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RESUMEN

Los mercados actuales demandan mayor vida util de los alimentos sin haber
alterado sus propiedades nutritivas y fisicoquimicas, razon por la cual se busco la
inactivacion parcial de la enzima peroxidasa (POD) en brocoli (Brassicaoleracea
L), por ser una hortaliza de mucha importancia para la canasta familiar. En la
inactivacion se utiliz6 como tratamientos térmicos aire caliente e inmersion en
agua, los cuales mantuvieron las caracteristicas del producto, se inactivd
parcialmente la enzima POD; los tratamientos se aplicaron realizando una
combinacién de temperaturas y tiempos de acuerdo al disefio experimental. Para
determinar si el tratamiento fue eficiente se cuantifico la actividad de la enzima
residual y cantidad de clorofila para determinar la degradacién de esta debido a la
temperatura, por método espectrofotometrico. Se pudo determinar que el mejor
tratamiento fue el realizado con aire caliente a 55°C por 3 horas, donde se
presentd mayor reduccion en la actividad enzimatica con una actividad de la
enzima residual del 11%, y con resultados aceptables con inmersién en agua con
una combinacion de 54°C por 10 minutos con una actividad de la enzima residual
del 18%. El tratamiento por aire caliente evitd el amarillamiento, sin alterar el color
propio del brocoli (Brassicaoleracea L) variedad Legacy durante 8 dias, con una
degradacion durante el tiempo de clorofila a del 9,6 % y de clorofila b del 7,9 %,
ademas presentd un 3,8 % de reactivacion enzimatica expresada como cantidad
de proteina y un 53,5 % expresado como actividad de la enzima residual. Luego
del tratamiento por inmersion en agua durante el almacenamiento al ambiente
presentd una reactivacion de la enzima residual del 40 % y del 46,4 % expresado
como cantidad de proteina, ademas una degradacion de clorofila a del 6,7 % y de
clorofila b del 17,2 %.

Palabras claves: peroxidasa, brocoli, tratamientos térmicos, proteina, clorofila,
enzima



ABSTRACT

The current markets demand longer life of foods without having altered their
nutritional and physicochemical, reason by which people seek because partial
inactivationof the enzymeperoxidase (POD) in broccoli(Brassicaoleraceal),
because it is a vegetableof great importance tothe familiarbasket.Itheinactivationis
used as thermal treatmentand immersion inwater, whichretain the characteristicsof
the product,and alsopartiallyinactivatethe enzymePOD, thetreatments are
appliedbya combinationof temperatures andtimes accordingto experimental design.
To determine if treatmentis effectiveis
measuredspectrophotometricallytheresidualenzyme activityandamount of
chlorophyllto determinethedegradation of this tothe temperature. You can
determinethebest treatment isperformedwith hot air at55 °Cfor 3 hours, where
presents greater reduction inenzyme activity witharesidualenzyme activityof
11%,andacceptable results with waterimmersionand a combinationof 54 °Cfor
10minutes with aresidualenzyme activityof 18%.Thehot
airtreatmentpreventedyellowing,without altering the color of broccoli (Brassica
oleracea L.) variety Legacy during 8days,during the timedegradationof chlorophyll
aof 9.6%and7.9%chlorophyllb. Alsopresented a3.8% enzymatic
reactivationexpressed as an amount ofenzymeprotein and53.5%expressed
asresidualenzyme activity.After treatmentby immersion in waterduring the
storageenvironment  presenteda revivalof the enzymeresidualof 40%
and46.4%expressed asamountof protein, Besidesa degradation of6.7%chlorophyll
aand chlorophyllb17.2%.

Keywords:peroxidase, broccoli, heat treatment, protein, chlorophyll, enzyme.



INTRODUCCION

El brocoli (Brassicaoleracea L), es una hortaliza que en la udltima década ha
presentado una expansion notable en la produccion. Es una de las hortalizas que
presenta mayores pérdidas de producto, debido a un manejo post-cosecha
deficiente, la cual presenta un deterioro ocasionado por la enzima peroxidasa
(POD), evidenciado en el deterioro en los floretes de brocoli, presentando
coloraciones amarillentas y pigmentacion en tonalidades de color negro.

El brocoli (Brassicaoleracea L), es un producto cuya comercializacion se realiza en
fresco y congelado. Segun la FAO (2005) el total de exportaciones realizadas
fueron de 946.700 toneladas métricas (TM), casi un 62% de las importaciones
mundiales de brocoli son de Estados Unidos. Los paises que ademas se destacan
como principales importadores son: Reino Unido (29%), Alemania (15%) y Francia
(9.12%). Donde el principal exportador a Estados Unidos es México, con una
produccion de 164.674 TM/afio(ORGANIZACION DE AGRICULTURA Y
ALIMENTOS, 2005).

El brécoli es una de las verduras que presenta una actividad alta de POD, en
comparacion con otros productos como el rabano picante, y esta es una hortaliza
econdmicamente importante para el consumidor y la industria, por esta razén se
ha realizado estudios donde se describe el procedimiento y la purificacién de la
peroxidasa, utilizando un método donde se involucra el calor para la inactivacion
de esta (Forsythet al., 1998).

La actividad de la peroxidasa es bien conocida por mostrar un aumento del
envejecimiento de la planta. La degradacion de clorofila seria posiblemente una
accion fisiolégica importante donde participa la peroxidasa. Como la degradacion
de la clorofila probablemente se produce en el cloroplasto, la localizacion de la
peroxidasa degradante de clorofila en el cloroplasto sigue siendo objeto de estudio
(Naokiet al., 2004).

La inactivacion de las enzimas se utiliza ampliamente en la preservacién de
alimentos, es deseable que no haya actividad enzimatica, pero las enzimas son
desnaturalizadas por aplicacion prolongada de calor, si esto sucede se podria
producir una desorganizacion total de la estructura de la macromolécula y cambios
en el color de la clorofila o de los carotenoides, o el pardeamiento de los
alimentos, llevando a alteraciones en sus propiedades sensoriales, de textura y
nutricionales (Cruzet al., 2006).

Diversos tratamientos térmicos como aire caliente, vapor de agua o agua caliente,
se han investigado para mantener la calidad de los productos hortofruticolas y
retardar la pérdida de clorofila en los floretes de brécoli (Funamotoet al.,
2006).Lurie, (1998), comenta que la inmersidn en agua caliente a 43-55°C durante



10 minutos retarda el amarillamiento de brécoli. Funamotoet al., (2002),
encontraron que la actividad de las enzimas degradativas de clorofila, como la
Chlperoxidasa, Chl oxidasa y la clorofilasa, se redujo por la aplicacion de un
tratamiento térmico a 50 °C durante 2 h junto con una inhibicién delamarillamiento
de los floretes.

Es bien sabido que la peroxidasa puede recuperar su actividad después del
tratamiento térmico. Muchos estudios han revelado que la peroxidasa después de
Su reactivacion puede causar un deterioro significativo en la calidad de alimentos
procesados(Thongsook and Barret,2005 (a)).

En la utilizacién del tratamiento por inmersion en agua caliente se ha observado
una reduccion efectiva en la coloracion amarillenta de floretes de brécoli
almacenados (Woolfand Ferguson, 1996; Fukumotoet al., 2002). EIl problema que
presenta este método es el riesgo de sumergir los productos en un tanque de
agua extremamente contaminado.

El aire caliente es un sistema de escaldado que opera con aire caliente. El cual se
programa a diferentes temperaturas segun el grado de escaldado del producto. Se
ha observado que este sistema provee un escaldado méas eficaz y al mismo
tiempo delicado, comparado con métodos como el de inmersion en agua (LINCO
journal, 2004)

Describir el procedimiento de inactivacion, extraccion y cuantificacion
espectrofotométrica de la enzima POD en brécoli (Brassicaoleracea L) variedad
Legacy, antes y después del tratamiento con aire caliente e inmersidon en agua,
conservando las caracteristicas deseables del producto.



1. IDENTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En Colombia, el cultivo de brdcoli ha tenido un importante incremento en el area
cultivada, pasando de 4 Ha en 1997 a 796 Ha en 2008, lo que significa un
incremento de 61.8 % anual, los principales departamentos productores son;
Antioquia, Cundinamarca, Norte de Santander y Narifio, el rendimiento promedio
por ha es de 18.8 ton, comparado con Ecuador que se encuentra entre los 10
principales exportadores de este producto a nivel mundial (MADR, 2008; SICA,
2004).

El brocoli fresco se deteriora rapidamente luego de su cosecha, debido
principalmente a su contenido enzimatico POD, y al amarillamiento de sus floretes,
cuando se almacena a temperatura ambiente. Ya que el brocoli recién cosechado
estd compuesto por tejidos inmaduros, las inflorescencias muestran rapida
senescencia y degradacion de clorofila (Fingeret al., 1999).

Segun Yoshioet al., (2003), la POD esta involucrada en la degradacion de la
clorofila y es responsable del cambio de coloracion, evidenciado por el
amarillamiento y la aparicion de pigmentos marrones y negros.

La peroxidasa (POD) se ha vinculado con cambios en la coloracion de frutas y
hortalizas, degradacion de compuestos fendlicos con importante valor
antioxidante, pérdida de aroma y ademas es utilizada comunmente como un indice
del adecuado blanqueamiento debido a su alta concentracion en los tejidos
vegetales (Narvaez, 2008). También ha sido ampliamente usada como indicadora
de efectividad del escaldado por su alta tolerancia a tratamientos térmicos;
muchos estudios utilizan la enzima POD como indicador del tratamiento térmico
aplicado(Anthonet al., 2002; Duarte-Vasquezet al., 2003; Polataet al., 2009;
Soysalet al., 2005; Thongsooket al., 2005).

La aplicacion de tratamientos térmicos para preservar alimentos es una técnica
muy antigua de uso comun en la actualidad. Se basa en la destruccién térmica de
enzimas, formas vegetativas de microorganismos, y estructuras de reproduccion
como esporas, con el fin de prolongar la vida atil de los alimentos por varios dias
(Silvaand Gibbs, 2004).

El brocoli (Brassicaoleracea L) variedad Legacy es un vegetal de importancia
econdmica para elconsumidor y la industria alimentaria, Por ello, se considera
importante realizar un estudio de inactivacion enzimatica de POD en floretes de
brécoli, ya que este puede constituirse como alternativa para mantener la
calidad,mejorar métodos de conservacion y de esta forma hacer notable la vida util
del producto.
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2. JUSTIFICACION

A nivel mundial, la demanda de brocoli es bastante amplia, sobre todo por parte
Estados Unidos, Japdn y paises de la Unién Europea; esta demanda es suplida en
gran parte por México y Ecuador, que son paises sobresalientes en la exportacion
de brocoli (Moreno, 2008).

