir a medida que el fruto madura. La acidez
titulable fue de 0.183% tal como se refleja en la Tabla 8, del cual se encuentra dentro de
los pardmetros normales, tal como se indica Martinez, et al. (2007) realizaron el analisis
de las caracteristicas fisicoquimicas del brocoli fresco e indica un valor de 0.188% acido

citrico.
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7.2 Determinacion de la cinética de liofilizacion

Para obtener un modelo matemético que prediga de manera segura el
comportamiento del proceso de liofilizacion enfocado al brocoli (Brassica oleracea L,
var. Legacy), se desarrolld un disefio de experimentos para obtener los resultados
experimentales con los cuales se pudo comparar los datos obtenidos al resolver el

modelo matematico siguiendo la técnica para la liofilizacion.

Figura 24. Floretes de brocoli liofilizado
Fuente: La Autora, 2013.

A partir de la experimentacion se pudo observar en la Figura 24, el
comportamiento de los floretes de brdcoli (Brassica oleracea L, var. Legacy), al final
del proceso de liofilizado. La muestra es el producto producido a partir de vegetales
frescos (brocoli) y deshidratados a partir de la liofilizacion conservando sus

caracteristicas sensoriales como su estructura, color y aroma.

A partir de este proceso se obtuvo datos con los cuales se pudo comparar y
validar el modelo matematico. La experimentacién se realizO de acuerdo con la
metodologia especificada en el item 5.2.4.4 y los resultados se mostraron en la Tabla 9,
gue se presenta a continuacion:
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Tabla 9. Resultados experimentales del brocoli fresco liofilizado (BL) ' el brdcoli escaldado — liofilizado (BEL)

Brdcoli Fresco Liofilizado (BL)

Brdcoli escaldado — liofilizado (BEL)

0 0 20 20 0.00

19.9828%  12.6328° 7.35

21.4719° 9.8219° 11.65

0.8414

0.6322

0.4577

0.0000

0.3678

0.5423

20 20 0.00 0.9011 0.0000

19.6563" 13.7563° 5.90 0.6998 0.3002

20.2451* 10.2451° 10.00 0.5060 0.4940

19.8536° 3.4536° 16.40

30 20.1685" 2.4685° 17.70

0.1736

0.1224

0.8264

0.8776

20.1915%  4.2415% 15.95 0.2101 0.7899

20.3034*  2.5534% 17.75 0.1257 0.8743

Nota. ® media aritmética. ~ Promedio de las réplicas: (n = 2). g = (gramos). g H,O/gr s.s = (masa final/masa inicial). g H,0/100 g s.s = (Fraccion de agua retirada)
Fuente: La Autora, 2013



76

Los floretes de brdcoli presentaron contenidos de humedad entre 0.0637 y
0.7819 gr H,O/gr s.s, tal como se observa en la Tabla 9; el comportamiento de los datos
conducen a una pérdida de agua acelerada en las primeras etapas y lenta en la ultima,
resultados que concuerdan con los obtenidos por Viteri (2009) en su trabajo “Parametros
en Liofilizacion” en el que expresa que “La difusion de vapor aumenta con la porosidad,
razon por la cual la lenta velocidad de descongelacion del producto provoca rapida
velocidad de secado ya que los cristales formados son voluminosos y se transforman en
poros después de la sublimacion. Los cristales formados durante la congelacion son més
pequefios en cuanto mayor es el extracto seco inicial. Por lo tanto, la velocidad de

liofilizacion disminuye cuando aumenta el extracto seco del producto™.

“Una curva de secado se obtiene al representar la humedad del alimento en base
seca frente al tiempo de secado” [Barbosa-Canovas & Vega-Mercado, 1996]. Las curvas
de secado permiten conocer la humedad final obtenida después del proceso de
liofilizacion, lo cual es de suma importancia para identificar los cambios en el vegetal y
la estabilidad que presenta el producto final. La liofilizacion es un proceso de
deshidratacion en la que el agua se retira de materiales congelados por sublimacién de
hielo” [George & Datta, 2002]. En la Figura 25 se presentan las curvas de secado del
brécoli fresco liofilizado (BL) y brocoli escaldado-liofilizado (BEL), en donde los
resultados obtenidos presentaron el comportamiento esperado, ya que al ir retirando
agua, la fraccion de masa seca va disminuyendo hasta permanecer constante debido a

que el contenido de agua en la muestra original ya ha sido retirada.

El contenido de humedad del tratamiento fresco liofilizado disminuyo hasta
alcanzar, al final del proceso (33 horas), 0.0637 g H,O/gr s.s y el tratamiento escaldado-
liofilizado alcanzo 0.0827 g H,O/gr s.s; esta diferencia de valores pueden corresponder
que en BEL, el contenido de humedad inicial es alto frente a BL, debido al
pretratamiento aplicado (escaldado al vapor e inmersion en agua-hielo), sumado a esto
a la forma como el vapor de agua se retira de la matriz del alimentos, “el cual puede ser
por sublimacion del hielo con el vapor de agua retirdndose de los canales de la

estructura, difusion de las moléculas de agua hasta el frente de secado de la matriz,
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vapor de agua escapandose por fracturas de la matriz, desarrolladas durante el proceso

de secado y perdida de la estructura en frente de secado por colapso” [Rey, 2006].

1.00 -
0.90 -
0.80 -

0.70 A
e=fi== brocoli escaldado liofilizado
0.60 -

e=gmmBrocoli fresco liofilizado
0.50 A

0.40 -
0.30 -
0.20 -
0.10 -

0-00 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

TIEMPO (Horas)

FRACCION DE MASA SECA (gr H20/gr s.s)

Figura 25. Curva de secado del Brécoli (Brassica oleracea L, var. Legacy) en (BL)y (BEL).
Fuente: La autora, 2013.

En la Figura 26, se observa el porcentaje de agua que es retirada con respecto del
tiempo. Como se puede observar el tiempo cero corresponde al brdcoli fresco lo cual no
tiene perdida del contenido de agua. Teniendo en cuenta la misma figura, se observa un
incremento en la perdida de agua en las primeras horas del proceso, disminuyendo la
cantidad de agua retirada en las siguientes horas hasta llegar a 33 horas de liofilizacién,
esto es debido a que toda “el agua libre es retirada y solo queda el agua ligada al
material” [George & Datta, 2002].

Lo anterior es explicado por la facilidad de arrastre que tiene el proceso de
secado debido a “la presencia de agua libre en una superficie del sélido que esta
suficientemente saturada y que pasa directamente de la superficie al aire de arrastre
antes de la primera hora de secado lo cual genera una fuerte caida de la humedad del
solido; luego, es moderada porque el agua primero tiene que pasar del interior a la
superficie por mecanismos de difusion” [Keck, 1997]. “Este mecanismo es propio de

alimentos altamente poroso como es el caso del brocoli” [Mulet, et. al., 1999].
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Figura 26. Cantidad de Agua Retirada (g H,O/100 g s.s) en el brécoli
(Brassica oleracea L, var. Legacy)
Fuente: La autora, 2013.

Al continuar con el analisis en la Figura 26, se observa que cada uno de los
tratamientos presento una reduccién del contenido de agua entre un 90 y 95%, tal como
lo manifiesta Ramirez (2006) cuando dice que “para un investigador liofilizar es extraer
mas del 95% de agua y que el método de liofilizacion es un método que concentra en
mayor porcentaje los nutrientes, ayuda a que los productos sean mas estables y no

presente reacciones de deterioro y evita la proliferacion de microorganismos”.

Tabla 10. Estadistico (ANOVA). Fraccion de agua retirada (g H,O/100g s.s) en floretes de brocoli
((Brassica oleracea L, var. Legacy) fresco y escaldado al vapor.

Origen Suma de Grados Media F Sig.
cuadrados tipo de cuadratica
11 libertad

Modelo corregido 8,314°% 1 8,314 0,338 0,565
Interseccion 5803,900 1 5803,900 235,712 0,000
Estado 8,314 1 8,314 0,338 0,565
Error 837,176 34 24,623

Total 6649,390 36

Total corregida 845,490 35

Nota. ®R cuadrado = 0,010 (R cuadrado corregida = -0,019). EI (ANOVA) es a un nivel de confiabilidad del 95% vy
a=0.05. (n=2). Fuente: La autora, 2013.
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En la Tabla 10, se muestra el ANOVA para los tratamientos al final del proceso
de secado (33 Horas) el cual indica que no hubo diferencias significativas (p>0.05) entre
los tratamientos, por lo tanto, en esta investigacion se acepta la hip6tesis nula (Ho) como
verdadera, es decir, no existe diferencias significativas en la determinacién de la
fraccion de agua retirada por unidad de tiempo (cinética) en cada uno de las muestras de
brécoli (Brassica oleracea L, var. Legacy) durante el proceso de liofilizacion. En
términos generales, la cantidad de agua retirada en muestras de brdcoli fresco es la
misma cantidad de agua que se retira en muestras de brocoli escaldadas vy liofilizadas,
por lo tanto, en las condiciones de esta investigacion, el pretratamiento (escaldar) no

modifica la cantidad de agua retirada de las muestras en el proceso de liofilizacion.

Por lo tanto, estudios realizados manifiestan que “la capacidad de retencion de
liquidos no cambia de manera significativa, cuando el producto es escaldado, pero si se

presenta una pérdida importante en la textura” [Millan, Restrepo & Narvaez, 2007].

Igualmente durante “el secado se desplaza la humedad de las regiones internas
del producto a la parte externa del producto. Esto ocurre a través de varios mecanismos
que dependen de la estructura del alimento y la etapa de secado” [Kerr, 2007], mas no

del pretratamiento del escaldado.

7.3 Modelo mateméatico propuesto — URIF (Uniformly Retreating Ice Front)

La mayoria de los modelos de sublimacion encontrados en la literatura “utilizan
un parametro conocido como la permeabilidad, para describir la cinética de liofilizacion,
pero desafortunadamente este parametro global oculta la influencia del tamafio del poro

sobre la cinética de sublimacion” [Ramirez, 2006].

“El modelo mas utilizado y mas simple es conocido como URIF que relaciona la
pérdida de peso de la muestra con el movimiento de vapor a través de los poros y con el
movimiento del frente de sublimacién” [Pardo & Niranjan, 2006]. Igualmente este

modelo aplica “tanto la transferencia de calor como la transferencia de masa solo se
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efectlian a traves de la parte seca porosa superior, considerando que las paredes laterales

y el fondo del recipiente estan aisladas a dichas transferencias” [Parra, 2007].

Al realizar el balance de masas para la capa seca se obtiene:

(masa de A que entra) — (masa de A que sale) + (masa que se produce de A) = 0

En donde, la especie A es el agua que se extrae a través del solido poroso de los

(floretes de brécoli seco, especie B).

En el sistema de liofilizacion no se produce A, por lo tanto la ecuacién anterior

se convierte en:

(masa de A que entra) — (masa de A que sale) = 0 (15)

Sustituyendo términos se obtiene:

SnAIz_SnA|z+Az=0 (16)

Donde S es el area superficial.

Cambiando signos, dividiendo entre SAz y tomando el limite Az — 0

SnAl Z+Az_SnA| z ) — O

SAz (17)

limAz—>0 (

La ecuacion de transferencia de masa se reduce a:

dnA,Z

dz

Aplicando la ley de Fick para la difusion del agua (especie A) a través del solido

poroso (floretes de brocoli seco, especie B).
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dc C
Ny, = —Dyp d_ZA + ?A (naz) (19)

La concentracion del agua en la capa seca de los floretes de brdcoli es muy

pequefia, por lo tanto el termino CA/C es muy pequefio comparado con los otros

términos. De esta forma la ecuacién de Fick se reduce a:

dc
ny, = —Dyp d—ZA (20)

Integrando la ecuacion por separacion de variables:

() Cas
fo n,,dz = — Dyp fOA dcC, (21)
Ny, (6—0)= —Dyp(Cyhs — 0) (22)
DagCas
ny,=— —2= (23)

Dag = Difusividad de vapor de agua a través de la capa seca

Cas = Concentracion de agua sublimada en la capa seca

0 = Espesor de la capa seca

Conforme pasa el tiempo & crece lentamente y eso se sabe debido a que cambia
de 0 cm a 5 cm en 33 horas por lo que se puede considerar que el proceso se mantiene
casi en estado estacionario por transcurrir tan lentamente con el tiempo, o dicho en otra

forma el sistema opera bajo la suposicion de un estado estacionario.

Para encontrar como 8 se incrementa con el tiempo, se considera un balance de
masa en estado inestable para el brocoli seco dentro de todo el volumen de materia. Se
conoce de datos experimentales que la muestra total pesa 20 gramos, de los cuales 19.3
gramos corresponden al agua y 1.3130 gramos corresponde al resto del material que
compone al brocoli fresco; y en el caso del brocoli escaldado 18.5 gramos corresponden
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al agua y 1.6690 gramos corresponde al resto del material que lo compone. Por lo tanto,
para obtener la relacion que existe entre la masa seca de brécoli y la cantidad de agua

total que tienen dicha muestra se realizé la siguiente operacion:

gramos del resto de los componentes del brocoli (gg) ~ 1.3130 g

= 0.06803
gramos de agua en la muestra (gg) 193 g

Brocoli fresco Liofilizado:

98 _ 0.06803  (4)

9a

La ecuacién (A) indica la relacion de masa seca de brdcoli fresco liofilizado con
respecto del agua total que contiene es de 0.06803 o dicho en otra forma, por cada
gramo de masa seca se tienen 0.06803 gramos de agua.