En el departamento de Narifio, el cultivo de brécoli es una actividad aun incipiente,
con un area cultivada de 41 Ha y una produccion anual de 543 toneladas, que
equivalen e una participacion del 3.66% en el total del pais. Las principales zonas
productoras se encuentran en los municipios de Gualmatan Ipiales y Pasto. Se
destaca por ser un cultivo de ciclo corto, que genera mano de obra familiar y se
cultiva en pequefas extensiones o parcelas(MADR, 2008).

El amarillamiento (pérdida de color verde), es un factor clave en la disminucion de
la vida util de los productos hortofruticolas. En brocoli, el amarillamiento de los
floretes es la principal limitante de su vida atil(Funamotoet al., 2006).

Entre los agentes causales de este deterioro se encuentra la enzima peroxidasa
(POD). Ademés de tener un importante papel en la fisiologia de las plantas, estas
enzimas son de gran interés en la tecnologia de alimentos, debido a su influencia
sobre la calidad de frutas y vegetales crudos y procesados (Morales-Blancas et al.,
2002; Robinson, 1991).

También se ha recalcado la relacion entre la prevencion del desarrollo de sabores
residuales y la inactivacion de la enzima POD en alimentos congelados(Ndiayeet
al., 2009).

Segun Yoshioet al., (2003), la Peroxidasa esta involucrada en la degradacion de la
clorofila responsable del cambio de coloracion, evidenciado por el amarillamiento y
la aparicién de pigmentos marrones y negros.

En los dltimos afios se ha visto incrementado el consumo de brécoli congelado,
debido a los cambios de habitos de los consumidores de las grandes ciudades. El
brécoli congelado necesariamente requiere de una etapa de escaldado durante su
procesamiento, siendo una etapa critica para la optimizacion de la calidad
nutricional y sensorial del producto(Gallardo, 2004).

Bahceciet al., (2005), afirman que en los vegetales que son refrigerados o
congelados sin tratamiento térmico previo, las enzimas son causantes del
deterioro debido a que los sistemas enzimaticos permanecen activos aun a
temperaturas inferiores a cero.

Es necesario aclarar que todos estos tratamientos se han aplicado a las
variedades de brocoli de importancia comercial en Europa, principalmente la
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variedad Itélica, de amplia difusion en los paises de ese continente. Sin embargo,
no se encuentran reportes de investigacion con la variedad Legacy que es la que
actualmente se esta cultivando con miras a producciones representativas en el
departamento de Narifio.

Por lo expuesto anteriormente, se considera de especial importancia esta
investigacion, como contribucion a la agroindustria regional, dado que se podria
obtener dos tratamientos térmicos: uno para aplicaciéon a nivel de finca, de utilidad
para los productores que deseen enviar aquellos productos que no cumplan con
las normas de la empresa al mercado en fresco y otro para procesamiento
industrial, con resultados adecuados a su producto y variedad.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la efectividad de dos tratamientos térmicos en la inactivacion parcial de la
enzima Peroxidasa en floretes de brocoli (Brassicaoleracea L), variedad Legacy,
permitiendo extender su vida comercial.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v/ Cuantificar la accién de la enzima peroxidasa en brocoli (Brassicaoleracea L),
variedad Legacy, antes y después de la aplicacion de los dos tratamientos
térmicos.

v' Determinar la cantidad de proteina presente en el extracto enzimatico de
brocoli (Brassicaoleracea L), variedad legacy.

v' Determinar el tratamiento 6ptimo que permita el mayor tiempo hasta el

amarillamiento de floretes de broécoli (Brassicaoleracea L), variedad Legacy en
condiciones ambiente.
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4. MARCO TEORICO

4.1. BROCOLI

Legacy es un hibrido de brécoli con planta de gran vigor y alto potencial de
rendimiento, los tallos son fuertes y practicamente sin ramificaciones laterales, las
cabezas son domos bien formados, de grano liso, por tanto se adaptan muy bien
en mercado fresco o0 para ser procesado. Se adapta aun mejor en regiones de
clima fresco, por lo cual se ha ganado la preferencia de los productores (Seminis,
2009).

La variedad Legacy ha tenido un buen desarrollo en las regiones productoras de
brécoli en Ecuador; la razon principal es que se adapta con excelentes resultados
en zonas altas. Esta variedad se caracteriza por tener una pella bien formada que
permite cortes de tallos relativamente cortos, con floretes (cabezas) de
consistencia firme, de grano pequefo, forma adecuada y un color verde - grisaceo
(SICA, 2004).

Figura 1. Floretes de brocoli (Brassicaoleracea L), variedad Legacy

Fuente: esta investigacion

Segun el CODEX ALIMENTARIUS, en la norma que se aplica al brocoli congelado
rapidamente, debe ser un producto preparado a partir de tallos o vastagos frescos,
limpios y sanos, que se ajusta a las caracteristicas de la especie Brassicaoleracea
L. que han sido clasificados, recortados, lavados y escaldados suficientemente
para lograr una estabilidad adecuada de color y sabor durante los ciclos normales
de comercializacion, destinados al consumo directo (CODEX ALIMENTARIUS.,
1981)

El cultivo de hortalizas se encuentra ampliamente difundido a lo largo de
Colombia, con una produccién horticola nacional muy heterogénea y dispersa. Se
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cultivan aproximadamente 42 especies, en los diferentes pisos térmicos del pais.
En cada una de las regiones del pais la actividad horticola es muy variada, tanto
por la estructura de sus cultivos, como por sus particulares sistemas de
produccion y por las cantidades de hectareas que se cultivan, y por consiguiente la
importancia econdmica que representa para cada una de ellas(Vallejo, 2004).

El brocoli representa el 2.5% de la superficie cultivada, el 2.9% del volumen total
de produccion, el 6.2% del valor de la produccién y participan con cerca del 10%
del empleo generado en el sector (Rodriguez, 2008).

El brocoli en Colombia genera grandes retos para la agricultura y la investigacion.

En la produccion de brécoli, Colombia tiene un gran potencial debido a su
diversidad agroclimatolégica que permite la produccion continla y escalonada,
gue incluye la aclimatacion de la planta que se puede usar para predecir cosechas
de diferentes condiciones ambientales (Olesen and Grevsen, 2000), y su situacion
geografica cercana a centros grandes de consumo con distribucion por tierra, mar
y aire (Jaramillo, 2000).

Propiedades del brécoli

Las hortalizas son ricas en vitaminas, minerales, fibra, en menor medidaalmidon y
azucares, hecho que explica su bajo aporte calérico. Son fuente indiscutible de
sustancias de accion antioxidante, por todo ello se consideran fundamentales para
la salud e indispensables dentro de la alimentacion y de la industria. (ICBF, 2011,
Alimentacion Sana y Natural, 2007)

El brécoli esta compuesto en su mayoria por agua, por lo que su valor calérico es
muy bajo. Tiene una gran importancia desde el punto de vista nutricional, por su
variedad y cantidad vitaminica, es fuente excelente de vitamina C, acido félico,
niacina, y de provitamina A (beta-caroteno), vitamina B1 y E.

Cuadrol: Andlisis nutritivo y cal6rico, realizado en base a una porcion de 100g de
brécoli.

Humedad 88.90 g
Energia 41 kcal
Proteina 4.00¢g
Lipidos 0.30¢g

Carbohidratos 5.60¢g
Totales
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Sales minerales

Calcio 106.00 mg
Fosforo 137.00 mg
Hierro 1.10 mg

Vitaminas Hidrosolubles

Tiamina 0.07 mg
Riboflavina 0.14 mg

Niacina 0.90mg
Vitamina C 100.00 mg
Vitamina Al 75.00 mg

Vitaminas Liposolubles

Vitamina Al 75.00 mg

Fuente:(ICBF, 2011)

En los dltimos afios, en brocoli se han identificado una serie de elementos
fitoquimicos que sirven en la prevencion de diversos tipos de cancer y otras
enfermedadespor su concentracion de selenioreduce la mortalidad en humanos, lo
cual justifica el creciente interés en su consumo y cultivo, tanto como producto
fresco como congelado(Alimentacion Sana y Natural, 2007;Schrauzeret al., 1997).

El brécoli presenta diversos compuestos entre los que destacan los glucosinolatos,
isotiocianatos, indoles o fibra, fendlicos y antioxidantes entre otros. Muchos de
estos compuestos son azufrados y son responsables del fuerte olor que
desprende esta verdura durante su coccion (Finleyet al., 2001).

4.2. ENZIMAS

Las enzimas son moléculas catalizadoras biolégicas que actian con reacciones
bioguimicas a velocidades altas y con un elevado grado de especificidad, sobre
moléculas denominadas sustratos; en su ausencia, la mayoria de las
transformaciones quimicas requeridas para mantener activas las células tardarian
mucho tiempo en efectuarse o simplemente no procederian(Badui, 1999).
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El sustrato debe reunir ciertas caracteristicas para que pueda ser utilizado como
tal. La especificidad puede ser estereoquimica (isbmeros L o D como sustratos),
baja especificidad (atacan un determinado enlace quimico), especificidad de grupo
(un enlace y grupo quimico especifico al lado de éste) y especificidad absoluta
(una sola sustancia)(Badui, 1999).

La inactivacion de las enzimas se utiliza ampliamente en la industria alimentaria;
en la mayor parte de los casos de preservacion de alimentos, es deseable que no
haya actividad enzimética; si ello ocurriera se podria producir un cambio en el
color de la clorofila o de los carotenoides, o el pardeamiento de los alimentos,
llevando a alteraciones en sus propiedades sensoriales, de textura y nutricionales
(Cruzet al., 2006).

Las isoenzimas constituyen formas moleculares mdultiples de una misma enzima
que catalizan fundamentalmente la misma reaccion, pero difieren en sus
propiedades quimicas, fisicas, estructurales o inmunoquimicas. Su diferencia
radica en la estructura primaria de su proteina, ocurriendo como dimeros o
tetrameros.

Estan constituidas por dos o mas cadenas polipeptidicas o subunidades. Cada
isoenzima de una misma familia puede presentar diferente afinidad por los
sustratos, de modo que la constante de MichaelisMenten (km) y la especificidad
pueden variar, e igualmente ser inhibidas diferencialmente por agentes especificos
y en sus propiedades fisicas y quimicas tales como termoestabilidad, carga
eléctrica y composicion de aminoacidos (Maestre, 2004).

Las enzimas pueden ser desnaturalizadas por varios medios, entre ellos el calor.
La mayoria de las enzimas son, por lo tanto termolabiles y generalmente una
temperatura de 70 a 80 °C durante 2 a 5 minutos basta para inactivarlas. El efecto
desnaturalizante de la temperatura se produce al desorganizar totalmente la
estructura de la macromolécula, provocandole muchos cambios de solubilidad
(coagulacién), color, digestibilidad, entre otros (Cruzet al., 2006).

Las enzimas se encuentran presentes en todos los alimentos en diferentes tipos y
cantidades las cuales van relacionadas con los componentes fisioldégicos del
alimento. La peroxidasa, enzima que se encuentra en mayor proporcion en brocoli
ha sido la base de diferentes estudios realizados los cuales conllevan a mejorar
métodos de conservacion.
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4.2.1. Peroxidasa(POD).La Peroxidasa (POD; EC 1.11.1.7) es una hemoproteina,
monomeérica, glicosilada y contiene un grupo prostético heme, que cataliza la
oxidacion de una amplia variedad de sustratos entre los que se encuentran
fenoles (guayacol, p-cresol), aminas aromaticas (anilina, o-dianisidina), y algunos
otros compuestos organicos en presencia de perdxido de hidrégeno (Carvalhoet
al.,, 2003; Duarte-Vasquezet al., 2003; Polataet al., 2009; Yemeniciogluet al.,
1998).

Figura 2. Estructura de la enzima Peroxidasa

Fuente: bioinformatica.upf.edu/.../Ey/GPXhumanas.html

La POD, principalmente en forma de isoenzima, es una de las enzimas mas
termoestables. Es responsable por desarrollar la oxidacién de electrones en una
gran variedad de compuestos, en presencia de peréxido de hidrégeno.

En las células vegetales la POD se encuentra en isoformas solubles y ligadas
ibnicamente con distintos pesos moleculares, puntos isoeléctricos (pl),
especificidad de sustratos y estabilidad térmica (Forsyth et al., 1999; Forsythet al.,
1998; Polata et al., 2009; Tijskenset al., 1997;Yemenicioglu et al., 1998). Ademas
una fruta puede contener diferentes isoenzimas con puntos isoeléctricos muy
distintos (Estradaet al., 2000). Los mismos autores las clasifican de acuerdo con
Su punto isoeléctrico en acidas y basicas pero Thongsooket al., (2005) reportan
ademas la presencia de peroxidasa basica en brécoli.

La peroxidasa (POD) se ha vinculado con cambios en la coloracién de frutas y
hortalizas, degradacion de compuestos fendlicos con importante valor antioxidante
y pérdida de aroma. (Narvaez, 2008). Ademas, ha sido ampliamente usada como
indicadora de efectividad del escaldado por su alta tolerancia a tratamientos
térmicos.

La POD cataliza la reaccion dependiente de oxigeno utilizando el poder oxidante
del peroxido de hidrogeno que transforma o-difenoles en o-quinonas, estas son
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especies reactivas y capaces de modificar covalentemente un amplio abanico de
especies nucledfilas del interior de las células, que conduce a la formacion de
pigmentos marrones o negros (Duarte et al., 2005; Hansberg, 2002).

Debido a su alta resistencia térmica (termo estabilidad), muchos estudios utilizan
la enzima peroxidasa como indicador del tratamiento térmico aplicado. Ademas,
es utilizada comunmente como un indice del adecuado blanqueamiento de frutas y
vegetales debido a su alta concentracion en los tejidos vegetales(Goncalves et al.,
2009;Polata et al., 2009;Duarte-Vasquez et al., 2003; Anthonet al., 2002;Soysalet
al., 2005;Thongsooket al., 2005).

También se utiliza como indicador en las operaciones de congelacién de frutas y
hortalizas debido a su alta concentracion en la mayoria de tejidos, su alta
estabilidad térmica y facilidad de ensayo(Anthon et al., 2002). Bahceciet al.,(2005)
afirman que los tratamientos térmicos previos a la refrigeracion y congelacion de
alimentos, son necesarios pues los sistemas enzimaticos permanecen activos auln
a temperaturas de congelacion.

Sin embargo, el tratamiento térmico de los vegetales ha llevado también a la
pérdida de caracteristicas deseables como color, textura, flavor y nutrientes. Por
esta razon, es deseable mantener el tratamiento térmico a un minimo suficiente
para inactivar completamente las enzimas, conservando las caracteristicas
deseables del producto.

4.3. CLOROFILA.

Uno de los parametros mas importantes en la calidad de un alimento es su color.
El mismo esta relacionado con la presencia de pigmentos en los tejidos. Uno de
los compuestos responsables del color en los alimentos es la clorofila, relacionada
al color verde en los vegetales(Schmalko et al., 2003).

El término clorofila indica una serie de pigmentos fotosintéticos porfirinicos. Esto
significa que su estructura presenta un esqueleto tetra pirrélico conjugado. Se
encuentra en los tejidos foliares en clorofila a, clorofila b y carotenoides. Las
clorofilas a y b se encuentran en los cloroplastos de las plantas superiores. Dentro
de los cloroplastos las clorofilas se hallan entre una capa de lipidos y proteinas
(Bermudezet al., 1995).

Las clorofilas tienen un atomo de magnesio enlazado centralmente en el anillo
tetrapirrdlico, ademas de un grupo fitolico (cola de 20 atomos de carbono)
esterificado a un grupo propionico en el anillo IV. La clorofila a tiene un grupo
metilo en el anillo 11 y la b un formilo. (Rodés G. et al., 2006)
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Figura 3. Estructura de clorofilas ay b
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Fuente: www.euita.upv.es/varios/biologia/Temas/tema_11.html

Las clorofilas son de color verde, las feofitinas son de color verde pardusco, la
transformacion de las clorofilas en feofitinas se favorece por los tratamientos
térmicos en medio acido(Bermudez et al., 1995).

Para conservar los alimentos se realizan normalmente una serie de tratamientos
térmicos, que producen una disminucién importante de la concentracion de
clorofilas y la correspondiente pérdida de color (Schmalko et al., 2003).

La degradacion de las clorofilas por efecto del calor, crea grandes problemas a la
industria de alimentos. La utilizaciébn de tratamientos a elevada temperatura por
tiempos cortos (HTST), tampoco son muy ventajosos ya que a pesar que se
obtienen colores verdes muy atractivos inicialmente, este se deteriora durante el
almacenamiento(Bermudez et al., 1995).

El calentamiento de materiales que contienen clorofila produce también
isomerizaciones dentro de la molécula, que pueden llegar a afectar hasta el 10%
del contenido en el cocinado normal o en el escaldado de vegetales verdes. Esta
isomerizacion carece de importancia desde el punto de vista alimentario (Calvo,
2009).
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Los floretes de brdcoli se vuelven amarillos durante el almacenamiento debido a la
pérdida de color verde que se produce con la degradacion de la clorofila(Naokiet
al., 1997)
La pérdida de color verde, es un factor importante en la calidad postcosecha. El
florete de brécoli amarillo, es una importante limitacién a la vida atil (Funamotoet
al.,2006).

Los pigmentos son compuestos solubles en solventes no polares y se localizan,
formando complejos pigmento-proteina, en la fase lipidica de las membranas
tilacoidales de los cloroplastos. Por esta razdon los pigmentos no pueden ser
extraidos del tejido foliar con soluciones buffer acuosas pero si con un solvente
organico. La extraccion de tejidos foliares con solventes orgénicos contienen
clorofila a, clorofila b y carotenoides (Rodés G. et al., 2006).

4.4. TRATAMIENTOS TERMICOSDE INACTIVACION ENZIMATICA

Los tratamientos térmicos estabilizan productos porque tienen la capacidad para
destruir microorganismos e inactivar enzimas (Cruz et al., 2006).

Los tratamientos térmicos se utilizan comunmente para inactivar enzimas, sin
embargo, es bien sabido que la peroxidasa puede recuperar su actividad después
del tratamiento. Muchos estudios han revelado que la peroxidasa después de su
reactivacion puede causar un deterioro significativo en la calidad de alimentos
procesados(Thongsook et al., 2005).

Entre los tratamientos térmicos mas usados para inactivar las enzimas y mejorar la
conservacion de los alimentos con minimas pérdidas en su valor nutricional, se
encuentra el escaldado. Se define como una operacién unitaria que consiste en la
inmersién de los alimentos en agua a temperatura de ebullicion durante un tiempo
breve, que conserva los alimentos por inactivacion de sus enzimas y destruccion
de los microorganismos relativamente termosensibles. Se realiza con el fin de
disminuir las poblaciones de microorganismos (90%), y para inactivar las enzimas
gue modifican el sabor y el color de ciertos alimentos (Fernandez, 2004; Mafart,
1994).

El escaldado en brécoli persigue distintos objetivos, uno de ellos es inhibir las
reacciones enzimaticas indeseables, por destruccion térmica de las enzimas
responsables presentes, que en otro caso darian lugar a aromas, sabores o
coloraciones extrafias, provocando un efecto adverso en la calidad y valor nutritivo
del producto (Gallardo, 2004).

El escaldado emplea generalmente temperaturas por debajo del punto de

ebullicién (en cualquier tipo de alimento), ya que en la mayoria de los casos las
temperaturas superiores a este valor afectan irreversiblemente ciertas
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caracteristicas fisicas y quimicas del producto alimenticio; por ejemplo, cambio de
sabor, pérdida de nutrientes por disolucion como sales minerales, vitaminas
hidrosolubles y otros componentes solubles en agua. (Lewis et al., 2004).

El aire caliente es un sistema de escaldado que opera con un flujo controlado de
aire caliente, y este sistema elimina la necesidad de sumergir los productos en un
tanque de agua extremamente contaminado. El aire caliente se programa a
diferentes temperaturas segun el grado de escaldado del producto. Es la
combinacion de aire caliente circulado y vapor saturado, sirve para mantener la
temperatura. Este nuevo sistema provee un escaldado mas eficaz y al mismo
tiempo delicado, comparado con métodos convencionales (LINCO journal, 2004).

4.5. METODOLOGIASPARA INACTIVACION Y DETERMINACION
ENZIMATICA

4.5.1. Obtencion del extracto enziméatico. Varias investigaciones han trabajado
en la obtencion del extracto enzimético de POD en brocoli, el cual se lleva a cabo
a 4 °C con 250 g de floretes de brocoli (Brassicaoleracea L) variedad ltalica,
homogenizados en un procesador de alimentos conbuffer fosfato de potasio 50
mM, pH 6,0. El extracto se filtra a través de gasa y se centrifuga a 12000rpm
durante 15 minutosel filtrado se utiliza como extracto enzimatico (Duarteet al.,
2007; Goncalves et al., 2009; Thongsook et al., 2005; Thongsook et al., 2007).