Brocoli escaldado - Liofilizado:

1.6690
98 _ 222779 _ 009021 (B)
9a 185¢g

La ecuacion (B) indica la relacion de masa seca de brécoli escaldado liofilizado
con respecto del agua total que contiene es de 0.09021 o dicho en otra forma, por cada

gramo de masa seca se tienen 0.09021 gramos de agua.

Realizando el balance de materia para la formacion de la capa seca:

velocidad masica de formacion de velocidad masica de acumulacion de
(0.06803)( ) = < )

la capa seca de los floretes de brocoli la capa seca de los floretes d brocoli

Al sustituir términos para la velocidad méasica de acumulacién de la capa seca se tiene:

(velocidad masica de acumulacion de) _ d(ppS9)

la capa seca de los floretes d brocoli dt
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Donde pg es la densidad del brdcoli y S es el area superficial.

La velocidad de formacién de la capa seca de los floretes de brocoli se determina a partir

del flujo masico y el area superficial.

( velocidad masica de formacion de ) B _ DppCys s
la capa seca de los floretes de brocoli) naz> = é
Sustituyendo las ecuaciones en la ecuacion:
dé  DygC
(0.06803)p5 — = % (24)

Separando variables e integrando:

1) t
DasC
0.06803f5d6 = As Asfdt (25)
B
0 0

Se obtiene,

0.0680362 _ DapCys
2 PB

t (26)

Al reacomodar términos se obtiene la ecuacion que representa nuestro modelo

matematico.

Floretes de Brécoli fresco:

D,5C
0.0340156% = 2245 ¢ (27)

PB

Floretes de brocoli escaldado al vapor:

D 45C
0.04510 6% = 22245 ¢ (28)

PB
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7.3.1 Determinacion del espesor de la capa seca.

El espesor de la capa seca es de suma importancia ya que limita la transferencia
de masa en el alimento, aunque el peso de la muestra sea el mismo. El tiempo del
proceso de secado del producto se ve influenciado notablemente por la magnitud del

espesor de la capa seca del brocoli.

Para calcular el espesor de la capa seca a través a del tiempo se utilizo los datos
obtenidos en la forma experimental debido a que el espesor de la muestra de los floretes
de brécoli liofilizado corresponde a 5 cm de espesor y no es posible obtener los datos a
simple vista, por otra parte, no se puede sacar la muestra liofilizada del frasco porque

una vez que el proceso de liofilizacion ha concluido el brocoli seco es muy poroso.

7.3.1.1 Calculo del volumen de la muestra a liofilizar.

Para calcular el volumen de la muestra a liofilizar se utiliza la ecuacion del
volumen de un cilindro:
V=mnr’h (29)

Donde V es el volumen total de la muestra en cm®, r es el radio del frasco en el

cual se realizo la liofilizacion en cm y h es la altura de la muestra liofilizada en cm.

Para resolver la ecuacion se us6 los siguientes valores:

V=13.1416 (2 cm)? (5 cm) = 62.8318 cm®

7.3.1.2 Calculo del Volumen Equivalente.

El célculo del volumen equivalente permite determinar el espesor r de la capa
seca con respecto al tiempo.

__ V(H20)g

Veq = (H20)7 (30)
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Donde Veq es el volumen al cual equivale al retirarle una cantidad de agua
determinada (H2O)gr en un periodo de tiempo del total del agua que contiene la muestra

(H,0)7 igual a 19.3 gramos.

7.3.1.3 Calculo del espesor equivalente.

El espesor equivalente heq, es el espesor de la capa seca calculado con los datos
experimentales para cada periodo de tiempo determinado.

_Veq
Heq =105 GD

En la Tabla 11, se muestra los resultados obtenidos de las ecuaciones 30 y 31y
los datos experimentales que se obtuvieron en la investigacion. Se puede observar que el
espesor equivalente en un tiempo igual a 33 horas de liofilizacion es igual a 5 cm el cual
es igual al espesor de la capa del brocoli usada para liofilizar, por lo que se considera

que esta forma de calcular el espesor es confiable.

En la Tabla 11, se puede observar que los resultados demuestran que existe una
relacién entre el espesor del brdcoli con la cantidad de agua retirada, ya que, a menor
espesor mayor cantidad de agua retirada. Lo que concuerda con lo que dice Pino (2003)
que “el espesor es importante: mientras mas delgado, hay menor resistencia para que el
flujo de calor y masa pase a través de la muestra para eliminar el agua presente, por lo
cual los alimentos de menor espesor permiten que se elimine la mayor cantidad de agua

posible™.

En la Tabla 11, se puede apreciar que “un producto sometido a un proceso de
liofilizacion en un instante cualquiera presenta dos capas homogéneas separadas por la
interfase, la capa superior seca y la capa inferior es la capa congelada” [Pérez, 2010].
Notandose claramente que mientras mayor es el espesor de la capa seca menor es la
masa de muestra, la capa seca del brocoli se vuelve mas grueso a medida que se elimina

el hielo de esta.
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Tabla 11. Volumen y espesor equivalente de la capa seca del brécoli fresco liofilizado (BL) y brocoli escaldado — liofilizado (BEL).

VOLUMEN Y ESPESOR EQUIVALENTE DE LA CAPA SECA

Brdcoli Fresco Liofilizado (BL) Brdcoli Escaldado-Liofilizado (BEL)
Tiempo Peso Peso Agua Veq Heq Tiempo Peso Peso Agua Veq Heq
(Horas) Inicial ° Final ® Retirada (cm®) (cm) (Horas) Inicial ® Final ® retirada (cm®) (cm)
() )] (9) (9) (9) (9)
0 20° 20° 0.00 0.000 0.000 0 20° 208 0.00 0 0
2 20.121° 14.921° 5.20 16.928 1.347 2 20.175° 15.775° 4.40 14.944 1.189
4 19.983° 12.633% 7.35 23.928 1.904 4 19.656° 13.756% 5.90 20.038 1.595
6 20.078° 10.228% 9.85 32.067 2.552 6 20.101° 11.201° 8.90 30.227 2.405
8 21.472° 9.822° 11.65 37.927 3.018 8 20.245° 10.245% 10.00 33.963 2.703
11 19.860° 6.210° 13.65 44.438 3.536 11 20.203° 8.103% 12.10 41.095 3.270
24 19.854° 3.454% 16.40 53.390 4.249 24 20.191° 4.241° 15.95 54.171 4.311
27 20.375° 2.875% 17.50 56.971 4.534 27 20.185° 3.735% 16.45 55.869 4.446
30 20.168° 2.468°% 17.70 57.622 4.586 30 20.303% 2.553% 17.75 60.285 4.797
33 20.613% 1.313% 19.30 62.831 5.000 33 20.169° 1.669° 18.50 62.832 5.000

Nota. ¢ media aritmética. ° Promedio de las réplicas: (n =2). g=(gramos). Veq = (volumen equivalente). Heq = (espesor equivalente).
Fuente: La Autora, 2013.
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En la Figura 27 y Figura 28 podemos apreciar el comportamiento del espesor de

la capa seca con respecto al tiempo y observamos que al igual que la concentracién

ambas tienen un comportamiento no lineal.

ESPESOR DE LA CAPA SECA
(Bracoli fresco Liofilizado)

y = 0.0004x3 - 0.0234x2 + 0.5254x + 0.158
R?=0.9958
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Figura 27. Espesor de la capa seca. Brocoli fresco liofilizado (BL)
Fuente: La autora, 2013.
ESPESOR DE LA CAPA SECA
(Brocoli Escaldado - Liofilizado)
6 -
'E 5 y =0.0003x3 - 0.0187x2 + 0.4616x + 0.1284
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Figura 28. Espesor de la capa seca. Brocoli escaldado — liofilizado (BEL)

Fuente: La autora, 2013.
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Como a partir de la linea de tendencia obtenida en la Figura 27 y Figura 28 se

puede calcular los valores del espesor de la capa seca:

Espesor de la capa seca (brocoli fresco liofilizado):

Y = 0.0004x° - 0.0234x° + 0.5254x + 0.158 (32)

Espesor de la capa seca (brocoli escaldado liofilizado):

Y = 0.0003x>— 0.0187x% + 0.4616x + 0.1284 (33)

Los valores que se obtienen se muestran en la Tabla 12, en la cual se puede
apreciar que la ecuacion de la linea de tendencia se ajusta perfectamente a los datos
calculados experimentalmente, esto es debido a que tenemos varios puntos en el gréafico
y la linea de tendencia se aproxima a un polinomio de tercer orden por lo que el error es

muy pequefio.

Tabla 12. Espesor de la capa seca. Brdcoli fresco liofilizado (BL) y brécoli escaldado — liofilizado (BEL)

ESPESOR DE LA CAPA SECA

Brdcoli Fresco Liofilizado Brécoli Escaldado — Liofilizado
Tiempo Espesor Espesor Tiempo Espesor Espesor
(Horas) Real calculado (Horas) Real calculado
(cm) (cm) (cm) (cm)
0 0 0 0 0 0
2 1.347 1.118 2 1.189 0.979
4 1.904 1.911 4 1.595 1.695
6 2.552 2.554 6 2.405 2.290
8 3.018 3.068 8 2.703 2.778
11 3.536 3.472 11 3.270 3.343
24 4.249 4.819 24 4.311 4.583
27 4534 5.158 27 4.446 4.864
30 4.586 5.660 30 4.797 5.246
33 5.000 6.116 33 5.000 5.581

Nota. Fuente: La Autora., 2013
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Al igual que cualquier otro proceso de deshidratacion, secado por congelacion
implica simultanea transferencia de calor y de masa. La distribucion de contenido de
humedad a través de la liofilizacién someterse material es diferente de la observada en
otros procesos de deshidratacion. Idealmente, se observan dos zonas distintas, separadas
por una interfaz bastante aguda: una zona congelada y una zona "seca". La zona
congelada esté en el contenido de humedad original. La zona seca esta desprovista de
cristales de hielo y la Gnica humedad en él es el agua adsorbida en la matriz sélida.

[“Freeze Drying (lyophilization) and Freeze Concentration”, 2009].

7.3.1.4 Calculo de la difusividad.

Se calcula la difusividad con los datos experimentales que conocemos partiendo

de la ecuacion 27 y 28 Parat =0y despejando Dag:

Tabla 13. Datos de los valores iniciales del Brécoli fresco liofilizado (BL) y brécoli escaldado —
liofilizado (BEL)

Datos (brdcoli fresco liofilizado) Datos (brdcoli escaldado liofilizado)
t= 1seg t= 1seg
Espesor = 0.000051 cm Espesor = 0.000046 cm
Densidad = 1.034 g/cm? Densidad = 1.034 g/cm?
Cas = 0.0000025 g/cm® Cas = 0.0000024 g/cm®

Nota. t = (Tiempo) Cas = (Concentracion de agua sublimada en la capa seca).
Fuente: La autora, 2013

Los datos con los que se resuelve la ecuaciéon de Dag, e encuentran en la Tabla
13, para un tiempo igual a cero, dicho en otra forma, son los valores iniciales para la

liofilizacién del brécoli.

Difusividad (brocoli fresco liofilizado):

62
DAB = 0.034015_p_B (34)
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Difusividad (Brocoli escaldado liofilizado):

62

DAB = 0.0a510— L& (35)

Sustituyendo los datos en la ecuacion 34 y 35:

Brocoli Fresco Liofilizado:

Dag = 3.6592 x 10 > cm?/s (36)

Brocoli Escaldado - Liofilizado:

Dag = 4.1115x 10 ° cm?/s (37)

7.3.2 Solucién del modelo matematico para Cas .

Partiendo de la ecuacién 36 y 37 despejamos Cas :

Brocoli Fresco Liofilizado:

62
C,. = 0034015 ——LE (38)
t Dap
Brécoli Escaldado - Liofilizado:
62
Co = 004510 — LB (39)
t Dyp
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La Tabla 14, muestra los resultados obtenidos para Cag al sustituir los datos en la
ecuacién 38 manteniendo un valor igual a 3.6395 x 10®° cm? / s constante y pg igual a
1.034 g /cm?® constante. La variable que cambia con respecto al tiempo es & (espesor de

la capa seca).

Tabla 14. Solucion del modelo matematico. Brocoli fresco liofilizado (BL) y brdcoli escaldado —
liofilizado (BEL)

SOLUCION DEL MODELO MATEMATICO

Brdcoli Fresco Liofilizado (BL) Brdcoli Escaldado — Liofilizado (BEL)
Tiempo tiempo Heq Cas Tiempo tiempo Heq Cas
(Horas) (seg) (cm) calculado | (Horas) (seg) (cm) calculado

0 1 0.000 0.000 0 1 0.000 0.000
2 7200 1.118 0.166 2 7200 0.979 0.151
4 14400 1911 0.243 4 14400 1.695 0.226
6 19200 2.554 0.326 6 19200 2.290 0.309
8 28800 3.068 0.314 8 28800 2.778 0.303
11 39600 3.472 0.292 11 39600 3.343 0.320
24 86400 4.819 0.258 24 86400 4.583 0.275
27 97200 5.158 0.263 27 97200 4.864 0.276
30 108000 5.660 0.285 30 108000 5.246 0.289
33 118800 6.116 0.302 33 118800 5.581 0.297

Nota. Heq = (espesor equivalente) Cas = (Concentracion de agua sublimada en la capa seca) seg = (segundos)
Fuente: La autora, 2013.