4.5.2. Medicion de la actividad enzimética de la peroxidasa.La actividad de
POD se estima por la medida del incremento de la absorbancia a 470 nm(Halpin,
et al, 1989), donde se lleva a cabo la oxidacion del guayacol en
tetrahidroguayacol en presencia de peréxido de hidrogeno (Sessa et al., 1981).

La POD posee una alta resistencia térmica y por lo tanto su presencia se utiliza
para monitorear la calidad del tratamiento térmico y en consecuencia, la
estabilidad del alimento procesado (Machado and Saraiva, 2002).

La cinética de inactivacion térmica de la peroxidasa en productos horto-fruticolas
ha sido muy estudiada y esta constituida por dos fases, cada una de las cuales
caracterizada por una cinética de primer orden. Esas dos fases se deben a la
existencia de isoenzimas de diferentes estabilidades térmicas, las cuales pueden
ser labiles o resistentes al calor(Avalloneet al., 2000).

Teniendo en cuenta que la enzima POD esta presente en frutas y hortalizas,
responsable de grandes pérdidas en post-cosecha, por esta razdn se han
realizados diversos estudios para la determinacion de su actividad enzimatica.

la actividad enzimética en sandia fue determinada, en unerlenmeyer de 50 ml
adicionando 20 mL de tampoén fosfato 0,2M, pH 6,0 y 2 mL de extracto
enzimético, luego se llevé a bafio-maria a 25°C hasta estabilizar la temperatura.
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Posteriormente se adiciondé 1 mL de guayacol al 0,5% y 1 mL de H,0, al 0,08%,
se homogenizé rapidamente y se realizé 10 lecturas, una por minuto, en
espectrofotometro a 470 nmutilizandé como blanco la mezcla reactiva sin peroxido
de hidrégeno (Avallone et al., 2000).

La actividad de peroxidasa en hojas de menta se midié por absorbancia a 470 nm
por 20 min, utilizando una solucion de sustrato que contuvo 0.1 ml de guayacol,
0.1 ml de H,0O, al 30% y buffer fosfato de potasio 0.1M pH 6.5. Para las lecturas
se tomo 3.48 ml de la solucion de sustrato y se adicion6 0.12 ml de enzima (Rudra
et al., 2008).

La actividad de POD en Brécoli (Brassicaoleracea L.) variedad Italica se midid
espectrofotométricamente, El extracto enzimatico se mezclé con guayacol y H,O,
como sustrato. Se midié el incremento de absorbancia a 470 nmen un
espectrofotometro UV / Vis, ATl Unicam. La unidad de actividad de la enzima fue
la cantidad de enzima que produce un cambio en la absorbancia por minuto, por
ml de extracto de muestra. La actividad enzimatica se expresd en unidades de
actividad/g de tejido fresco.La actividad enzimética inicial se determind en
muestras de producto fresco(Goncalves et al., 2009).

Segun el Sistema Internacional de Unidades (SI) Se define la unidad de actividad
enzimética (U) como la cantidad de enzima que cataliza la conversion de 1 mol de
sustrato por segundo. Esta unidad se llama katal (simbolo kat), es oficial desde la
212 Conferencia General de Pesos y Medidas de 1999 con resolucién niumero 12
gue dice “se adopta el nombre especifico katal, simbolo kat para el SI, de
unidades mol por segundo para expresar actividad catalitica, especialmente en la
medicina y la bioguimica” y recomienda “que cuando se use el katal, se
especifique el procedimiento de medicién donde se debe identificar el indicador de
reaccion”(IUPAC, 2001)

Como 1 mol son 10° pmoles y 1 minuto son 60 segundos, resulta que 1 katal
equivale a 60 x 10° U. Esta unidad es muy grande, de forma que se utilizan
frecuentemente los submuiltiplos como el microkatal (pkat, 10°kat) o el nanokatal
(nkat, 10%kat)(www.ehu.es).

4.6. METODOLOGIAS PARA CUANTIFICACION DE CLOROFILAS

La clorofila se extrae de 1 g de material vegetal con 5 mL de acetona al 80% en
agua; después de centrifugacion se mide la absorbancia del sobrenadante en una
cubeta de 1cm a 663 y 646 nm, para clorofilas a y b respectivamente. Las
absorbancias se miden en un espectrofotometro. Las concentraciones de clorofilas
se calculan a partir de la Ecuacion 2.

Total chlorophyll (mg L™) = 17.3 (abs 646 nm) + 7.18 (abs 663 nm)  Ecuacion 1
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A partir de estos resultados se determina la clorofila y se expresa como mg kg™ de
peso fresco(Griffiths et al., 1998; Percival, 2000).

Rodés& Collazo,(2006) describen la extraccion de los pigmentos fotosintéticos,
donde se tomoO una muestra de 1 gramo, se macerd con 5 g de arena reactivo y
1,25 g de bicarbonato de magnesio, con el fin de mantener el pH ligeramente
alcalino; se adicion6 acetona al 80% sin sobrepasar los 30 mL y se continué con la
trituracion, se filtro el extracto en un sitio sombreado.

El matraz se enrasé hasta 50 ml con solucion de acetona al 80%, posteriormente
se llevé a centrifugacion a 10,000 rpm por 5 minutos, se tomé el sobrenadante
como extracto fotosintético. La cantidad de clorofila se determin6 por un control de
absorbancia, a una longitud de onda de 663 y 645 nm. La mezcla de reaccion final
contenia 5 ml de extracto fotosintético, previamente diluido 10 veces, se utilizo
acetona al 80% como blanco. La concentracion de pigmentos se calculd mediante
las ecuaciones de Mackinney (1941).

Clorofila a= 12,7A663 — 2,69 A645 Ecuacién 2
Clorofila b= 22,9A645 — 4,68 A663 Ecuacion 3

Donde se expresa la concentracién de clorofila en mg/gr de peso fresco.

4.7. MEDICION DE LA CANTIDAD DE LA PROTEINA PEROXIDASA.

El contenido de proteina se midié utilizando el reactivo Bio-Rad proteina, como
estandar se utilizéalbumina sérica bovina (BSA) en varias concentraciones (0-250
mg/L). El extracto preparado para actividad de POD se diluyd cuatro veces en
buffer. Un volumen de 15 uL de estandar o extracto,250 uL de diluyente (1:5) Bio-
Rad proteina (reactivo) se afiadi6 a cada microplaca de fondo plano EIA. Las
placas se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos antes de la
lectura de absorbancia a 595 nm con un lector de microplacas plus SpectraMax
384. (Fukumoto et al., 2002).

La determinacion de cantidad de la proteina POD, se realizébasandose en el
método de Bradford, como analito se tomo el extracto enzimatico, para realizar la
curva de calibracion se utilizé albumina sérica bovina (BSA) como patron de
proteina, se midi6 la absorbancia a 595nm. (Agostiniet al., 1997; Fernandez-
Trujillo et al., 2003; Duarte-Vasquez et al., 2003; Canoet al., 1996)
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5. DISENO METODOLOGICO

Para evaluar los tratamientos térmicos para la inactivacion de la enzima
peroxidasa fue indispensable establecer unos protocolos de extraccion y
cuantificacion enzimatica, basados en literatura y adecuados a las condiciones de
la muestra de brocoli (Brassicaoleracea L), variedad Legacy, los cuales se
encuentran definidos y se utilizan para llevar a cabo el cumplimiento de los
objetivos de la investigacion.

5.1. PROCEDENCIA DE LA MUESTRA DE BROCOLI

La muestra de brécoli (Brassicaoleracea L), variedad Legacy, utilizada en la
investigacion se obtuvo directamente del canal de comercializacion en el municipio
de Pasto, previamente identificado al proveedor.

5.2. DISENO EXPERIMENTAL

Para la inactivacion de la enzima POD en brdcoli (Brassicaoleracea L), variedad
Legacy, se elaboréun Disefio de composicion central mas puntos estrellas, con
metodologia Superficie de Respuesta el cual se consideran los efectos de 2
factores que influyen sobre las variables de respuesta en 36 corridas. El disefio es
corrido en 3 bloques. El orden de los experimentos es completamente
aleatorizado. Esto aporta proteccion contra el efecto de variables ocultas. El
disefio se aplicopara cada uno de los tratamientos. El andlisis estadistico de los
datos se realiz6 con ayuda del software estadistico STATGRAPHICS
CENTURION XV.

El disefio contiene los siguientes atributos:

Numero de factores experimentales: 2 (Temperatura y Tiempo)

Numero de bloques: 3

Numero de respuestas: 4 (actividad de la enzima residual, concentracion de
clorofila a, concentracion de clorofila b, concentracion de proteina)

Numero de corridas: 36, incluyendo 4 puntos centrales por bloque

Grados de libertad para el error: 28

Aleatorizar: Si
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Cuadro2.Factores experimentales para tratamiento con aire caliente

Factores Bajo |Alto |[Unidades |Continuo
Temperatura |48,0 [55,0 ([°C Si
Tiempo 1,0 |3,0 [Horas Si

Fuente: esta investigacion

Cuadro3. Factores experimentales para tratamiento por inmersion en agua

Factores Bajo |Alto |Unidades |[Continuo
Temperatura |44,0 (54,0 [°C Si
Tiempo 4,0 (10,0 [min. Si

Fuente: esta investigacion

Cuadro4. Variable de respuesta para tratamiento con aire caliente e inmersion en

agua.

Respuestas |Unidades
%AR

Clorofilaa |mg/g
Clorofilab |mg/g
Proteina pg/mi

Fuente: esta investigacion
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Cuadro5: Matriz del disefio para Cuadro6: Matriz del disefio para

escaldado por inmersion en agua. escaldado con aire caliente.
Bloque |Temperatura| Tiempo Bloque |Temperatura| Tiempo
1 49 11,2 1 52 0,5
1 44 10 1 52 2
1 44 4 1 55 3
1 42 7 1 48 3
1 56 7 1 52 2
1 49 7 1 56 2
1 49 7 1 52 2
1 49 7 1 55 1
1 49 7 1 52 3,4
1 54 4 1 52 2
1 54 10 1 48 1
1 49 2,7 1 a7 2
2 49 11,2 2 52 0,5
2 44 10 2 52 2
2 44 4 2 55 3
2 42 7 2 48 3
2 56 7 2 52 2
2 49 7 2 56 2
2 49 7 2 52 2
2 49 7 2 55 1
2 49 7 2 52 3,4
2 54 4 2 52 2
2 54 10 2 48 1
2 49 2,7 2 47 2
3 49 11,2 3 52 0,5
3 44 10 3 52 2
3 44 4 3 55 3
3 42 7 3 48 3
3 56 7 3 52 2
3 49 7 3 56 2
3 49 7 3 52 2
3 49 7 3 55 1
3 49 7 3 52 3,4
3 54 4 3 52 2
3 54 10 3 48 1
3 49 2,7 3 47 2

36



5.2.1. Andlisis estadistico.El analisis de resultados se realizd utilizando la
técnica de analisis de varianza con lo que determino la significancia estadistica de
los factores sobre las variables de respuesta, por medio de:

Cuadro ANOVA

Diagrama de Pareto

Grafica de Efectos Principales
Grafica de interaccion
Superficie de Respuesta

AN N NANAN

5.3. APLICACION DE TRATAMIENTOS TERMICOS.

Para la inactivacion de la enzima PODse utiliz6 temperaturas teniendo en cuenta
los factores que influyen sobre la actividad enzimatica, (previamente comprobado)
y tiempos determinados en base a estudios revisados, que establecen
Temperaturas entre 48 y 55°C y tiempos entre 1 y 3 horaspara tratamiento con
aire caliente y temperaturas entre 44 y 54 °C y tiempos entre 4 y 10 minutos para
tratamiento por inmersion en agua (Cruz et al., 2006; Goncalves et al., 2009; Lewis
et al., 2004; LINCO journal, 2004; Lurie, 1998;Thongsook et al., 2005; Thongsook
et al., 2007)y siguiendo la matriz experimental (Cuadro5 y 6) del disefio
experimental.

La unidad experimental de tratamiento con aire caliente consistié en introducir en
un secador de bandejas FIQ-LTDA - CST-800 (Figura 4) muestras de 15 g de
floretes, en una bolsa perforada de polietileno de alta densidad, con una éarea
superficial de 1000 cm? con 56 perforaciones circulares de 0.5 cm de didmetro,con
el fin de evitar pérdida de peso del producto, luego del tratamiento del producto se
realizd6 el choque térmico con aire frio a -23°C en un congelador LG GC-
P207BSRYV (Figura 5)(Lurie, 1998).

Figura 4. Secador de bandejas FIQ-LTDA - CST-800.

Fuente: esta investigacion
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Figura 5. CongeladorLG GC-P207BSRV.

Fuente: esta investigacion

El tratamiento térmico aplicado de inmersion en agua se realizé de acuerdo a la
literatura consultada y consisti6 en muestras de 15 g de floretes, sumergidos
completamente en un bafio termostatado EYELA N1001S-WD 115V,
posteriormente se realizé el choque térmico en agua con hielo a una temperatura
de 0 °C.(Goncalves et al., 2009; Sanjuanet al., 2000; Schmalkoet al., 2003).

Figura 6.Bafio termostatado EYELA N1001S-WD 115V

Fuente: esta investigacion
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Figura 7. Choque térmico

Fuente: esta investigacion

5.4. OBTENCION DEL EXTRACTO ENZIMATICO.

Para realizar la extraccion de la enzima se utilizé la metodologia planteada por
Duarte et al, (2007) con algunas modificaciones. Las muestras se licuaron en un
procesador de alimentos KALLEY K-HB150 (Figura 8) con buffer fosfato a una
concentracion de 50 mM, pH 6.5 a una relacion de entre buffer y brocoli de 4:1
(mL de buffer:gr de brécoli). Se filtré a través de un lienzo, posteriormente se llevo
a centrifugacién a 10.000 rpm (figura 9.) por 15 minutos a 4°C, utilizando tubos
falcon de 15 mL,; el sobrenadante se utiliz6 como extracto enziméatico (Figura 10).

Figura 8.Procesador de alimentos KALLEY K-HB150

Fuente: esta investigacion
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Figura 9. Centrifuga

Fuente: esta investigacion

Figura 10. Extracto enziméatico

Fuente: esta investigacion

5.5. DETERMINACION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA

La actividad enzimética POD en brécoli se determind por un control en el cambio
de absorbancia, a una longitud de onda de 470 nm(Thongsook and Barrett, (a),
2005).

La actividad enzimatica se determind como el cambio de absorbancia por min
(AAbs/min) bajo las condiciones de ensayo a 25°C. Para calcular el AAbs/min
usando regresion lineal, la actividad enzimatica en porcentaje es el cociente del
cambio de absorbancia por minuto después (S) y antes (SO0) del tratamiento
térmico, (S/ S0) * 100 (Rudra et al., 2008).
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La actividad de la enzima residual (AER) fue determinada como (A/AQ) donde: A =
actividad enzimatica después del tratamiento térmico y AO = actividad enzimatica
antes del tratamiento térmico (Matsui et al., 2007).

%AER = (A/A0) x 100 Ecuacion 1

Una vez obtenido el extracto enzimatico se mantuvo en un ambiente oscuro y a
4°C hasta su cuantificacion espectrofotométrica, para lo cual las cantidades y
concentraciones utilizadas en cada muestra se encuentran en elCuadro7. Segun
el protocolo planteado por Thongsook and Barrett, (a) (2005),con algunas
modificaciones para medicién de POD en brocoli (Brassicaoleracea L) variedad
Legacy.

Cuadro?. Protocolo de cuantificacion.

Reactivos Cantidad
Buffer Fosfato 0,2 M pH 7.0 2300 ul
Guayacol 0,5% 500 pl
Peré6xido de Hidrogeno 0.5% 180 pl
Extracto Enzimatico 20 pl

Fuente: esta investigacion

La determinacion enzimatica se realizé por método espectrofotométrico a una
longitud de onda de 470 nm,en un espectrofotometro THERMO SCIENTIFIC -
GENESYS 10 UV-VIS (Figura 11) durante 40 minutos con intervalos de tiempo de
30 segundos. Como blanco se utilizé los reactivos del protocolo de cuantificacion
reemplazando el extracto enzimético por agua (figura 12)).

Figura 11.Espectrofotometro GENESYS 10 UV-VIS

Fuente: esta investigacion
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Figura 12. Reaccion de POD

Blanco Reaccioén final

Reaccion inicial Reaccioén final

Fuente: esta investigacion

La actividad enzimética se determin6 como el cambio de absorbancia por min
(AAbs/min) bajo las condiciones de ensayo a temperatura ambiente. Para la
actividad residual de POD se hizo uso de la regresion lineal, tomando de la curva
de cinética enzimatica (Grafica 1) obtenida de sus absorbancias en el tiempo, la
parte lineal de la curva, la cual se encuentra en un rango de 0 a 5 minutos de su
actividad enzimética en el tiempo (Grafica 2)

De la regresion lineal se toma la pendiente la cual representa la actividad
enzimatica expresada en kat., la cual es utilizada para calcular el %AER con la
ecuacion 1

Grafica 1. Actividad enzimatica en el tiempo

Fuente: ésta investigacion
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Grafica 2. Tendencia lineal de actividad enziméatica

Fuente: ésta investigacion

Esta grafica indica la relacion lineal que presenta la absorbancia por minuto en los
primeros 4 minutos de reaccion,en la que indica la actividad enzimatica en
katalesde POD en brécoli (Brassicaolerace L) variedad Legacy sin tratamiento; de
la ecuacion lineal se obtiene Ap= 0,2895 que representa la pendiente de la recta;
de la misma forma se toma las graficas de los tratamientos y de ellas se obtiene
las pendientes de las ecuaciones lineales que representan A; estos son los
valores que tomamos para realizar las operaciones en la ecuacion 1y asi obtener
%AER.

5.6. EXTRACCION DE PIGMENTOS FOTOSINTETICOS (CLOROFILA).

Para la extraccion de los pigmentos fotosintéticos se tom6 una muestra de 1
gramo de florete de brécoli (Brassicaoleracea L) variedad Legacy en un mortero;
se maceré con 5 g de arena reactivo y 1,25 g de bicarbonato de magnesio, se
adicion6 acetona al 80% sin sobrepasar los 30 mL y se continuo triturando, se filtrd
el extracto en un sitio sombreado. Se enraso el matraz hasta 50 mL con solucién
de acetona al 80%, posteriormente se llevo a centrifugacion a 10,000 rpm por 5
minutos, el sobrenadante se tom6 como extracto fotosintético (Rodés G. et al.,
2006)
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Figura 13.Extracto de pigmentos fotosintéticos

Blanco Extracto fotosintético

Fuente: esta investigacion

5.7. CUANTIFICACION ESPECTROFOTOMETRICA DE CLOROFILA

La cantidad de clorofila en brocoli se determind por un control en el cambio de
absorbancia, a una longitud de onda de 663 y 645 nm en un espectrofotdmetro
GENESYS 10 UV-VIS es La mezcla de reaccion final contenia 5 ml de extracto
fotosintético, previamente diluido 10 veces, se utilizd acetona al 80% como blanco.

La concentracion de pigmentos se calculé mediante las ecuaciones de Mackinney
(1941), expresando la concentracion de clorofila en mg/g de peso fresco.

5.8. MEDICION DE LA CANTIDAD DE LA PROTEINA PEROXIDASA.

La determinacion de cantidad de la proteina POD en floretes de brécoli
(Brassicaoleracea L), variedad Legacy, se realizé basandose en el método de
Bradford(1976), (Fukumotoet al., 2002)

La mezcla de reaccion contenia 50 pL del estandar de proteina de BSA para la
curva patrén y 50 yL de extracto enzimatico para cada uno de los ensayos,
ademas de 1500 pL de Coomassie G-250 (reactivo de Bradford)
ProteinAssayReagent,  directamente en una cubeta para lectura
espectrofotométrica UV-VIS, la cual se incubo 10 minutos a temperatura ambiente,
posteriormente se midié la absorbancia a 595 nm en un espectrofotometro
THERMO SCIENTIFIC - GENESIS 10 UV-VIS.
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Figura 14. Medicién de POD por método de Bradford

Patr6on BSA Reaccién POD Reaccién POD tto
tto aire caliente inmersion en agua

Fuente: esta investigacion
Curva de calibraciéon de proteina.

Para la cuantificacién de la proteina por el método de Bradford se realizé una
curva de calibraciéon utilizando diluciones de estandar de proteina de albumina
sérica bovina (BSA) de una concentracion de 2000 a 0 pg/mL (Cuadro8) de
acuerdo a lo especificado por el manual del kit para ensayos de proteina
deThermoScientific (2010).

Cuadro8. Diluciones de BSA de 0 — 2000 pg/mL.