La concentracion Cas esta dada en unidades de masa sobre volumen (g/cm?®) por
lo que multiplicamos los resultados obtenidos con el modelo matematico por el volumen
al cual equivale cada una de las concentraciones para de esta forma obtener los gramos
de agua retirados en funcién del tiempo y poder comparar con los resultados

experimentales. Los valores obtenidos se muestran en la Tabla 15:



92

Tabla 15. Valores de CA calculados. Brécoli fresco liofilizado (BL) y brécoli escaldado — liofilizado

(BEL)
VALORES DE CA CALCULADOS
Brdcoli Fresco Liofilizado (BL) Brécoli Escaldado — Liofilizado (BEL)
Tiempo Cas Veq CA Tiempo Cas Veq CA
(horas)  calculado (cm’) calculado | (horas)  calculado (cm®) calculado
(g/cm®) () (g/em?®) (9)
0 0.0000 0.000 0.000 0 0.0000 0.000 0.000
2 0.1670 16.929 2.827 2 0.1510 14.944 2.257
4 0.2437 23.928 5.832 4 0.2262 20.038 4.533
6 0.3267 32.067 10.475 6 0.3097 30.227 9.361
8 0.3142 37.927 11.918 8 0.3039 37.529 11.406
11 0.2926 44.438 13.003 11 0.3200 47.379 15.162
24 0.2583 53.391 13.793 24 0.2757 60.794 16.761
27 0.2631 56.972 14.992 27 0.2761 61.983 17.113
30 0.2851 57.623 16.430 30 0.2891 62.322 18.015
33 0.3027 62.832 19.016 33 0.2974 62.832 18.685

Nota. Cas = (Concentracion de agua sublimada en la capa seca) CA = (cantidad de agua retirada). Veq = (volumen
equivalente). Fuente: La autora, 2013.

En la Tabla 16, se puede apreciar la fraccion de agua retirada con el modelo matematico

y los valores obtenidos de forma experimental que fueron calculados en el liofilizador

Freeze Dryer Alpha 1 — 4 LD Plus en funcién del tiempo respectivamente. Lo que

interesa del modelo URIF es analizar su comportamiento méas que el ajuste con los datos

experimentales.
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liofilizado (BL) y brdcoli escaldado — liofilizado (BEL)

BROCOLI FRESCO LIOFILIZADO

BROCOLI ESCALDADO LIOFILIZADO

0.000 0.000 0.00 0.000

0.00 0.000 0.00 0.000

5.832 0.292 7.35 0.368

11.918 0.596 11.65 0.542

24

13.793 0.690 16.40 0.826

0.300

4.533 0.227 5.90

11.406 0.570 11.05 0.494

24 16.761 0.838 17.90 0.790

30 16.430 0.821 17.70 0.878

30 18.015 0.901 18.35 0.874

Nota. CA = (Cantidad de agua retirada). g H,0/100 g s.s = (Fraccién de agua retirada). Fuente: La autora, 2013.
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En la Tabla 16, se observa los resultados de la cantidad de agua retirada, esto se
confirma en las Tablas 17 y 18 con el ANOVA para los tratamientos al final del proceso
de secado (33 Horas), que indica que no existe diferencia significativa (p>0.05) entre los
tratamientos, por lo tanto, en esta investigacion se acepta la hipétesis nula (Ho) como
verdadera, es decir, no hay diferencia en la cantidad de agua retirada entre los valores
obtenidos con el modelo matematico con respecto a la parte experimental de los
tratamientos brocoli fresco liofilizado (BL) como para el brocoli escaldado liofilizado
(BEL).

Como se puede apreciar existe una pequefia diferencia entre los valores
experimentales y los calculados con el modelo matemético, una de las posibles razones
para esta diferencia se debe a que algunos datos requeridos como la densidad del
brécoli, la difusividad de la capa seca, el espesor de la capa seca fueron calculados a
partir de los datos obtenidos experimentalmente, también tiene que ver las suposiciones
que se hicieron para obtener el modelo matematico el cual con estas el sistema se

considera casi ideal.

Tabla 17. Estadistico (ANOVA). Fraccion de agua retirada en floretes de brocoli (Brassica oleracea L,
var. Legacy) fresco liofilizado

Origen Suma de Grados Media F Sig.
cuadrados tipo de cuadrética
i libertad

Modelo corregido 5.319° 1 5.319 0.138 0.714
Interseccion 2573.863 1 2573.863 67.014 0.000
Estado 5.319 1 5.319 0.138 0.714
Error 691.345 18 38.408

Total 3270.527 20

Total corregida 696.664 19

Nota. * R cuadrado = 0.008 (R cuadrado corregida = -0.047). EI (ANOVA) es a un nivel de confiabilidad del 95% y
a=0.05. (n=2). Fuente: La autora, 2013.

La ecuacion del modelo ajustado fue: Y = 0.2435 + 0.022 t

El coeficiente estadistico R? indica que el modelo adaptado explica la variabilidad del
0.8131, indicando que la variable respuesta (fraccion de agua retirada) esta altamente
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relacionada con el tiempo que se expone con relacion al modelo matematico. El
coeficiente de correlacién es 0.9017, indicando una relacion fuerte entre las variables, a
medida que aumenta el tiempo aumenta la fraccién de agua retirada, lo que indica que es

directamente proporcional.

Tabla 18. Estadistico (ANOVA). Fraccion de agua retirada en floretes de brécoli (Brassica oleracea
L, var. Legacy) escaldado liofilizado

Origen Suma de Grados de Media F Sig.
cuadrados tipo libertad cuadratica

Modelo corregido 0.I7IE‘:4a 1 0.764 0.016 0.900
Interseccion 2656.282 1 2656.282 56.513 0.000
Estado 0.764 1 0.764 0.016 0.900
Error 846.048 18 47.003

Total 3503.094 20

Total corregida 846.812 19

Nota. ® R cuadrado = 0.001 (R cuadrado corregida = -0.055). EI (ANOVA) es a un nivel de confiabilidad del 95% y
a=0.05. (n=2). Fuente: La autora, 2013.

La ecuacion del modelo ajustado fue: Y = 0.2064 + 0.0241 t
El coeficiente estadistico R? indica que el modelo adaptado explica la variabilidad del
0.8510, indicando que la variable respuesta (fraccién de agua retirada) esta altamente
relacionada con el tiempo que se expone con relacion al modelo matematico. El
coeficiente de correlacion es 0.9224, indicando una relacion fuerte entre las variables a

medida que aumenta el tiempo aumenta la fraccion de agua retirada.

La diferencia existente entre el modelo y la realidad en la liofilizacion pueden
deberse a las suposiciones hechas para obtener los valores de los parametros del modelo,
como los coeficientes de transferencia de masa principalmente, debido a que el sistema
usado en la liofilizacion es mas complejo. Por el contrario, las correlaciones encontradas
estan altamente relacionadas, motivo por el cual se transformé la ecuacion del modelo

para este caso.

En la Figura 29 y Figura 30 se puede apreciar los resultados experimentales con

los resultados obtenidos por el modelo matematico, de esta forma se obtiene una idea
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gréfica del proceso y se visualiza el comportamiento de la curva de la fraccion de agua
retirada del sistema calculada y experimental. A medida que aumenta el tiempo aumenta
la fraccion de agua retirada, lo que indica que es directamente proporcional; tanto en los
tratamientos brdcoli fresco liofilizado y brocoli escaldado-liofilizado respectivamente.
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——¢—=Fraccion de agua retirada (calc)

B Fraccion de agua retirada (real)
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Figura 29. Comparacién de resultados de fraccién de agua retirada. Brdcoli fresco liofilizado.
Fuente: La autora, 2013.
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Figura 30. Comparacion de fraccion de agua retirada. Brécoli escaldado — liofilizado
Fuente: La autora, 2013.
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En este caso, el modelo URIF se ajusta con los datos experimentales, donde
también se observa la tendencia de acabar con el ndcleo congelado. Ademas, el modelo
indico que al finalizar el proceso de liofilizacion (33 horas) aun permanece hielo en el
alimento. Esto efectivamente ocurrié en la practica, en que la humedad final obtenida
para estos casos reveld que la fraccion de agua retirada fue de 93.63% (BL) y 91.73%

(BEL) al final del proceso.

El modelo URIF, que incluye el ciclo de la sublimacion muestra en general un
buen ajuste con los datos experimentales, pero teniendo en cuenta que “para obtener un
producto liofilizado la humedad residual debe ser inferior al 2,5%”, [Orrego, 2008], es
necesario que el proceso de liofilizacion se extienda por mas tiempo hasta obtener el
porcentaje adecuado. De acuerdo a la fraccion de agua retirada del brécoli fresco
liofilizado (93.63%) y el brdcoli escaldado liofilizado (91.73%) al final del proceso, se
deduce que no fue suficiente para eliminar toda el agua libre del producto y el modelo

indica que el tiempo requerido debe ser méas de 33 horas.

Por lo tanto, en el proceso de liofilizacion a las condiciones de esta
experimentacion, se retiran 0,585 gramos de agua / hora en (BL) y 0,561 gramos de
agua / hora en (BEL). Y para llegar entre 6,37% (BL) a 8,27% (BEL) de agua libre
retirada se requieren 33 horas en el liofilizador. Es importante finalmente, controlar el
contenido final de humedad del producto, de manera que se corresponda con el exigido

para garantizar su estabilidad.

De esta manera, Rodriguez (1986) argumenta que “el proceso de secado a bajas
temperaturas da lugar a velocidades lentas de secado debido a que el agua evaporada se
difunde a través de los poros de la capa seca, antes de dejar el sélido y vaya a la
atmosfera de la camara de secado”. Igualmente puede apreciarse, que “el tiempo de
secado se incrementa en proporcion directa a la densidad del material, espesor del

mismo y la fraccion de agua retirada” [Segura & Oyarzun, 2012].
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Los resultados apreciados en la Figura 29 y Figura 30 coinciden plenamente con
Abdelwahed, et al., (2006) que propuso que “el tamafio de los poros influye en el flujo
de vapor de agua a través de masa seca en el proceso de liofilizacion” y como
consecuencia, Spieles, Marx, Heschel & Rau (1995) sefiala que “los coeficientes de
difusion de vapor de agua estan influenciadas por esta caracteristica de los materiales

porosos”.

7.4 Determinacion de acido L - Ascérbico (L — AA)

Los datos experimentales se encuentran en el Anexo 7. En la Figura 33, se

observa los valores de la determinacién de Acido L-Ascorbico.

Contenido de Acido L - Ascorbico
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Figura 31. Contenido de Acido L — Ascorbico (L-AA)
Fuente: La Autora, 2013.

El brécoli fresco se caracteriza por ser una de los vegetales que mayor contenido
de é&cido L-ascorbico (L-AA) y/o vitamina C (L-AA y ADHA), asi lo han reportado en
mg/100 gramos de producto: entre 123.3-197.7 [Howard, Wong, Perry & Klein, 1999];
103+3.5 [Zhang & Hamauzu, 2004]; 13.37-110 para el Acido L-Ascorbico (L-AA) y
57.35-131.35 para vitamina C [Koh, Wimalasiri, Chassy & Mitchell, 2009]; 895
[Chaparro, Diaz & Paredes, 2011]. Todos los valores anteriores se registraron en
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variedades diferentes. Los datos obtenidos en esta investigacion, evidenciaron que el
tratamiento en fresco (BF) presenta un contenido de Acido L-Ascorbico (L-AA) entre el
rango de 134.637 - 147.239 mg/100 gramos de producto, resultado similar a los
encontrados en la bibliografia.

Tabla 19. Estadistico (ANOVA). Contenido de L — AA en floretes de brécoli (Brassica oleracea L, var.
Legacy) escaldado y liofilizado (g /100 gramos de producto)

Origen Suma de ol Media F Sig.
cuadrados cuadrética
tipo Il

Modelo corregido 3243,126° 3 1081,042 136,684 0,000
Interseccion 202646,629 1 202646,629 25622,093 0,000
Escaldado 645,333 1 645,333 81,594 0,000
Liofilizacion 2572,248 1 2572,248 325,228 0,000
Escaldado * liofilizado 25,544 1 25,544 3,230 0,110
Error 63,272 8 7,909

Total 205953,027 12

Total corregida 3306,398 11

Nota. ® R cuadrado =,981 (R cuadrado corregida = ,974). El (ANOVA) es a un nivel de confiabilidad del 95% y o
=0.05. (n=3). Fuente: La Autora, 2013.

En la Tabla 19, se observa que para establecer la regla de decision se necesita del
valor critico, el mismo que se obtiene de la Tabla F para el nivel de significancia de
95%. Se observa que los tratamientos de escaldado y liofilizado afectan
significativamente la concentracion de Acido L -Ascérbico. El cociente F de la
interaccion escaldado-liofilizacion tiene un P de 0.110, lo que indica cierta interaccion

entre estos factores.

La revision bibliografica coincide en definir “al Acido L-Ascorbico (L-AA)
como una sustancia sensible al calor y soluble en agua” [Leong & Oey, 2012]. “Una
combinacion de lixiviacién, la oxidacion a las formas biol6gicamente inactivos, la
degradacion enzimatica y la destruccion del acido ascorbico por el calor durante el
escaldado de agua caliente podria explicar tales pérdidas” [Murcia, et al., 2000]. “La

concentracion de vitamina C (&cido ascorbico) es un indicador del valor nutritivo del
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alimento, por lo que se utiliza como parametro de calidad nutritiva” [Leong & Oey,
2012].

En el presente estudio se observa que el contenido de Acido L-Ascorbico (L-
AA) en (BF) fue mayor que en los tratamientos (BE), (BL) y (BEL). En la Tabla 20, el
(BE), en donde el proceso térmico 90+2°C por 2 minutos, causo un efecto altamente

significativo (p<0.05), sobre la retencion del contenido de Acido L-Ascorbico (L-AA).

Tabla 20. Andlisis de Varianza (ANOVA) para el efecto de BE sobre el L-AA

Tratamiento Concentracion Acido Desviacion Minimo Maximo
L- Ascérbico Estandar
(mg/100 g de producto)
Brocoli Fresco (BF) 144,592 1,148 141,944 147,239
Brocoli Escaldado (BE) 115,310 1,148 112,662 117,958

Nota. ? Diferencia significativa p<0.05 (n=23).
Fuente: La autora, 2013.

El efecto del tratamiento (BEL) sobre el contenido de Acido L-Ascorbico (L-
AA), no registré diferencias significativas (p>0.05), por lo tanto, combinar el escaldado
y la liofilizacién en las condiciones de la experimentacién, no generd efectos sobre la
concentracion de Acido L-Ascorbico (L-AA), pero es importante mencionar que en
otros trabajos, si se ha obtenido esta significancia. Patras, Tiwari & Brunton (2011)
cuando trataron “muestras de brdcoli (Brassica oleracea L, var. Legacy) a 95°C por 3
minutos, congelacion a -30°C por 2.5 horas Yy posterior liofilizacion. De esto se dedujo
que la temperatura de escaldado y congelacién al igual que los tiempos aplicados en el

escaldado condicionan el efecto del tratamiento (BEL)”.

Igualmente el efecto del tratamiento (BEL) ocasiona que “la estabilidad del &cido
ascorbico disminuye con el aumento de la temperatura y el pH” segun lo informado por
Franke, Custer, Arakaki, & Murphy (2004). “Esta destruccion por oxidacion es un
problema grave en la que se pierde una cantidad considerable de los contenidos de
vitamina C (Acido ascorbico) de los alimentos durante el procesamiento,

almacenamiento y preparacion” [Gil, Tomas-Barberan, Hess-Pierce, & Kader, 2002].
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En la Tabla 21, se observa que cuando se aplica el proceso de liofilizacion, se
obtiene una diferencia altamente significativa (p<0.05) en la retencion de Acido L-
Ascorbico (L-AA) con respecto al (BF).

Tabla 21. Anélisis de Varianza (ANOVA) para el efecto de BL sobre el (L-AA)

Tratamiento Concentracion Acido Desviacion Minimo Maximo
L — Ascérbico Estandar
(mg/100 g de producto)
Brocoli Fresco (BF) 137,284 1,148 134,637 139,932
Brocoli Liofilizado (BL) 122,618 2 1,148 119,970 125,265

Nota. * Diferencia significativa p<0.05 (n=3).
Fuente: La autora., 2013.

La Tabla 21, indica que la cantidad de Acido L- Ascérbico varia entre el brocoli
fresco y liofilizado, la pérdida de Acido L-Ascorbico es menor en la liofilizacion que en
otros métodos, asi se ratifica lo que Ramirez (2006) “cuando expone que una de las

ventajas de la liofilizacion es la retencion de los nutrientes en gran porcentaje”.

Tabla 22. Porcentaje de retencion de (L-AA) para (BE) y (BL)

Tratamiento Concentracion Acido Retencion (%) Rango de perdida
L- Ascérbico Acido de Acido L-Ascérbico
(mg/100 gr de producto)  L-Ascorbico (Mg /100 gr de producto)
Brécoli Escaldado (BE) 115.310 79.70 25.50 - 33.00 °
Bracoli Liofilizado (BL) 122.618 89.32 18.411-10.90°

Nota. ® Con un intervalo del 95% de confianza. (n=3)
Fuente: La Autora, 2013.

El analisis de varianza permite identificar el tratamiento que retiene mayor
cantidad (%) de Acido L-Ascorbico (L-AA): el (BL) con un 89.32% esto se muestra en
la Tabla 22, el cual difiere de los resultados encontrados en otros estudios similares; “en
muestras de brocoli congeladas a -30°C por 2.5 horas en donde se registrdé un 16.8% de
retencion” [Funamoto, Yamauchi & Shigyo, 2003]. “Las pequefias pérdidas en los
productos liofilizados se atribuyen a las bajas temperaturas y a la utilizacion de vacio en
el proceso. Se debe sefialar que, debido a la estructura altamente porosa de productos
liofilizados” [Marques & Freire, 2006].
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El tratamiento (BE) registra el menor valor 79,70% en retencién de Acido L-
Ascorbico (L-AA), pero al compararlo con trabajos similares, en donde “se obtuvo un
51.37% a +£92°C por 4 minutos” [Chaparro, Diaz & Paredes, 2011] éste es superior. “Se
ha determinado una alta retencion de Acido L-Ascorbico (L-AA) al aplicar HTST (90°C
por 3 minutos)” [Chaparro, Diaz & Paredes, 2011], concluyendo que el tratamiento (BE)
se puede considerar un buen método de retencion de Acido L-Ascorbico (L-AA),
ademas el contenido de 115.310 mg/100 gramos de producto, es superior al registrado
en la tabla de composicion de alimentos Colombiano del ICBF para el Brécoli (100

mg/100 gramos de parte comestible).

En tal sentido se puede sefialar que “la diferencia de valores puede estar
relacionada con la eliminacion del agua libre” [Fennema, 2006] durante la liofilizacion,
produciendo mayor retencion y fijacion de Acido L-Ascérbico (L-AA) en comparacion
cuando sdlo se congela el producto. Las pérdidas de Acido L-Ascorbico (L-AA) en
este tratamiento fueron atribuidas a la etapa de adecuacion de las muestras (corte) y
en el congelamiento previo a la liofilizacién (-26 °C por 12 horas).

“En procesos como corte y trituracion se degrada la matriz de alimentos
favoreciendo el contacto de la Ascorbato Oxidasa (AAO) sobre Acido L-Ascorbico (L-
AA), generando el &cido dehidroascorbico (ADHA)” [Munyaka, Oey & Van Loey,
2010], aumentando las posibilidades de la conversion a 4acido dicetogulénico que
carece de actividad vitaminica. Igualmente Badui (2006) opina que “la estabilidad de las
vitaminas esté influida por la actividad de agua de los alimentos de baja humedad, en los
productos muy secos no existe agua que actie como filtro y la oxidacion se produce

facilmente”.

7.5 Determinacion de actividad peroxidasa (POD)

El Brocoli fresco presentd una gran actividad enzimatica en Peroxidasa de

326.432 UPOD/100 gramos de producto, este resultado es superior al estudio realizado
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por Murcia, Lopez, Martinez, Vera & Garcia (2000) en el cual obtuvo un resultado de

308 umol/min por cada 100 gramos de producto fresco.

Tabla 23. Andlisis de varianza (ANOVA) para el efecto de los tratamientos sobre UPOD

Tratamiento UPOD/100 9% POD Desviacion Minimo Maximo
gr de Estandar
producto
Brdcoli Fresco (BF) 326.432% 100% 0.514 325.005  327.859
Brocoli Escaldado (BE) 93.054% 28.50% 0.514 91.627 94.480
Brdcoli Liofilizado (BL) 34.291° 10.50% 0.514 32.864 35.718
Brocoli Escaldado-Liofilizado (BEL) 10.610% 3.30% 0.514 9.183 12.037

Nota. ? Diferencia significativa p<0.05. (n=2). Unidades de actividad enzimética de Peroxidasa = (UPOD / 100
gramos de producto). Fuente: La autora, 2013.

A diferencia del contenido de Acido L-Ascorbico (L-AA), la interaccion del
escaldado y la liofilizacion (BEL), afectd la actividad enzimatica de la Peroxidasa
(p>0.05), registrando un 3.3 % de actividad enzimética en peroxidasa (UPOD) residual

esto se observa en la Tabla 23.

En la evaluacion del efecto de (BL) sobre la actividad enzimatica en peroxidasa
(UPOD), resultd ser altamente significativo (p<0.05), Se obtuvo un valor residual de
10.50% de actividad enzimatica (Tabla 23), lo que conlleva a deducir que la
liofilizacion tiene un efecto significativo para modificar la actividad enzimaética de la
peroxidasa (UPOD).

De acuerdo a los resultados la aplicacion de (BL) se considera una alternativa
para la conservaciéon del brocoli sin aplicacion de tratamientos térmicos (escaldado)
porque retiene un alto porcentaje de acido L-ascorbico (L-AA) y la actividad enzimatica
en peroxidasa (UPOD) disminuye a las condiciones de la experimentacion; “pero se
debe validar y garantizar la estabilidad el producto durante un almacenamiento
prolongado, ya que puede presentarse durante éste la perdida de acido L- ascorbico (L-
AA) hasta en un 50% o mas” [Goncalves, Abreu, Brandao & Silva, 2011], debida

principalmente a “la reactivacion de isoenzimas asociadas con actividad Peroxidasa”
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[Munyaka, Makule, Oey & Hendrickx, 2010], “ascorbato oxidasa (AAQO) y ascorbato
peroxidasa (APX); la reactivacion de estas isoenzimas ha sido evaluada” [Tipawan &
Barrett, 2005].

Tabla 24. Estadistico (ANOVA). Actividad POD en floretes de brécoli (Brassica oleracea L, var. Legacy)
escaldado y liofilizado (UPOD/100 gramos de producto)

Ori Suma de | Media F si
rigen cuadrados tipo g cuadratica 9.
11

Modelo corregido 125183,088% 3 41727,696 79032,478 0,000
Interseccion 107827,411 1 107827,411 204225,688 0,000
Liofilizacion 33039,793 1 33039,793 62577,544 0,000
Escaldado 70156,774 1 70156,774 132877,302 0,000
liofilizado * Escaldado 21986,521 1 21986,521 41642,587 0,000
Error 2,112 4 0,528

Total 233012,610 8

Total corregida 125185,200 7

Nota. ® R cuadrado = 1,000 (R cuadrado corregida = 1,000). EI (ANOVA) es a un nivel de confiabilidad del 95%
y a=0.05. (n=2). Fuente: La autora, 2013.

En la Tabla 24, se resume el andlisis de varianza. Se observa que los tratamientos
de liofilizacion y escaldado afectan significativamente la actividad Peroxidasa en
floretes de brécoli (Brassica oleracea L, var. Legacy). Lo que indica que al combinar
tratamientos térmicos (escaldado) y liofilizado reduce significativamente la actividad
Peroxidasa (POD) pero no resulta practico para evaluar la retencion de acido L-
ascorbico (L-AA), esto se observa en la Figura 32, lo que conllevo a sugerir la revision
y ajuste de las condiciones de liofilizacion para determinar el efecto combinado, que
podria resultar en un sinergismo, si se tiene en cuenta que éste tratamiento (BEL)
registro el 97.7% de reduccion de la actividad de la peroxidasa (POD) y se analiza que
dentro de este valor, “también se incluye la actividad de isoenzimas asociadas a la
peroxidasa (POD) como la Ascorbato Peroxidasa (APXx), responsable de la reduccion del
(H20,) celular con la concominate oxidacion de acido L- ascorbico (L-AA)” [Patras,
Tiwari & Brunton, 2011] y “la clorofilasa asociada a la peroxidasa (POD) responsable
de color amarillo del brécoli durante el almacenamiento”[Munyaka, Makule, Oey &
Hendrickx, 2010].
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Figura 32. Efecto del tratamiento BE y BL sobre el efecto de UPOD
Fuente: La autora, 2013.

Pero segun estudios realizados por Raseetha, Leong, Burritt, & Oey (2013)
determind que “la peroxidasa, principal responsable de la degradacion de carotenoides,
no es destruida durante la deshidratacién, pero si mediante el escaldado”. Sin embargo,
Sahari, Boostani & Hamidi (2004) experimentaron que “la peroxidasa se inactiva

transcurrido los 16 minutos de calentamiento a 100°C".
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Los parametros de tiempo y temperatura aplicados en (BE), dejan en la muestras
una 28.50% de actividad residual de la peroxidasa (POD); de acuerdo al analisis de
datos, el escaldado presenta un efecto significativo sobre la actividad de la peroxidasa
(POD) (p < 0.05) frente al valor de (BF), resultado similar al obtenido por Polata,
Wilinska, Bryjak & Polakovic (2009) en donde se evidencio que “la actividad
enzimatica en peroxidasa (UPOD) decrece con el aumentos de la temperatura a tiempo
inferiores a 100 segundos en floretes de Brocoli. Esta inactivacion enzimatica favorece

la retencién de Acido L-Ascérbico (L-AA) en las muestras”.
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Conclusiones

Caracterizacion de la materia prima

Después de haber realizado la caracterizacion de los floretes de brécoli (Brassica
oleracea L, var. Legacy) en estado fresco, podemos corroborar con lo expuesto por otras
investigaciones, debido a que el contenido de humedad fue de 84.14%, pH de 6.2,
acidez titulable total fue de 0.183% é&cido citrico y &cido ascorbico entre el rango de
134.637 — 147.239 mg/100 gramos de producto; lo que indica que se encuentra dentro
de los parametros normales del vegetal y a la vez que es de muy buena calidad y pueda

ser aceptada por el consumidor final.