Concentracion
pug/mL
0
25
125
250
500
750
1000
1500
2000
Fuente: ThermoScientific (2010)

Las absorbancias se graficaron con su correspondiente concentracién de proteina
obteniendo asi la curva patréon, de una concentracion de proteina de 0 a 2000
pg/mL (Grafica 3)
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Grafica 3.Curva patron de BSA de 0 — 2000 pg/mL.
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Parametros de la Curva: y = 2,797944E-04 x + 0,2215739
Residuos: 0,0583 Coeficiente de Correlacién: 0,96350

Fuente: ésta investigacion

Posteriormente se realiz6 una nueva curva de calibracion en un rango mas
reducido de 800 a 2000 pg/mL, con intervalos de 100 pg/mL, luego de aplicar el
protocolo de medicién espectrofotométrica se obtuvo la Grafica 4, de la cual se
obtuvo la ecuacién 5, que representa la regresion lineal de las diferentes
concentraciones del estandar de proteina con sus respectivas absorbancias y
ademas presenta una correlacion del 98,2 % lo que indica una buen ajuste para
poder realizar un excelente calculo de la proteina.

Y=1,38170E-4x + 0,4793462 Ecuacion 4.

Doénde:
Y=absorbancia
X=concentracién de proteina en ug/mL
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Grafica 4. Curva patron de BSA de 800 — 2000 pg/mL.
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Fuente: esta investigacion
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6. RESULTADOS Y ANALISIS

6.1. TRATAMIENTO POR AIRE CALIENTE.

En elCuadro9se muestran los datos correspondientes a los tratamientos de
acuerdo al disefio estadistico de actividad de la enzima residual de POD calculado
a partir de la ecuacion 1 y expresado en porcentaje, proteina en ug/mL calculado
con la ecuacion 5, Clorofila a en mg/g calculado con la ecuacion 3 yClorofila b en
mg/g calculado con la ecuacion 4.

Cuadro9. Resultados del disefio experimental

Temperatura | Tiempo | %AER Clorofila a Clorofila b Proteina
mgl/g mg/g ug/mil

Sin tratamiento 100 2,18637 1,20351 1725,796
47 2 18,16 1,81129 0,85539 1587,079
48 1 18,43 1,80411 0,84519 1571,156
48 3 12,56 1,74039 0,63871 1556,440
52 0,6 19,45 1,73317 0,63473 1547,031
52 2 14,11 1,73218 0,63237 1536,417
52 2 14,61 1,73122 0,63039 1518,564
52 2 12,85 1,73008 0,62894 1499,747
52 2 13,58 1,70082 0,60195 1479,964
52 3,4 13,37 1,61212 0,47327 1443,536
55 1 17,66 1,56261 0,33632 702,180
55 3 11,04 1,54950 0,15743 690,842
56 2 13,64 1,53810 0,14740 670,336

Fuente: esta investigacion

6.1.1. Determinacion de la actividad de la enzima residual de POD.En la
grafica 5. se observa la cinética enzimatica de la POD que representa la actividad
residual de la enzima después de los tratamientos térmicos a 48 y 55 °C por 1
hora con respecto a la actividad de la enzima sin tratamiento.
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Grafica 5. Cinética enzimatica de POD a 48 y 55°C por 1 hora

min

I
Fuente: esta investigacion

sin tratamiento.dti 48°C x thora.dti 55°C x thora.dti

En la Grafica 6se observa la cinética enzimética de la POD que representa la
actividad residual de la enzima después de los tratamientos térmicos a 48 y 55 °C
por 3 horas con respecto a la actividad de la enzima sin tratamiento.

Grafica 6. Cinética enziméatica de POD a 48 y 55°C por 3 horas

I
Fuente:esta investigacion

sin tratamiento.dti 48°C x 3horas.dti 55°C x 3horas.dti

Las Graficas 5 y 6muestran las cinéticas enzimaticas a los diferentes tiempos y
temperaturas establecidas en la matriz de disefio estadistico (Cuadro6)
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EICuadro9muestra el porcentaje de actividad de la enzima residual de POD, para
cada combinacion de temperatura y tiempo, los datos obtenidos fueron analizados
con ayuda del software estadistico STATGRAPHICS centurion XV.

La Grafica 7es la representacion grafica de la actividad de la enzima residual Vs
tiempo de tratamiento para cada temperatura, donde se observa con gran claridad
la reduccion de la actividad enzimatica ya que se encuentra expresado en forma
de logaritmo. La POD muestra una reduccion considerable con la aplicacion de
tratamientos térmicos aproximadamentehasta un 18 % de AERaplicando una
temperatura de 48°C por 1 hora y un 11 % de AER utilizando una temperatura
de55°C por 3horas.

Grafica 7. Log %AER a 48 y 55°C por 1y 3 horas

Fuente:esta investigacion

Cuadrol0. Analisis de varianza para % AER

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
A:Temperatura (28,2806 1 (28,2806 12,88 0,0013
B:Tiempo 166,919 1 (166,919 76,00 0,0000
AA 10,7518 1 (10,7518 4,90 0,0352
AB 0,421875 1 10,421875 0,19 0,6645
BB 19,36 1 (19,36 8,82 0,0061
bloques 0,52655 2 10,263275 0,12 0,8875
Error total 61,4939 28 12,19621

Total (corr.) 282,998 35

R-cuadrada = 78,2706 porciento
Estadistico Durbin-Watson = 2,19754 (P=0,6125)
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EICuadrolOmuestra la variabilidad de % Actividad Residual en partes separadas
para cada uno de los efectos, se indica que 4 efectos tienen un valor-P menor que
0,05 Temperatura (A), Tiempo (B), la interaccion entre Temperatura-Temperatura
(AA) y Tiempo-Tiempo(BB), indicando que son significativamente diferentes de
cero con un nivel de confianza del 95,0%.

El estadistico R-cuadrado indica un 78,2706% de la variabilidad en %AER, lo que
indica una confiabilidad aceptable. El estadistico de Durbin-Watson muestra que
los datos no presentan autocorrelacion serial en los residuos, puesto que el valor-
P es mayor que 5,0%, con un nivel de significancia del 5,0%.

El Diagrama 1lindica los estimados en orden decreciente de los efectos
Temperatura (A), Tiempo (B), presentan un comportamiento inversamente
significativo con respecto al %AER; la interaccion Temperatura-Temperatura (AA)
y Tiempo-Tiempo(BB), también son factores significativos sobre la actividad
enzimética con un efecto directamente proporcional, los efectos que causa la
interaccion Temperatura-Tiempo (AB), no son representativos sobre la actividad
enzimatica.

Diagrama 1. Pareto estandarizado para actividad residual.
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Fuente: esta investigacion

En la Grafica 8se observa que los factores temperatura y tiempo son los
responsables de la reduccion de la enzima, se puede observar que el factor
tiempo es el mas representativo en la reduccion de la enzima hasta un 11 % en 3
horas. Esos valores son expresados por el porcentaje de actividad de la enzima
residual (%AER)
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Grafica 8. Efectos principales para % AER.
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Fuente: esta investigacion

En la Grafica 9, se observan dos curvas que representan los tiempos, 1y 3
horas; estas indican la diferencia entre los tiempos aplicados respecto al
porcentaje de actividadde la enzima residual. Se observa la menor actividad en un
tiempo de 3 horas a una temperatura de 55°C.

Grafica 9.Interaccion para % AER.
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Fuente: esta investigacion

La Grafica 10muestra la superficie de respuesta entre los factores estudiados
tiempo y temperatura y el factor respuesta %AER, donde se observa una actividad
de la enzima residual de POD del 11,037 % a una temperatura de 55°C por 3
horas, indicando que el factor con més impacto sobre la diminucion de POD es el
tiempo de exposicion. También se observa que la combinacion de los factores
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tiempo y temperatura es directamente proporcional y esta combinacién a su vez es
inversamente proporcional con su efecto sobre %AER.

Grafica 10. Superficie de respuesta para actividad residual de POD
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Fuente: esta investigacion

Optimizacién de la Respuesta

Para optimizar la respuesta se establece un valor de 10 %AER, los datos
analizados muestran un valor 6ptimo de 11,6105 % AER con una combinacién de
factores estadisticamente confiables indicados en elCuadroll

Cuadroll. Factores establecidos y 6ptimos

Factor Bajo |Alto |Optimo
Temperatura |48,0 |55,0 |54,4771
Tiempo 10 (30 |30

Fuente: esta investigacion

ElCuadrollmuestra la combinacion de los niveles de los factores, la cual mantiene
%AER en 10,0 aproximado con valores de los factores de 54°C y 3 horas.

6.1.2. Cuantificacion de clorofilas
Clorofila a

La grafica 11, indica que las clorofilas por accion de la temperatura se han
degradado trasformado en feofitinas asi como lo indican Bermudez et al., (1995),
Rodés G. et al.,, (2006) y Yoshioet al.,(2003) este efecto es de una manera
directamente proporcional, se observa el mismo efecto con el tiempo de
exposicion.
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Grafica 11. Efecto de la temperatura y el tiempo sobre la clorofila a

Fuente: esta investigacion

Cuadrol2. Analisis de Varianza para Clorofila a

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
A:Temperatura |0,251367 1 (0,251367 612,94 |0,0000
B:Tiempo 0,0230698 1 (0,0230698 56,25 0,0000
AA 0,0138106 1 (0,0138106 33,68 0,0000
AB 0,00192154 1 (0,00192154 4,69 0,0391
BB 0,0148861 1 (0,0148861 36,30 0,0000
bloques 0,000317341 2 10,00015867 0,39 0,6827
Error total 0,0114829 28 |0,000410102

Total (corr.) 0,312076 35

R-cuadrada = 96,3205 porciento

Estadistico Durbin-Watson = 1,52884 (P=0,0452)

En elCuadrol2de analisis de varianza para Clorofila a, se observa la variabilidad
de Clorofila a en partes separadas para cada uno de los efectos, se prueba la
significancia estadistica de la Temperatura (A), Tiempo (B), la interaccion
Temperatura-Temperatura (AA), Temperatura-Tiempo (AB) y Tiempo-Tiempo (BB)
factores que presentan un valor-P menor que 0,05,

indicando que son
significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza del 95,0%.

El modelo estadistico R-cuadrado explica que el 96,3205% de la variabilidad en
Clorofila a.Con lo que se puede deducir que el disefio cuenta con un buen ajuste,
permitiendo hacer un analisis confiable sobre la variable implicada.

54




El estadistico de Durbin-Watsoncon un valor-P menor que 5,0%, indica una
posible correlaciéon serial a un nivel de significancia del 5,0%.

El

Diagrama 2indica los estimados delCuadro9 graficados en barras en orden
decreciente, de acuerdo al grado significancia. La longitud de cada barra es
proporcional al efecto estandarizado. Mientras que la linea transversal en un p-
valor de 0,05 muestra que todas las barras que se extienden a la derecha
presentan efectos estadisticamente significativos a un nivel de significancia del
95%.