Cinética de Liofilizacion

A partir de la experimentacion se pudo apreciar que la liofilizacion de floretes de
brécoli (Brassica oleracea L, var. Legacy) es una operacion unitaria que permite
conservar por mucho mas tiempo este producto ya que de la forma natural este en pocos
dias se oxida y pierde las caracteristicas organolépticas esenciales que hacen de este

producto agradable.

La determinacion de la cinética de liofilizacion en los floretes de brocoli
(Brassica oleracea L, var. Legacy) confirmo que el tiempo de liofilizacion depende del
espesor de la capa seca de la muestra. Ademas, los resultados obtenidos pueden servir

como base para establecer las condiciones 6ptimas para la liofilizacion de este producto.

La humedad de los floretes de brécoli (Brassica oleracea L, var. Legacy) al
iniciar el ciclo de liofilizacion fue entre 0.8414 y 0.9011 g H,O/g s.s en los tratamientos
fresco liofilizado y escaldado liofilizado respectivamente y a las 33 horas el 93.6% vy el
91.7% respectivamente, de la humedad inicial de los floretes de brdcoli fue eliminada

durante el periodo de sublimacion, a una presion en la cadmara de secado de 0.052 mbar
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y una temperatura de -56°C y una temperatura de los floretes de brocoli de -26°C, el

cual fue suficiente para mantener el flujo de vapor en el proceso de liofilizacion.

Las principales variables (temperatura del producto congelado, presion de vapor
en el equipo, fraccion de agua del producto) incluidas en el modelo matematico fueron
calculadas a partir de los datos obtenidos experimentalmente, debido a que no se conto
con el equipo necesario para obtenerlas directamente y a que el espesor de la muestra
fue muy pequefio con lo cual se hacia mas dificil medir algunos de los pardmetros
requeridos como la difusividad de vapor de la capa seca y el espesor de la capa seca con

respecto al tiempo.

Lo que interesa del modelo URIF es analizar su comportamiento méas que el
ajuste con los datos experimentales, al resolver el modelo matematico se puede observar
que los valores se ajustan satisfactoriamente con respecto a los obtenidos en forma
experimental tanto en brécoli fresco liofilizado con un r? = 0.813 y en brécoli escaldado
liofilizado con un r* = 0.851 aproximadamente, los resultados obtenidos en forma
experimental con respecto a los datos obtenidos en el modelo matematico se deben
principalmente a la forma como se obtuvieron los valores de las variables que

intervienen en el modelo matematico.

El tratamiento escaldado-liofilizado en floretes de Brdcoli (Brassica oleracea L,
var. Legacy) no causa ningun efecto sobre la cantidad de agua retirada del producto ya
que el escaldado no reduce el area superficial, por lo tanto; se deben evaluar otros
pretratamientos 0 métodos de conservacion que minimice el tiempo del proceso de
liofilizacion, sin embargo, es importante estudiarlo ya que este proceso preserva las
caracteristicas de frescura del producto y elimina enzimas desagradables que afectan su

calidad.
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Acido L- Ascorbico (L-AA)y Actividad Peroxidasa (POD)

El escaldado es uno de los métodos de conservacion mas usados durante el
procesamiento industrial de vegetales, y en este trabajo, se evidencid el efecto que tiene
sobre la retencion de acido L-Ascorbico (L-AA) y la peroxidasa (POD), por lo tanto se
considerd que es el mejor tratamiento para mantener una estabilidad quimica (actividad
Peroxidasa) y nutricional (acido L-Ascérbico) en floretes de Brocoli (Brassica oleracea
L, var. Legacy), esta es observada en la Figura 33.

350
300 1
250
N L-AA ( mg/100 producto)
200
150 ® UPOD/100 gramos de
N producto

100 1 N

50

BF BL BE BEL

Figura 33. Comportamiento de los tratamientos BE, BE, BL y BEL sobre el efecto del &cido L-
ascorbico (L-AA) y la actividad enzimatica de peroxidasa (UPOD)
Fuente: La Autora, 2013.

El tratamiento (BL) registré los mayores valores para el contenido de &cido L-
ascorbico (L-AA) y actividad Peroxidasa (POD), (Figura 33), pero se debe evaluar el
contenido de acido L-ascorbico (L-AA) después de la congelacion de la muestras para
establecer niveles significativos durante la liofilizacion ademas verificar que no se
registran cambios durante el almacenamiento prolongados para ser considerado como
otro método eficiente para preservar la estabilidad quimica (actividad Peroxidasa) y

nutricional (&cido L-ascorbico) en floretes de Brocoli (Brassica oleracea L, var. legacy).
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El tratamiento (BEL), es efectivo para disminuir la actividad enzimatica de
Peroxidasa (UPOD) pero no causa un efecto sobre el contenido de &cido L-ascérbico (L-
AA), por lo tanto se deben evaluar el contenido de &cido L-ascérbico (L-AA) después de
la congelacién de la muestras para establecer niveles significativos durante la
liofilizacion y asi considerarlo como un método de conservacion, combinando altas y
bajas temperaturas para mantener la estabilidad quimica (actividad Peroxidasa) y

nutricional (&cido L-ascérbico) en floretes de Brdcoli (Brassica oleracea L, var. legacy).

Para los tratamientos (BF), (BL) y (BE) las pérdidas de acido L-ascorbico (L-
AA) estan asociadas a una combinacion de lixiviacion por el bafio de hielo en el
escaldado, el corte (&rea expuesta) que pudieron permitir la oxidacion hacia formas

bioldgicamente inactivas.
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Recomendaciones

Para un producto con un contenido de humedad muy alto como es el caso del
brécoli, es recomendable la aplicacion de un pretratamiento osmotico a la liofilizacion,
para procesar alimentos que son susceptibles al oscurecimiento enzimatico, permitiendo
eliminar humedad hasta obtener las condiciones de un producto seco y conservar las
caracteristicas fisicas de un fruto fresco, ademas de reducir los tiempos y por ende los

costos de liofilizacion.

Para alimentos con un contenido alto de &cido L-Ascoérbico (L-AA) como el
brécoli, se recomienda un empaque con revestimiento oscuros tal como se realiz6 en la
investigacion (frascos ambar) que proteja el alimento de la luz, el oxigeno y la
contaminacion, debido a que el acido L-Ascdrbico (L-AA) se degrada facilmente, por lo

cual, se debe buscar la manera de mantener la muestra liofilizada.

Se recomienda realizar curvas de congelacién para floretes de brécoli, para
determinar el comportamiento del producto a bajas temperaturas (tiempos de
congelacion), ademas se puede obtener datos que puedan determinar la viabilidad de
compuestos nutricionales (acido L - ascérbico), esto con el fin de establecer si la
liofilizacion tiene efectos sobre el porcentaje de agua congelada y el contenido

nutricional (Acido L - ascorbico) existente en el producto.

Se recomienda realizar investigaciones para evaluar los compuestos bioactivos o
funcionales que posee el brocoli (vitamina C, carotenoides, clorofilas, compuestos
fendlicos y glucosinolatos), que puedan ser modificados por el proceso de escaldado
(temperatura y tiempo de escaldado) y liofilizacién; para que igualmente este tipo de
tratamiento afecte notablemente a la Actividad Peroxidasa (POD) haciendo que esta se
inactive o desaparezca para evitar efectos desagradables totalmente del producto final.
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La mayoria de los productos se deshidratan por métodos convencionales y no
hay nuevos intentos implementar métodos de conservacion como las tecnologias
emergentes que por obvias razones estos son de alto costo. Pero a pesar de los costos se
recomienda estos procesos para alimentos como el brocoli debido a que es una excelente
alternativa para la industria con la seguridad de obtener un producto de dptima calidad
nutricional (Acido L- Ascorbico), por esta razén la liofilizacion como un método de
conservacion, tiene cada vez mayor aplicacion, especialmente con productos cuyos
mercados exigen calidad. De todos modos existe un alto potencial de evolucion que
depende del progreso en la investigacion basica y del nivel creativo en el desarrollo y

operacional en plantas industriales.
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ANexos

Anexo 1. Protocolos de Laboratorio para la Caracterizacion Fisicoquimica de la
Materia Prima

1. Determinacion de Acidez Titulable Total. (A.O.A.C. 31.231 /84,942.15/
1990 Adaptado)

Se coloca una bureta en un soporte universal, con pinza para bureta. Se llena la bureta
con soda 0,1N, se mantiene en cero. Se toman 3 gramos de la muestra. Se toma una
alicuota de 50 mL, de este se toman 10 ml del jugo filtrado y homogenizado. Se colocar
en un erlenmeyer de 250mL, se vierten en el jugo tres o cuatro gotas de fenolftaleina.

Se vierte la solucion de soda gota a gota hasta observar el cambio de color (rosado)
hasta alcanzar un pH de 8.3, verificarlo con la ayuda del pH-metro. Con el contenido de
soda gastado, calcular el contenido de 4cido. (Acido citrico = 0.064 g / meq)

Caélculos:

El porcentaje de acidez se calcula a partir de la siguiente expresion

N NaOH *Vol.NaOH (ml) = equi. g(acido citrico)) Viml

% Acid =<
% Acidez Peso Muestra (g)

3
Alicuota

2. PH(A.O0.A.C.10.84 / 1984 Adaptado)

Se colocan 20 gramos de muestra bien homogenizada en un vaso de precipitado de 100
mL y leer directamente con un pH-metro. La lectura se realiza a 20°C. Después de un
tiempo de espera, cuando ya no varia se hace la medicién del pH.

3. Determinacion de Humedad
Preparacion de la muestra: se pesan aproximadamente 5 gramos de muestra, se pasan a

una capsula de porcelana secandola a 60°C, Introduzca la capsula en la estufa calentada
previamente (no tome la capsula con las manos, utilizar pinzas), deje secar la muestra
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por un tiempo de lhora. Pase la capsula a un desecador hasta que se enfrie y pese el
conjunto (crisol + residuos seco). Coloque nuevamente el conjunto de la estufa por
media hora, enfrie en desecador y pese.

Realice este procedimiento hasta peso constante.

% humedad = [(pl;—pf)

1*100

4. Determinacion de Densidad

Las determinaciones de las densidades real y aparente se realizaron mediante el método
de desplazamiento de volumen, utilizando para ello una probeta de 100 mL y agua
destilada como liquido de referencia. Todas las determinaciones se realizaron por
triplicado a 25°C.

En la determinacion de la densidad aparente se introduce en la probeta la muestra sélida
(~ 5g) conservando toda su estructura y se enrasa con agua destilada evitando la
formacion de burbujas de aire en el interior del picnémetro. Para la determinacion de la
densidad real la muestra se tritura, se introduce en la probeta, se enrasa con agua
destilada y se elimina el aire presente mediante la aplicacién de vacio.

Las densidades real y aparente se obtienen a partir de las siguientes ecuaciones:

a = P2xp,, r = (P4—PO)*pw
PA = P23 PT = i pro

pa = densidad aparente (g/cm®).

pr = densidad real (g/cm®).

pw = densidad del agua (g/cm?).

PO = peso del picnémetro vacio (g).

P1 = peso del picnémetro lleno de agua (g).

P2 = peso del trozo de hortaliza (g).

P3 = peso del picndmetro, el trozo de hortaliza y el agua (g).

P4 = peso del picnémetro Ileno de puré de hortaliza/disolucion de impregnacion (g).
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Anexo 2. Acondicionamiento de la muestra - Floretes de Brocoli Fresco

Recepcidn: se eliminan las sustancias extrafias presentes en ellos.

Seleccion: En esta etapa se desecharon las unidades que tenian apariencia extrafia tales
como perforaciones por insectos, tamafio pequefio, bajo grado de madurez, entre otros.

Clasificacion: Con el objeto de procesar materia prima en 6ptimo estado y uniforme se
selecciond y clasifico ésta previamente. En algunos tipos de hortalizas se encontré gran
uniformidad, pero en otros tipos se requirid de una cuidadosa seleccion eliminando las
defectuosas o las partes dafiadas por golpes, etc. Se tomaron en cuenta los atributos
quimicos, entre estos se encuentran el grado de madurez.

Lavado: Se realiz6 de forma manual y consistio en limpiar con agua la hortaliza, con el
fin de eliminar particulas adheridas a la superficie del mismo. Se realiza bajo el grifo,
con agua corriente fria, para eliminar cualquier resto de tierra, 0 insectos.
Especialmente, hay que cuidar la limpieza de las hortalizas que crecen bajo tierra. Un
lavado inadecuado o insuficiente, puede ser causa del fracaso.

Corte: Se realiz6 manualmente con un cuchillo. Se cortaron pequefios floretes a partir de las
yemas laterales externos del brécoli; con las siguientes especificaciones: longitud 3.0 cm desde
la yema floral hasta el tallo y 4.0 cm correspondiente al ancho del florete.

Envasado: Se realiz6 en condiciones de hermeticidad, en envases de plasticos
impermeables al vapor de agua y al oxigeno y evitar el paso de la luz evitando asi
procesos fisicos y quimicos de naturaleza oxidativa y enzimaticos.

Almacenamiento: Los productos obtenidos fueron almacenados a temperatura de
refrigeracion y durante este periodo maximo de tiempo (2 dias). Para posterior analisis.

Evaluacion: Se realizan analisis de Acido Ascorbico y Actividad Peroxidasa, para cada
una de las muestras.



132
Anexo 3. Pretratamiento - Floretes de Brocoli Escaldado al Vapor

Para el acondicionamiento de esta muestra se realiza el mismo procedimiento que la
muestra en fresco hasta el corte; luego viene:

Escaldado de vapor: La operacion se realiz6 a temperatura de ebullicién, utilizando
una olla de acero inoxidable, provisto de un disco metalico con agujeros, que permite el
paso del vapor desprendido del agua de ebullicién. Se toman los floretes del brécoli y se
colocan sobre el disco metalico, enseguida se tapa el recipiente, a una temperatura de 90
+ 2 °C por 2 minutos.

Enfriado: luego se enfrian los floretes por inmersion rpidamente con agua-hielo, con
la finalidad de controlar el tiempo efectivo y para reducir las pérdidas de constituyentes
solubles e insolubles de los frutos.

Escurrido: Utilizando un colador metélico se desecho el agua que quedo en los floretes
por el escaldado realizado.

Mediante estas operaciones de escaldado y posterior enfriado, se consigue destruir o
inhibir la accion de las enzimas, que alteran el color, sabor y textura de las verduras
frescas; reducir la cantidad de microorganismos existentes en el producto; eliminar la
mayor parte del aire que contienen los tejidos vegetales; pelar con més facilidad algunas
verduras y hacer el producto mas flexible, facilitando, asi, el llenado de los envases.

Envasado: Se realizd en condiciones de hermeticidad, en envases de plasticos
impermeables al vapor de agua y al oxigeno y evitar el paso de la luz evitando asi
procesos fisicos y quimicos de naturaleza oxidativa y enzimaticos.

Almacenamiento: Los productos obtenidos fueron almacenados a temperatura de
refrigeracion y durante este periodo méaximo de tiempo (2 dias). Para posterior analisis.

Evaluacion: Se realizan analisis de Acido Ascorbico y Actividad Peroxidasa, para cada
una de las muestras.
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Anexo 4. Determinacion Del Acido L - Ascorbico (L-AA)

Determinacién del Acido L - Ascérbico por Reduccién de lones Clprico

Preparacion de la Solucién Patron del Acido L- Ascorbico

Se prepard una solucion de acido ascérbico en agua destilada que contiene Img/mL. Y
a 2 mL de esta solucion se le adicionaron 2 mL de Acido Meta fosforico 5%, y se ajustd
a 100 mL con agua destilada.

Se preparé también un blanco respectivamente mediante 2 mL de la solucién de Acido
meta fosforico al 5% y se ajusta con agua destilada a 100 mL.

Extraccion del Acido L-Ascorbico

En un vaso de precipitado, se pesaron 3 gramos de muestra y 6 gramos de solucion de
Acido Meta fosférico al 5% previamente refrigerada. Se macero en un mortero, hasta
triturar completamente la muestra. Del extracto se tomaron 5 gramos, se llevé a 100 mL
con agua destilada, en un bal6n aforado. Se agita bien, de esta mezcla se sacaron 30 mL,
se le adicionaron 5 mL de cloroformo, agitando energéticamente por 1 minuto, se dejé
separar las capas.

De la capa acuosa superior, se tomaron 5 mL y a esta se le adiciono 1 mL de solucién
tampon de acetato de sodio — acido acético 1.0 M, pH 4.6 y 5 mL de solucion del
reactivo complejo (95 mL de Cu(CH3C0OO0),.2H,0 0.075% m/v en alcohol isoamilico).
Se agito la mezcla energéticamente durante 1.5 minutos. Se dej6 separar las capas y se
midieron 3mL de la fase superior (alcohol isoamilico), se le adicionaron 0.5 mL de
etanol puro para clarificar y después de 5 minutos se evalué la absorbancia a 545 nm.

Curva Patrén

Una curva patron no necesita de tratamiento con cloroformo, de modo que se mide
directamente 0.5; 1.0; 1.5; 2.0 y 2.5 mL. Se completa con 5 mL con el blanco respectivo
y se le adiciona 1mL de la solucion de solucion tampon de acetato de sodio — acido
acético 1.0M, pH 4.6 y 5 mL de solucion del reactivo complejo (95 mL de
Cu(CH3C00),.2H,0 0.075% m/v en alcohol isoamilico). El procedimiento de
determinacion es similar a la extraccion prevista para las muestras.

1Contreras, E. Strong, F. (1984). Determinacao de acido ascarbico (vitamina C) por reducao de aiones cupricos. Nota
Técnica Quimica Nova, 60-64.
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Anexo 5. Determinacion de la Actividad Peroxidasa (POD)

Analisis de la Actividad Peroxidasa?
Extracto Enzimatico:

Se preparo en una proporcion de 3 gramos de muestra y 30 ml agua destilada helada (a —
4°C), la trituracion se realiz6 mediante un mortero, macerando hasta triturar
completamente la muestra, durante 3 minutos y luego se centrifugo por 15 minutos a
1500 rpm., el liquido sobrenadante fue pasado a un erlenmeyer con tapa de 250 ml,
previamente esterilizado, y colocado en bafio de hielo picado para ser utilizado como
fuente enzimatica.

Determinacion de la actividad de peroxidasas (PO):

- Método Cualitativo (NEVESKY, 1950): A 1 ml de extracto enzimético se le adiciona
9 ml de agua destilada ,1 ml de H,O, al 3% y 1 ml de guayacol al 1% en etanol. Si
desarrolla color marrén, indica la presencia de peroxidasas activa.

- Método Cuantitativo (SILVA, 1984): En un erlenmeyer de 50 ml se adiciona 20 ml de
tampon fosfato 0,2M, pH 6,0 y 2 ml de extracto enzimatico, luego se deja en Bafio-
Maria a 25°C hasta estabilizar la temperatura.

Posteriormente se adiciona 1 ml de guayacol al 0,5% y 1 ml de H,O, al 0,08%, se
homogeniza rapidamente y se realiza 10 lecturas, una por minuto, en espectrofotometro
a 470nm utilizando como blanco la mezcla reactiva sin peréxido de hidrégeno

2 Avollone, C. Cravzov, A. Montenegro, S. Pellizzare, E. (2000). Estudio de la actividad de polifeniloxidasa y proxidas en Carica
papaya L. minimamente procesada. Comunicaciones cientificas, Universidad nacional de Nordeste-Argentina.

3 Avollone, C. Cravzov, A. Montenegro, S. Pellizzare, E. (2000). Estudio de la actividad de la peroxidasa, pectinesterasa y
polifeniloxidasa en extracto enzimatico de sandia (Citrullus vulgaris Schard). Universidad nacional de Nordeste-Argentina
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Anexo 6. Curva Patron del Acido L - Ascorbico

Curva Patron

La ecuacion para determinar la concentracion de L - Acido Ascorbico fue obtenida a
partir de regresion lineal de los datos de absorbancia a 545mm del estandar del L -
Acido Ascorbico. La regresion lineal tuvo R, = 0,999.

MUESTRA | CONCENTRACION ABSORBANCIA
DEL L - ACIDO (545 nm)
ASCORBICO
(mg/mL)
1 0.0 0
2 0.0455 0.0588
3 0.0909 0.1137
4 0.1364 0.1654
5 0.2 0.2174
6 0.2273 0.2661

La ecuacion obtenida de la regresion lineal fue:

Abs545 nm — 0.0042
1.1679

[Acido Ascorbico] =

CURVA PATRON DEL L - ACIDO ASCORBICO

0.30 y = 1.1679x + 0.0042
R? = 0.999
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BROCOLI FRESCO
Muestra Gr. Gr. muestra | Absorbancia mg/mL mg/g mg/100g
iniciales
1 3.017 1.676 0.1686 0.1408 1.5119 151.185
2 3.010 1.672 0.1698 0.1418 1.5264 152.643
3 3.051 1.695 0.1761 0.1472 1.5632 156.321
Promedio 153.383
BROCOLI ESCALDADO

Muestra | Gr. iniciales | Gr. muestra | Absorbancia mg/mL mg/g mg/100g
1 3.051 1.695 0.1340 0.1111 1.1804 118.036
2 3.025 1.680 0.1393 0.1157 1.2391 123.912
3 3.027 1.681 0.1372 0.1139 1.2191 121.905
Promedio 121.284

BROCOLI LIOFILIZADO
Muestra | Gr. iniciales Gr. Absorbancia mg/mL mg/g mg/100g
muestra

1 3.078 1.710 0.1531 0.1275 1.3422 134.217

2 3.052 1.695 0.1516 0.1262 1.3400 133.997

3 3.020 1.678 0.1557 0.1297 1.3918 139.184

Promedio 135.799

BROCOLI ESCALDADO LIOFILIZADO
Muestra Gramos Gramos Absorbancia mg/mL mg/g mg/100g
iniciales muestra

1 3.029 1.683 0.1233 0.1020 1.0909 109.093

3.056 1.698 0.1280 0.1060 1.1240 112.396

3 2.987 1.659 0.1192 0.0985 1.0682 106.818

Promedio 109.435
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Anexo 8. Datos Experimentales de la Actividad Peroxidasa

Contenido de Peroxidasa, expresado en unidad de actividad enzimatica de peroxidasa
(UPOD) se define como la cantidad de enzima que produce 1 pmol de guayacol oxidado
en 1 minuto, referido a 1 mL de preparado enzimatico (Actividad enzimatica).

De los andlisis efectuados se comprueba que, en el extracto enzimatico del brécoli, la
actividad de la Peroxidasa es positiva.

BROCOLI FRESCO
PESO DE MUESTRA
PESO 1 (g) 3.059
PESO 2 (g) 3.102
LECTURA DE
ABSORBANCIA
TIEMPO (min) tubo 1 tubo 2 AAbs/At (tubo | AAbs/At (tubo
1) 2)
0 0.0 0.0
1 0.6279 0.7274 0.6279 0.7274
2 1.0064 1.1302 0.3785 0.4028
3 1.3118 1.3948 0.3054 0.2646
4 1.5485 1.6367 0.2367 0.2419
5 1.7889 1.8521 0.2404 0.2154
6 1.9952 2.0900 0.2063 0.2379
7 2.2013 2.2630 0.2061 0.1730
8 2.3730 2.4542 0.1717 0.1912
9 2.5221 2.5651 0.1491 0.1109
10 2.6604 2.6892 0.1383 0.1241
AADbs/At 0.2660 0.2689
Actividad enzimatica 10.0015 10.1098
(Ul/mL)
Actividad enzimatica 326.9534 325.9115
(U1/100g)
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BROCOLI FRESCO ESCALDADO

PESO DE MUESTRA
PESO 1(g) 3.072
PESO 2 (q) 3.021
LECTURA DE
ABSORBANCIA
TIEMPO (min) tubo 1 tubo 2 AAbs/At (tubo 1) AAbs/At (tubo 2)
0 0.0 0.0
1 0.0492 0.0430 0.0492 0.0430
2 0.0750 0.0754 0.0258 0.0324
3 0.0984 0.0934 0.0234 0.0180
4 0.1246 0.1243 0.0262 0.0309
5 0.1536 0.1466 0.0290 0.0223
6 0.1835 0.1744 0.0299 0.0278
7 0.2106 0.2017 0.0271 0.0273
8 0.2395 0.2260 0.0289 0.0243
9 0.2596 0.2494 0.0201 0.0234
10 0.2815 0.2743 0.0219 0.0249
AAbs/At 0.0282 0.0274
Actividad enzimatica 1.0583 1.0312
(Ul/mL)
Actividad enzimatica 34.4489 34.1345
(U1/100g)
BROCOLI FRESCO LIOFILIZADO
PESO DE MUESTRA
PESO 1 (g) 3.181
PESO 2 (g) 3.142
LECTURA DE
ABSORBANCIA
TIEMPO (min) tubo 1 tubo 2 AAbs/At (tubo 1) | AAbs/At (tubo
2)
0 0.0 0.0
1 0.4682 0.4243 0.4682 0.4243
2 0.5115 0.4940 0.0433 0.0697
3 0.5646 0.5690 0.0531 0.0750
4 0.5984 0.6050 0.0338 0.0360
5 0.6381 0.6305 0.0397 0.0255
6 0.6737 0.6728 0.0356 0.0423
7 0.7051 0.7053 0.0314 0.0325
8 0.7286 0.7315 0.0235 0.0262
9 0.7552 0.7588 0.0266 0.0273
10 0.7800 0.7850 0.0248 0.0262
AADbs/At 0.0780 0.0785
Actividad enzimatica 2.9323 2.9511
(Ul/mL)
Actividad enzimatica 92.1827 93.9251
(U1/1009)
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BROCOLI ESCALDADO LIOFILIZADO
PESO DE MUESTRA
PESO 1 (g) 3.081
PESO 2 (g) 3.091
LECTURA DE
ABSORBANCIA
TIEMPO (min) tubo 1 tubo 2 AAbs/At (tubo 1) AAbs/At (tubo
2)
0 0.0 0.0
1 0.0645 0.0645 0.0645 0.0645
2 0.0663 0.0645 0.0018 0.0000
3 0.0777 0.0775 0.0114 0.0130
4 0.0778 0.0775 0.0001 0.0000
5 0.0801 0.0777 0.0023 0.0002
6 0.0832 0.0777 0.0031 0.0000
7 0.0852 0.0818 0.0020 0.0041
8 0.0865 0.0863 0.0013 0.0045
9 0.0865 0.0872 0.0000 0.0009
10 0.0868 0.0874 0.0003 0.0002
AAbs/At 0.0087 0.0087
Actividad enzimatica 0.3263 0.3286
(Ul/mL)
Actividad enzimética 10.5912 10.6299
(U1/100g)
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Anexo 9. Réplicas de los datos de pérdida de peso (cinética de liofilizacion).
Braocoli fresco liofilizado