El diagrama muestra quelos factores y sus interacciones ejercen efecto
significativo sobre la degradacion de clorofila a con mayor significancia el factor
temperatura y que con un nivel deconfianzadel 95%,indica que la Temperatura (A),
el Tiempo (B), la interaccion Temperatura-Temperatura (AA) y la interaccion
Tiempo-Tiempo (BB) ejercen un efecto inversamente proporcional sobre cantidad
de clorofila a, mientras que la interaccion entre los dos factores Temperatura-
Tiempo (AB) ejerce un efecto directamente proporcional sobre cantidad de clorofila
a.

Diagrama 2. Diagrama de Pareto estandarizado para Clorofila a.
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Fuente: esta investigacion

La Grafica 12 indica que la temperatura es el factor mas representativo que
afectade forma inversamente proporcional a los pigmentos fotosintéticos, sin
embargo los dos factores tiempo y temperatura representan efectos considerables
sobre la clorofila a.
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Grafica 12. Efectos Principales para clorofila a.
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Fuente: esta investigacion

La Grafica 13muestra que la mayor reduccién en la concentracion de clorofila a se
presentd a un tiempo de 3 horas con una temperatura de 55 °C.

Grafica 13. Interaccion para Clorofila a.
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Fuente: esta investigacion

La grafica 14, muestra la superficie de respuesta de la clorofila a, indicando que a
mayor tiempo y temperatura hay un comportamiento inversamente proporcional es
decir hay una disminucion de clorofila a y por tanto cambios de composicion del
brécoli (Brassicaoleracea L) variedad Legacy, también se observa que la
temperatura es el factor mas representativo sobre la disminucion de clorofila a.

56



Grafica 14. Superficie de respuesta para Clorofila a
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Fuente: esta investigacion

Clorofila b

La Grafica 15muestra que la clorofila b por accién de la temperatura y el tiempo de
exposicion a esta reduce su concentracion este efecto es de una manera
inversamente proporcional.

Segun Bermudez et al., (1995), Rodés and Collazo, (2006) y Yoshio et al., (2003)
la clorofila se degrada trasformadose en feofitina.

Grafica 15. Efecto de la temperatura y el tiempo sobre la clorofila b

Fuente: esta investigacion

57



Cuadrol3. Analisis de Varianza para Clorofila b

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
A:Temperatura |1,48711 1 1|1,48711 1904,62 |0,0000
B:Tiempo 0,141232 1 10,141232 180,88 |0,0000
AA 0,0922896 1 ]0,0922896 118,20 |0,0000
AB 0,000570644 1 |0,000570644 0,73 0,3999
BB 0,0355476 1 |0,0355476 45,53 0,0000
bloques 0,000261223 2 0,000130611 0,17 0,8468
Error total 0,0218621 28 |0,000780791

Total (corr.) 1,76034 35

R-cuadrada = 98,7581 porciento
Estadistico Durbin-Watson = 1,58223 (P=0,0629)
Fuente: esta investigacion

El cuadro 13, muestra la variabilidad de Clorofila b en partes separadas para cada
uno de los efectos, prueba la significancia de la Temperatura (A), Tiempo (B), la
interaccion Temperatura-Temperatura (AA) y Tiempo-Tiempo (BB) factores que
presentan un valor-P menor que 0,05, indicando que son significativamente
diferentes de cero con un nivel de confianza del 95,0%.

El estadistico R-Cuadrado que el modelo explica un 98,7581% de la variabilidad
en Clorofila b. El estadistico de Durbin-Watson con un valor-P mayor que 5,0%,
indicaque no existe una autocorrelacion serial en los residuos con un nivel de
significancia del 5,0%. Garantizando una buena aleatorizacion.

El diagrama 3, indica los estimados delCuadro9graficados en barras en orden
decreciente, ademas que la longitud de cada barra es proporcional al efecto
estandarizado, mientras que la linea transversal en un p-valor de 0,05 muestra
gue todas las barras que se extienden a la derecha como son Temperatura (A), el
Tiempo (B), la interaccion Temperatura-Temperatura (AA) y la interaccion Tiempo-
Tiempo (BB) presentan efectos estadisticamente significativos sobre la
disminucién de clorofila b a un nivel de significancia del 95%.

El diagrama 3, también muestra los factores y sus interacciones los cuales
muestran un efecto significativo sobre la degradacion de clorofila b con mayor
significancia el factor temperatura y que con un nivel de confianza del 95%, indica
gue la Temperatura (A), el Tiempo (B), la interaccion Temperatura-Temperatura
(AA) y la interaccion Tiempo-Tiempo (BB), ejercen un efecto inversamente
proporcional sobre la cantidad de clorofila b.
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Diagrama 3.Diagrama de Pareto estandarizado para Clorofila b.
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Fuente: esta investigacion

La grafica 16, muestra que la temperatura es el factor mas representativo que
afecta inversamente proporcional a la clorofila b, sin embargo los dos factores
tiempo y temperatura representan efectos considerables sobre este pigmento
fotosintético.

Grafica 16. Efectos Principales para clorofila b
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Fuente: esta investigacion

La grafiica 17, de interaccion de los factores tiempo y temperatura muestra dos
curvas que representan los tiempos aplicados, en las cuales se observa un efecto
sobre la clorofila b inversamente proporcional, siendo este mas significativo en un
tiempo de 3 horas combinado con una temperatura de 55 °C.
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Grafica 17. Interaccion para Clorofila b.
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Fuente: esta investigacion

La Grafica 18muestra la superficie de respuesta de la clorofila b, con un efecto
sobre este pigmento fotosintético inversamente proporcional, ademas se observa
gue la temperatura es el factor mas representativo sobre la clorofila b.

Grafica 18. Superficie de respuesta para Clorofila b
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Fuente: esta investigacion
6.1.3. Cuantificacion de proteina.La Grafica 19muestra la cantidad de proteina

en pg/mL vs la absorbancia presente después de someter al producto a cada una
de las combinaciones del tratamiento térmico.
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Grafica 19. Concentracion de proteina después del tratamiento segun disefio
estadistico para aire caliente

Fuente: esta investigacion

En la Grafica 20se observa la cantidad de proteina después del tratamiento
térmico ubicado en la curva del estandar de proteina BSA que se encuentra en un
rango de 800 a 2000 pg/mL.

Grafica 20. Curva de calibracion de estandar de BSA de 800 — 2000 pg/ml vy
Concentracion de proteina después del tratamiento con aire caliente.
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Fuente: esta investigacion

Cuadrol4. Analisis de Varianza para Proteina.

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
A:Temperatura |3,44522E6 1 |3,44522E6 335,02 |0,0000
B:Tiempo 11148,3 1 111148,3 1,08 0,3067
AA 1,06433E6 1 |1,06433E6 103,50 |0,0000
AB 8,5555 1 |8,5555 0,00 0,9772
BB 522249 1 |52224,9 5,08 0,0322
bloques 29245 2 |1462,25 0,14 0,8681
Error total 287940, 28 [10283,6

Total (corr.) 4,81208E6 35

R-cuadrado = 94,0163 % - Estadistico Durbin-Watson = 2,09101 (P=0,4892)
Fuente: esta investigacion

ElCuadrol4muestra los efectos, donde la Temperatura (A), la interaccion
Temperatura-Temperatura (AA) y la interaccion Tiempo-Tiempo (BB) tienen un
valor-P menor que 0,05, indicando que son significativamente diferentes con un
nivel de confianza del 95,0%.

El estadistico R-Cuadrado indica un 94,0163% de la variabilidad en Proteina. El
estadistico de Durbin-Watson (DW) muestra que el valor-P es mayor que 5,0%,
con lo cual se indica que no hay autocorrelacion serial con un nivel de significancia
del 5,0%.

El diagrama 4, muestra la significancia de los factores temperatura y tiempo con
respecto al comportamiento que presenta la cantidad de proteina frente a estos
dos factores (Cuadro9), con un p-valor de 0.05 que indica efectos
estadisticamente significativos sobre la disminucién de proteina con un nivel de
significancia del 95%.
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Diagrama 4.Diagrama de Pareto estandarizado para proteina.
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Fuente: esta investigacion
La Grafica 21muestra que la temperatura es el factor mas representativo que
afecta inversamente proporcional a la cantidad de proteina, se observa que el
tiempo no es representativo.

Grafica 21.Efectos Principales para contenido de proteina.
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Fuente: esta investigacion

La grafica 22, de interaccion muestra dos curvas que representan los tiempos
aplicados de 1 y 3 horas, en las cuales se observaun efecto sobre la disminucién
de la proteina, con una variacion entre los tiempos no significativa.
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Grafica 22. Interaccién para proteina.

1820

T

T
L1

Tiempe=38

1620

T

T
[

T

1420

T

T

Proteina

1220

T

T
I |

1020 [

o Hemps=8
48,0 55,0
Temperatura

L1

820

Fuente: esta investigacion

En la Grafica 23se muestra la interaccion de todas las variables y los
comportamientos de estas sobre concentracién de proteina, se observa que la
temperatura es el factor con mayor efecto inversamente proporcional a la cantidad
de proteina, el tiempo no ejerce un efecto significativo.

Grafica 23. Superficie de respuesta para proteina.
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Fuente: esta investigacion

El desarrollo del disefio estadistico y su andlisis arrojo que el mejor tratamiento es
a una temperatura de 55 °C por 3 horas que es el que brinda una actividad de la
enzima residual de peroxidasa de 11,04% y una cantidad de proteina (POD) de
690,84 pg/ml.
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6.1.4. Seguimiento en almacenamiento al ambiente.Al producto tratado con la
mejor combinacién de factores tanto para tratamiento por aire caliente e inmersion
en agua; se realizO un seguimiento en condiciones de almacenamiento a
temperatura ambiente durante 8 dias, realizando analisis consecutivos dia tras dia
de actividad enzimética, cantidad de proteina y contenido de pigmentos
fotosintéticos, los datos promedios obtenidos de 3 replicas se muestran en
elCuadrol5.

Cuadrol5. Seguimiento en almacenamiento.

Dias | %AER Clorofila | Clorofila Proteinaug/mL
a mg/g b mg/g
0 [10,915 0,157 0,070 1433,777
1 |11,534 0,160 0,071 1439,467
2 |12,253 0,163 0,072 1445,583
3 12,975 0,161 0,071 1451,193
4 13,694 0,154 0,069 1479,347
5 [15,278 0,153 0,068 1449,313
6 |16,132 0,149 0,068 1468,217
7 119,274 0,148 0,066 1480,223
8 23,484 0,142 0,064 1489,693

Fuente: esta investigacion

Cuadrol6. Parametros minimos permisibles para comercializacion de brocoli.