Lecturas Tiempo de Peso Inicial Peso Final Diferencia Masa Fraccion de
experimentacién (g) (g) final/masa agua
(Horas) inicial retirada

1 2 20.0422 14.5422 5.5 0.7256 0.2744
2 20.2000 15.3 4.9 0.7574 0.2426

2 4 20.0572 12.4572 7.6 0.6211 0.3789
4 19.9083 12.8083 7.1 0.6434 0.3566

3 6 20.0058 10.0058 10 0.5001 0.4999
6 20.1511 10.4511 9.7 0.5186 0.4814

4 8 21.7206 9.5206 12.2 0.4383 0.5617
8 21.2231 10.1231 111 0.4770 0.5230

5 11 19.8765 6.0765 13.8 0.3057 0.6943
11 19.8436 6.3436 135 0.3197 0.6803

6 24 19.5246 3.0246 16.5 0.1549 0.8451
24 20.1826 3.8826 16.3 0.1924 0.8076

7 27 20.5423 2.7423 17.8 0.1335 0.8665
27 20.2067 3.0067 17.2 0.1488 0.8512

8 30 20.1631 2.4631 17.7 0.1222 0.8778
30 20.1738 2.4738 17.7 0.1226 0.8774

9 33 20.7470 1.3470 19.4 0.0649 0.9351
33 20.4790 1.2790 19.2 0.0625 0.9375
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Anexo 10. Réplicas de los datos de pérdida de peso (cinética de liofilizacién).
Brdcoli Escaldado Liofilizado

Lectura Tiempo de Peso Peso final | Diferencia Masa Fraccion
experimentacion | inicial (g) (g8) final/masa de agua
(horas) inicial retirada
1 2 20.2020 16.102 4.1 0.7970 0.2030
2 20.1479 15.4479 4.7 0.7667 0.2333
2 4 19.6860 14.286 54 0.7257 0.2743
4 19.6265 13.2265 6.4 0.6739 0.3261
3 6 20.2764 11.2764 9 0.5561 0.4439
6 19.9255 11.1255 8.8 0.5584 0.4416
4 8 20.3058 10.6058 9.7 0.5223 0.4777
8 20.1844 9.8844 10.3 0.4897 0.5103
5 11 20.1829 8.0829 12.1 0.4005 0.5995
11 20.2232 8.1232 12.1 0.4017 0.5983
6 24 20.1642 4.6642 15.5 0.2313 0.7687
24 20.2187 3.8187 16.4 0.1889 0.8111
7 27 20.1888 4.1888 16 0.2075 0.7925
27 20.1808 3.2808 16.9 0.1626 0.8374
8 30 20.4373 2.7373 17.7 0.1339 0.8661
30 20.1694 2.3694 17.8 0.1175 0.8825
9 33 20.1752 1.7752 18.4 0.0880 0.9120
33 20.1627 1.5627 18.6 0.0775 0.9225
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Anexo 11. Analisis exploratorio del Acido L — Ascérbico

1. Verificacién de supuestos: Verificar que se verifican los supuestos que tiene que cumplir el modelo.

Con estas nuevas variables se realizan las pruebas de los supuestos necesarios para que el ANOVA sea
valido:

PRUEBA DE NORMALIDAD: Prueba de que los datos se distribuyen normales, para esta se utiliza la
prueba de Shapiro_Wilk. En esta prueba se trabaja con los residuos del ANOVA. Para realizarla se utiliza
el menu Estadisticas_Inferencia basada en una muestra, Prueba de Normalidad (Shapiro-Wilks)

Como p = Sig. = 0.395, como es bastante grande se rechaza la hipotesis nula. No hay evidencias

suficientes para decir que los residuos no tienen distribucion normal en los datos de Acido Ascorbico, se
distribuyen normales.

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico o] Sig.
Contenido de L-AA ,143 12 200 ,931 12 ,395
(mg/100 g de producto)

a. Correccion de la significacion de Lilliefors
*. Este es un limite inferior de la significacion verdadera.

Ademés, la gréfica, confirma lo anterior no se distribuyen normales (grafica Q. Q. Quantil Quiantil),
conforma ya que los puntos estan por fuera de la linea normal.

Grifico Q-Q normal de Cont de vit. C (mg/g de prod)

Normal esperado
T

T T T T
100 120 140 160

Valor observado

En consecuencia, es necesario hacer una transformacion de los datos con la esperanza de corregir este
problema, con el fin de dejar los datos normales.

Prueba de Ajuste a la Distribucion Normal
La inferencia estadistica paramétrica supone que las muestras provienen de poblaciones

con distribuciones conocidas. Por otro lado se ha encontrado en muchas ramas de la
ciencia que las medidas experimentales repetidas se ajustan al modelo normal, al menos
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en forma aproximada: mediciones de variables como peso, longitud, volumen,
concentracion, densidad Optica, temperatura y muchas mas se analizaran
estadisticamente bajo la suposicién de normalidad de la poblacién del cual se extrajo la
muestra. No obstante, se recomienda asegurarse de que la suposicion es valida para la
muestra que se tiene; para ello se dispone de un conjunto grande de pruebas, cada una
con sus caracteristicas peculiares.

Las pruebas de ajuste a la normal mas comunes son la prueba de ji-cuadrado y la prueba
de Kolmogorov-Smirnov. La primera fue disefiada para datos categoricos, de modo que
al aplicarla a datos continuos, estos deben agruparse en frecuencias. Tiene como
desventaja que requiere un numero grande de datos (100 o mas) y ademas es muy
sensible, tanto al nimero de clases como a las frecuencias esperadas en los intervalos de
los extremos. La prueba de Kolmogorov-Smirnov, por el contrario, fue disefiada para
muestras de poblaciones continuas, no requiere agrupar los datos y puede aplicarse a
muestras virtualmente de cualquier tamafio.

En ambas pruebas debe estimarse p y ¢ mediante § y S, convirtiéndose asi en pruebas
asintdticas o aproximadas.

Metodologia la Prueba de Shapiro - Wilk®

Esta es una de las pruebas con mayor sensibilidad a la no normalidad, en esta no es
necesario calcular la media ni la varianza de la muestra para incluirlas en la hipdtesis,
pero requiere dos tipos de tablas para su aplicacion.

No se pudo resolver (se realizaron varios métodos) del cual se tomé uno, por lo tanto se
hace a partir de los datos originales. No hay distribucion normal por lo tanto, es
necesario hacer correcciones para justificar las transformaciones.

Transformaciones con Exponentes para Estabilizar Varianzas®

En ocasiones no se puede determinar la distribucion de las observaciones con base en las
propiedades de la muestra de la variable aleatoria. En estas circunstancias, es posible
determinar la transformacion segan una relacién empirica entre la desviacién estandar y
la media.

Transformacion de datos empiricos

Una transformacion del exponente altera la simetria o asimetria de la distribucion de
frecuencia de las observaciones. Las transformaciones se basan en el trabajo de Box y

* Diaz, Abel. Disefio Estadistico de Experimentos. Editorial Universidad de Antioquia. ISBN: 958-655-081-8.
Medellin. 1999. Pag: 37-41

® Kuehl, Robert O. Disefios de experimentos: Principios estadisticos de disefio y analisis de investigacién. Segunda
edicion. Editorial Thomson Editores S.A. Mexico. 186-19. 2000
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Cox (1984), en el cual se supone que las desviaciones estandar de y son proporcionales a
alguna potencia de la media.

A menudo las transformaciones se representan como una escalera de exponentes, frase
que se origino en el analisis exploratorio de datos (Tukey, 1977).

2. Andlisis de varianza: (ANOVA) lo indica que el experimento funciono o no

La representacion de ANOVA para un disefio de experimento factorial de 2 factores esta dada por el
siguiente modelo:

Yig =K+ T, +B;

(TP gy

o ) . » A
Donde el término (TB)U es el efecto de la interaccion entre el factor A y el factor B, y - 1k es la
respuesta observada cuando el factor A esta en el nivel i y el factor B estan en el nivel j para la réplica k.

Suma de
cuadrados tipo Media
Origen i gl cuadratica F Sig.

Modelo corregido 3243,126° 3 1081,042 136,684 ,000
Interseccion 202646,629 1 202646,629 25622,093 ,000
Escaldado 645,333 1 645,333 81,594 ,000
liofilizado 2572,248 1 2572,248 325,228 ,000
Escald * liofil 25,544 1 25,544 3,230 ,110
Error 63,272 8 7,909

Total 205953,027 12

Total corregida 3306,398 11

a. R cuadrado = ,981 (R cuadrado corregida = ,974)

3. ldentificar cuales son los niveles de los factores que producen la mayor cantidad de Acido L —

Ascorbico

Conservacion por liofilizacion

Variable dependiente: Contenido de L - AA (mg/100 g de producto)

Conservacion por

Intervalo de confianza 95%

liofilizacion Media Error tip. Limite inferior Limite superior
NO 137,284 1,148 134,637 139,932
Sl 122,618 1,148 119,970 125,265




Conservacion por escaldado

Variable dependiente: Contenido de L- AA (mg/100 g de producto)
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Conservacion por
escaldado

Intervalo de confianza 95%

Media Error tip. Limite inferior Limite superior

No escaldado
Escaldado

144,592 1,148 141,944
115,310 1,148 112,662

147,239
117,958

Concervacion por liofilizacion

no si

160,000

150,000

140,000

130,000

120,000

110,000

100,000

==
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160,000
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Cont de vit. C (mg/g de prod) Cont de vit. C (mg/g de prod)
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Anexo 12. Analisis Exploratorio de la POD Contenido en el Brécoli

Grafica de probabilidad de pero
Normal - 95% de IC
9 Media 116,1
Desv.Est. 133,7
5. N 8
AD 0,942
90 Valor P 0,009
80
2, 70+
8 60
S 50
O 40
& 3
204
10
5
14 T " T T T
-500 -250 0 250 500 750
pero

La variable POX contenido en el brécoli, tiene distribucion aproximadamente normal, con una media de
116.1 mg/mL, CV (descripcion) = 115.15. Altisimamente heterogéneo debido a que se encuentra afectado
a los tratamientos de conservacion, lo que era de esperarse dentro los resultados.

Resumen para pero
Prueba de normalidad de A nderson-Darling
A-cuadrado 0,94
Valor P 0,009
Media 116,10
Desv .Est. 133,73
Varianza 17883,60
/‘ Sesgo 1,20615
Kurtosis -0,34128
/ N 8
1 P
Minimo 10,59
ler cuartil 16,51
S~ Mediana 63,31
3er cuartil 267,91
0 100 200 300 Maximo 326,95
Intervalo de confianza de 95% para la media
1 1 — 4,30 227,90
Intervalo de confianza de 95% para la mediana
10,63 325,98
Intervalo de confianza de 95% para la desviacién estandar
Intervalos de confianza de 95%
88,42 272,18
Media{ | . {
Mediana I 2 I
0 100 200 300

La gréfica, (resumen) confirma lo dicho anteriormente y ademas el box- plot refleja un fuerte sesgo
positivo, este es producido por los tratamientos lo que se aclarara mas adelante.
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Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Conservacion
por liofilizacion | Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Contenido de sin liofilizar ,306 4]. 734 4 ,027
Peroxidasa (mg/ml)
Liofilizado ,306 4. , 735 4 ,028

a. Correccion de la significacién de Lilliefors

La tabla anterior, resume los resultados de la prueba de normalidad segin Kolmogorov y Shapiro; ambas
confirman que el contenido de peroxidasa tiene distribucién normal, es decir que se puede aplicar el
modelo factorial completo sin restricciones.

Conservacion por liofilizacién Estadistico

Contenido de | sin liofilizar | Media 209,74275
Peroxidasa Intervalo de confianza Limite inferior -4,66453
(mg/ml) para la media al 95% Limite superior 424,15003
Desuv. tip. 134,743690

Minimo 92,182

Maximo 326,953

c.v 0.64

Liofilizado Media 22,45050

Intervalo de confianza Limite inferior ,69396

para la media al 95% Limite superior 44,20704

Desuv. tip. 13,672841

Minimo 10,591

Maximo 34,448

c.v 0.61

Obsérvese que el proceso de liofilizacion no modifica la homogenidad de la concentracién de POD

Conservacién por escaldado Estadistico

Contenido Sin escaldar | Media 180,36150
ngoxidasa Intervalo de. confianza Lim!te inferipr -88,02736
(mg/ml) para la media al 95% Limite superior 448,75036
Desv. tip. 168,66827

Minimo 34,134

Maximo 326,953

C.V. 0.94

Escaldado Media 51,83175

Intervalo de confianza Limite inferior -23,91699

para la media al 95% Limite superior 127,58049

Desv. tip. 47,604098

Minimo 10,591

Maximo 93,925

C.V. 0.92
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Conservacion por Conservacion por Media Desviacion tipica
escaldado liofilizacion
Sin escaldar sin liofilizar 326,43200 0,736805
Liofilizado 34,29100 0,222032
Total 180,36150 168,668270
Escaldado sin liofilizar 93,05350 1,232487
Liofilizado 10,61000 0,026870
Total 51,83175 47,604098
Total sin liofilizar 209,74275 134,743690
Liofilizado 22,45050 13,672841
Total 116,09663 133,729578

MODELO FACTORIAL COMPLETO. SE CUMPLE
CONSECUENTE SE PUEDE PROSEGUIR CON EL ANOVA

LOS SUPUESTOS DE NORMALIDAD Y POR LO

ANOVA para la Actividad Peroxidasa

Suma de Media
Origen cuadrados tipo 111 al cuadrética F Sig.

Modelo corregido 125183,088° 3 41727,696 79032,478 ,000
Interseccion 107827,411 1 107827,411 204225,688 ,000
liofil 33039,793 1 33039,793 62577,544 ,000
Escald 70156,774 1 70156,774 132877,302 ,000
liofil * Escald 21986,521 1 21986,521 41642,587 ,000
Error 2,112 4 ,528

Total 233012,610 8

Total corregida 125185,200 7

a. R cuadrado = 1,000 (R cuadrado corregida = 1,000)

Contrast Results (K Matrix)

Variable dependiente
Contenido de Peroxidasa
Contraste de diferencias Conservacion por escaldado (mg/ml)
Nivel 2 - Nivel 1 Estimacion del contraste -128,530
Valor hipotetizado 0
Diferencia (Estimado - Hipotetizado) -128,530
Error tip. ,514
Sig. ,000
Intervalo de confianza al 95 % Limite inferior -129,956)
para la diferencia Limite superior -127,103]

En la tabla se observa que el contenido de POD cuando se escalda, el intervalo de confianza, el proceso de
escaldado afecta fuertemente la concentracion de POD en el brécoli, llegando a reducir el contenido
promedio cerca de 130 mg/mL, valores que flucttan entre 127 y 125 mg/mL
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Suma de Media
Origen cuadrados gl cuadratica F Sig.
Contraste 33039,793 1 33039,793 62577,544 ,000
Error 2,112 4 ,528

Confirma lo dicho en la tabla anteriormente.

Comparaciones por pares

Variable dependiente: Contenido de Peroxidasa (mg/ml)

Intervalo de confianza al 95 %
para la diferencia®

(lNConservacién (J)Conservacion | Diferencia de

por escaldado por escaldado medias (I-J) Error tip. Sig.? | Limite inferior | Limite superior
Sin escaldar  Escaldado 128,530* ,514 ,000 127,103 129,956
Escaldado Sin escaldar -128,530° ,514 ,000 -129,956 -127,103

Basadas en las medias marginales estimadas.
*. La diferencia de medias es significativa al nivel ,05.

a. Ajuste para comparaciones multiples: Diferencia menos significativa (equivalente a la ausencia
de ajuste).

Estimaciones

Variable dependiente: Contenido de Peroxidasa (mg/ml)

» Intervalo de confianza 95%
Conservacion

por liofilizacién | Media Error tip. | Limite inferior | Limite superior

sin liofilizar 209,743 ,363 208,734 210,751

Liofilizado 22,451 ,363 21,442 23,459

Comparaciones por pares

Variable dependiente: Contenido de Peroxidasa (mg/ml)

Intervalo de confianza al 95 % para
(NConservacié (J)Conservacio la diferencia®
n por n por Diferencia de
liofilizacion liofilizacion medias (I-J) Error tip. Sig.? Limite inferior |Limite superior
sin liofilizar Liofilizado 187,292 ,514 ,000 185,866 188,719
Liofilizado sin liofilizar -187,292 ,514 ,000 -188,719 -185,866

Basadas en las medias marginales estimadas.

*, La diferencia de medias es significativa al nivel ,05.
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Variable dependiente: Contenido de Peroxidasa (mg/ml)
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(NConservacié (J)Conservacié

Intervalo de confianza al 95 % para
la diferencia®

n por n por Diferencia de

liofilizacion liofilizacion medias (I-J) Error tip. Sig.? Limite inferior |Limite superior
sin liofilizar Liofilizado 187,292" ,514 ,000 185,866 188,719
Liofilizado sin liofilizar -187,292" ,514 ,000 -188,719 -185,866

Basadas en las medias marginales estimadas.

*, La diferencia de medias es significativa al nivel ,05.

a. Ajuste para comparaciones multiples: Diferencia menos significativa (equivalente a la ausencia de

ajuste).
Sumade
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Contraste 70156,774 1 70156,774 132877,302 ,000
Error 2,112 4 ,528

Variable dependiente: Contenido de Peroxidasa (mg/ml)

3. Conservacion por escaldado * Conservacion por liofilizacion

L. L, Intervalo de confianza 95%
Conservacion Conservacion
por escaldado por liofilizacién Media Error tip. Limite inferior Limite superior
Sin escaldar sin liofilizar 326,432 ,514 325,005 327,859
Liofilizado 34,291 514 32,864 35,718
Escaldado sin liofilizar 93,054 ,514 91,627 94,480
Liofilizado 10,610 ,514 9,183 12,037
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Anexo 13. Andlisis exploratorio para validar los datos de la cinetica de liofilizacion

1. Diagrama de dispersion de la fraccion de agua retirada (Y) vs. el tiempo de exposicion (X).

Normal esperado

Grafico Q-Q normal de Fracclon agua retirada

2. Resumen estadistico:

T

Valor observado

|Estadistico

Media 0,6276
Intervalo de confianza parala  Limite inferior ~ ]0,5459
media al 95% Limite superior 10,7093
y . Media recortada al 5% 0,6276
|Fraccion agua retirada .
Mediana 0,6399
Desv. tip. 0,2416
Asimetria -0,294
Curtosis -1,364
3. Tabla de normalidad
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Fraccion agua retirada 0,166 36 0,014 0,914 36 ,008

a. Correccion de la significacion de Lilliefors




4.

5.

6.

Diagrama de cajas:

1000

5,001

Estadistico descriptivo:

Frechsn ixpu o s

Estadisticos descriptivos

Media Desviacion tipica N
Fraccién agua retirada 0,6276 0,2416 36
Tiempo (Horas) 16,11 11,705 36

Modelo de la regresion Lineal:

Resumen del modelo

Modelo R R cuadrado R cuadrado Error tip. de la
corregida estimacion
1 0,957% 0,916 0,914 0,07084

a. Variables predictoras: (Constante), Tiempo (horas)
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Modelo Coeficientes no estandarizados Coeficientes t Sig.
tipificados
B Error tip. Beta
(Constante) 0,3092 0,02027 15,250 0,000
Tiempo (Horas) 0,0198 0,00102 0,957 19,315 0,000

Prueba de ANOVA

a. Variable dependiente: Fraccion agua retirada

Modelo de regresion lineal:
Y =0.3092 + 0.0198 t

Para mostrar el efecto de la covariable se corre el modelo y la ANOVA muestra que por ser el valor
sefialado es grande los efectos de los tratamientos se rechazan, 1o que no es cierto porque, hay
variacion de la fraccién de agua retirada a través del tiempo

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Fraccion agua retirada

Origen Suma de gl Media cuadrética F Sig.

cuadrados tipo

i

Modelo corregido 8,314% 1 8,314 0,338 0,565
Interseccion 5803,900 1 5803,900 235,712 0,000
Tratamiento 8,314 1 8,314 0,338 0,565
Error 837,176 34 24,623
Total 6649,390 36
Total corregida 845,490 35

a. R cuadrado =,010 (R cuadrado corregida = -,019)

MODELO CON COVARIABLE (TIEMPO). Se rechaza al 6% en el estado. Ambos procesos son iguales
la diferencia de fraccion agua retirada es igual.
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Anexo 14. Anélisis exploratorio para validar los datos del modelo matematico Vs.
Fresco liofilizado

1. Diagrama de dispersion de la fraccion de agua retirada (Y) vs. el tiempo de exposicion (X).

Normal esperado

2. Resumen estadistico:

Grafico Q-Q normal de Fracclon agua retirada

T

Valor observado

Estadistico
Media 0,5630
Intervalo de confianza para  Limite inferior 0,4226
la media al 95% Limite superior 0,7034
i . Media recortada al 5% 0,563
Cantidad agua retirada )
Mediana 0,6230
Desv. tip. 0,3001
Asimetria -0,593
Curtosis -0,700
3. Prueba de normalidad:
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Cantidad agua retirada 0,120 20 0,200 0,931 20 0,164

*, Este es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de la significacion de Lilliefors




4. Diagrama de cajas:

20,00

15004

10007

5. Estadistico descriptivo:

T
Cardad agua retrads

Estadisticos

descriptivos

Variable dependiente: Cantidad agua retirada

Estado Media Desviacion tipica N
ca calculado 0,5414 0,3059 10
ca real 0,5846 0,3090 10
Total 0.5630 0,3075 20
6. Modelo de la regresién lineal:
Resumen del modelo
Modelo R R cuadrado R cuadrado Error tip. de la
corregida estimacion
1 0,902° 0,813 0,802 0,1332

a. Variables predictoras: (Constante), Tiempo (horas)
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Modelo Coeficientes no estandarizados Coeficientes t Sig.
tipificados
B Error tip. Beta
(Constante) 0,2435 0,0468 5,201 ,000
! Tiempo (horas) 0,022 0,0024 0,902 8,850 ,000

a. Variable dependiente: Cantidad agua retirada

6.1 Curva de regresion ajustada: (brocoli fresco liofilizado Vs. Modelo matemético)

Modelo de regresion lineal:
Y =0.2435 + 0.022 t

Fraccion de agua retirada

1.00 -

o o
[en) (0]
o o
1 1

(g H,0/100 g s.5)
o
S
o

y =0.022x + 0.2435

0.20 - R?2=0.8131
2
000 ‘ T T T T T 1
0 10 15 20 25 30 35
Tiempo (Horas)
7. Prueba de ANOVA:
Pruebas de los efectos inter-sujetos
Variable dependiente: Cantidad agua retirada
Origen Suma de al Media F Sig.
cuadrados tipo Il cuadratica
Modelo corregido 5,319° 1 5319| 0,138 0,714
Interseccion 2573,863 1 2573,863| 67,014 0,000
Estado 5,319 1 5319| 0,138 0,714
Error 691,345 18 38,408
Total 3270,527 20
Total corregida 696,664 19

a . cuadrado =0 ,008 (R cuadrado corregida = -0,047)
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Anexo 15. Anélisis exploratorio para validar los datos del modelo matematico Vs.

escaldado liofilizado

1. Diagrama de dispersion de la fraccion de agua retirada (Y) vs. el tiempo de exposicion (X).

Normal esperado
1

2. Resumen estadistico:

Grg‘ﬁco O-Q prormalrdg (;antidaqidgiaguaireﬁrawda

Valor observado

Estadistico
Media 0,5558
Intervalo de confianza para ~ Limite inferior 0,4057
la media al 95% Limite superior 0,7059
. ) Media recortada al 5% 0,5280
Cantidad de agua retirada .
Mediana 0,5846
Desv. tip. 0,3208
Asimetria -0,462
Curtosis -1,190
3. prueba de normalidad:
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Cantidad de agua retirada 0,184 20 0,076 0,876 20 0,015

a. Correccion de la significacion de Lilliefors




4.

5.

6.

Diagrama de cajas:

Estadistico descriptivo:

0,00

10,00

T
Calidid 8 g eliada

Estadisticos descriptivos

Variable dependiente: Cantidad de agua retirada

Estado Media Desviacion tipica N
ca calculado 0,5665 0,3485 10
careal 0,5450 0,3091 10
Total 0,5558 0,3288 20
modelo de regresion lineal:
Resumen del modelo
Modelo R R cuadrado R cuadrado Error tip. de la
corregida estimacion
1 0,922° ,0,851 0,842 0,1272

a. Variables predictoras: (Constante), Tiempo (Horas)
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Modelo Coeficientes no estandarizados Coeficientes t Sig.
tipificados
B Error tip. Beta
(Constante) 0,2064 0,044 4,617 ,000
1
Tiempo (Horas) ,0,0241 0,0023 0,922 10.137 ,000
a. Variable dependiente: Cantidad de agua retirada
Modelo de regresion lineal:
Y =0.2064 + 0.0241 t
6.2 Curva de regresion ajustada: (brécoli escaldado - liofilizado Vs. Modelo mateméatico)
1.00 -~
s L g
® 0.80 -
=y
¢
8 2 0.60 -
W O
©
o
< Q,0.40 -
:g :Eo y =0.0241x + 0.2064
S~ 020 - R?=0.851
o .
0.00 ‘ T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (Horas)
7. prueba de ANOVA:
Pruebas de los efectos inter-sujetos
Variable dependiente: Cantidad de agua retirada
Origen Suma de gl Media F Sig.
cuadrados tipo cuadratica
i
Modelo corregido 0,764 1 0,764 0,016 0,900
Interseccion 2656,282 1 2656,282 56,513 0,000
Estado 0,764 1 0,764 0,016 0,900
Error 846,048 18 47,003
Total 3503,094 20
Total corregida 846,812 19

a. R cuadrado =0,001 (R cuadrado corregida = -0,055)