%AR | Clorofila a mg/g | Clorofila b mg/g | Proteina ug/ml
<23,484 >0,142 >0,064 <1489,693
Fuente: esta investigacion.

En las graficas 24, 25, 26 y 27 se observa el comportamiento de los pardmetros
evaluados durante el almacenamiento, en el dia octavo se observa un
amarillamiento del producto es decir el limite optimo del brocoli (Brassicaoleracea
L) variedad Legacy, para su comercializacion, y segun la investigacion
desarrollada se puede decir que los pardmetros minimos permisibles para la
comercializacién son los expresados en elCuadro 16.

Lasgraficas 25 y 26 muestran un aumento en la cantidad de clorofilas ay b los
primeros 2 dias de almacenamiento, a partir del 3 dia presenta una disminucion
continua de pigmentos fotosintéticos los cuales son degradados y transformados
en carotenoides y pigmentos amarillentos y marrones (Yoshioet al., 2003; Rodés
G. et al., 2006) estos defectos ocasionados en el brocoli son causados por la
reactivacion de la enzima POD que se observa en las gréaficas 24 y 27.
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Grafica 24.Dias vs % AER.
Grafica 26. Dias vs mg/g de Clorofila b

Fuente: esta investigacion
Fuente: esta investigacion
Grafica 25. Dias vs mg/g de Clorofila a. Grafica 27. Dias vs ug/ml de proteina.

Fuente: esta investigacion Fuente: esta investigacion

Cuadrol7. Andlisis de la varianza para % AER

Vari abl e N Re R A CV
%Actividad de | a enzinma residual 27 1, 00 1,00 0, 93

Cuadro de Analisis de Varianza

F. V. SC gl M F p- val or
Model o. 400, 86 8 50, 11 2572, 39 <0, 0001
TI EMPO 400, 86 8 50, 11 2572, 39 <0, 0001
Error 0, 35 18 0, 02
Tot al 401, 21 26
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Cuadrol8. Test:Tukeypara % AER

Al f a=0, 05 DMS=0, 39929
Error: 0,0195 gl: 18

TI EMPO Medi as n E. E.

TO 10, 91 3 0,08 A

T1 11, 53 3 0, 08 B

T2 12, 25 3 0, 08 C

T3 12, 97 3 0, 08 D

T4 13, 69 3 0, 08 E

T5 15, 28 3 0, 08

T6 16, 13 3 0, 08 G

T7 19, 27 3 0, 08 H
T8 23, 48 3 0, 08 |

Medi as con una |l etra comin no son significativanente diferentes(p<= 0, 05)

El andlisis de varianza Cuadrol7explica en un 100 % la variabilidad del %AER, lo
gue permite hacer un analisis confiable sobre %AER.EI analisis muestra diferencia
altamente significativa entre los dias analizados ya que su p-valor es menor de

0,0001.

El test de Tukey(cuadro 18) muestra que las medias marcadas con letras
diferentes son significativamente diferentes, también se muestran en la Grafica 28,
con un p-valor <= 0,05, es decir que a medida que aumentan los dias se presenta
un aumento significativo en la enzima residual expresado en su actividad.

Grafica 28. Grafica de medias para reactivacién de POD
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Fuente: esta investigacion

67



Cuadrol9. Analisis de la Varianza para clorofila a

Vari abl e N Re R A CV
Corofila a mg/g 27 0,92 0,88 1,51

Cuadro de Analisis de Varianza

F. V. SC gl ™M F p- val or
Model o. 1, 1E-03 8 1, 4E- 04 25, 83 <0, 0001
TI EMPO 1, 1E-03 8 1, 4E- 04 25, 83 <0, 0001
Error 9, 8E- 05 18 5, 4E- 06
Tot al 1, 2E- 03 26

Cuadro20. Test de Tukeypara clorofila a

Al f a=0, 05 DMS=0, 00668
Error: 0,0000 gl: 18

TI EMPO Medi as n E. E

T8 0,14 3 1, 3E-03 A

T7 0,15 3 1, 3E-03 A B

T6 0,15 3 1, 3E-03 B

T5 0,15 3 1, 3E-03 B C

T4 0,15 3 1, 3E-03 B C D

T0 0, 16 3 1, 3E-03 C D E
T1 0, 16 3 1, 3E-03 D E
T3 0, 16 3 1, 3E-03 E
T2 0,16 3 1, 3E-03 E

Medi as con una letra comin no son significativanente diferentes(p<= 0, 05)

El analisis de varianzaCuadro 19explica en un 92 % la variabilidad en la
degradacion de clorofila a, el andlisis muestra diferencia altamente significativa
entre los dias analizados ya que su p-valor es menor de 0,0001.

El test de Tukeyque se muestra en el Cuadro20y la grafica 29, muestran que hasta
el dia 2 hay un aumento de clorofila a, a partir de este tiempo se presenta una
degradacion progresiva, el andlisis de medias con una letra comin muestra que
no son significativamente diferentes con un p-valor menor igual a 0,05.
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Grafica 29.Grafica de medias para degradacion de clorofila a

Seguimiento Clorofila a
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Fuente: esta investigacion

Cuadro2l. Analisis de varianza para clorofila b

Vari abl e N Re R A CV
Clorofila b ng/g 27 0, 89 0,85 1,42

Cuadro de Analisis de |la Varianza

F. V. SC gl CM F p- val or
Model o. 1, 4E- 04 8 1, 8E- 05 18, 90 <0, 0001
TI EMPO 1, 4E- 04 8 1, 8E- 05 18, 90 <0, 0001
Error 1, 7E- 05 18 9, 5E- 07
Tot al 1, 6E-04 26

Cuadro22. Test de Tukeypara clorofila b

Al f a=0, 05 DMS=0, 00279
Error: 0,0000 gl: 18

TI EMPO Medi as n E. E.

T8 0, 06 3 5, 6E- 04 A

T7 0, 07 3 5, 6E- 04 A B

T6 0, 07 3 5, 6E- 04 B C

T5 0, 07 3 5, 6E- 04 B C D
T4 0, 07 3 5, 6E- 04 B C D
TO 0, 07 3 5, 6E- 04 C D
T3 0, 07 3 5, 6E- 04 D
T1 0, 07 3 5, 6E- 04 D
T2 0, 07 3 5, 6E- 04

mmmm

Medi as con una letra comin no son significativanmente diferentes(p<= 0, 05)

69




El andlisis de varianza Cuadro2lexplica en un 89 % la variabilidad en la
degradacion de clorofila b, el andlisis muestra diferencia altamente significativa
entre los dias analizados ya que su p-valor es menor de 0,0001.

En el test de Tukey que se muestra en elCuadro 22se observa un aumento de
clorofila b hasta el tiempo 2, a partir de este tiempo se observa un decrecimiento
de este pigmento en el transcurso del tiempo, este comportamiento también se
observa en la grafica 30. El andlisis de medias con una letra comun muestra que
no son significativamente diferentes con un p-valor menor igual a 0,05.

Grafica 30. Grafica de medias para degradacion de clorofila b

Seguimiento Clorofila b
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Fuente: esta investigacion

Cuadro23.Andlisis de varianza para cantidad de proteina (POD)

Vari abl e N R2 R A CV
PROTEI NA ug/ ni 27 1,00 1,00 0,05

Cuadro de Analisis de |a Varianza

F. V. SC gl ™M F p- val or
Model o. 9720, 72 8 1215, 09 2600, 73 <0, 0001
TI EMPO 9720, 72 8 1215, 09 2600, 73 <0, 0001
Error 8,41 18 0, 47
Tot al 9729, 13 26
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Cuadro24.Test deTukeypara cantidad de proteina (POD)

Al fa=0, 05 DMS=1, 95550
Error: 0,4672 gl: 18

TI EMPO Medi as n E. E.

TO 1433, 78 3 0,39 A

T1 1439, 47 3 0, 39 B

T2 1445, 58 3 0, 39 C

T4 1449, 31 3 0, 39 D

T3 1451, 19 3 0, 39 D

T5 1468, 22 3 0, 39 E

T6 1479, 35 3 0, 39 F

T7 1480, 22 3 0, 39 F

T8 1489, 69 3 0, 39 G

Medi as con una |l etra comin no son significativanente diferentes(p<= 0, 05)

El andlisis de varianza (Cuadro 23)explica en un 100 % la variabilidad en la
degradacion de proteina (POD), también muestra diferencia altamente significativa
entre los dias analizados con un p-valor es menor de 0,0001.

En el test de Tukey que se muestra en elCuadro 24 y en la Grafica 31se observa
gue a medida que aumenta el tiempo se presenta un aumento progresivo de POD.
El andalisis de Medias con una letra comun muestra que no son significativamente
diferentes con un p-valor menor igual a 0,05 y una diferencia minima significativa
de 1,95550.

Grafica 31. Grafica de medias para reactivacién de proteina (POD)
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Fuente: esta investigacion

En las figuras 15, 16, 17, 18, 19 y 20 se observa el estado del brécoli durante
almacenamiento desde 0 hasta 8 dias.
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Figura 15. Brécoli fresco sin tratamiento

Fuente: esta investigacion

Figura 16. Brécoli con tratamiento de 55°C por 3 horas dia 0

Fuente: esta investigacion

Figura 17. Brécoli con tratamiento de 55°C por 3 horas dia 2

Fuente: esta investigacion
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Figura 18. Brécoli con tratamiento de 55°C por 3 horas dia 5

Fuente: esta investigacion

Figura 19. Brdcoli con tratamiento de 55°C por 3 horas dia 8

Fuente: esta investigacion

Figura 20. Broécoli sin tratamiento dia 8

Fuente: esta investigacion
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6.2. TRATAMIENTO POR INMERSION EN AGUA

Cuadro25. Actividad residual para inmersion en agua

Temperatura| Tiempo | %AER Clorofila a | Clorofila | Proteina
mg/g b mg/g ug/ml
Sin tratamiento 100 2,18637 | 1,20351 [1725,796
42 7 26,90 1,83933 | 1,08719 |1708,909
44 4 27,64 1,77100 | 1,15415 |1510,120
44 10 22,85 1,67457 | 1,11369 |1486,961
49 2,8 29,42 1,58288 | 1,03336 |1296,133
49 7 21,83 1,52583 | 1,00602 | 873,949
49 7 21,71 1,46007 | 0,94210 | 846,929
49 7 21,73 1,43393 | 0,86827 | 827,629
49 7 20,62 1,40554 | 0,81188 | 781,792
49 11,2 21,85 1,37882 | 0,77035 | 747,776
54 4 22,74 1,34590 | 0,73104 | 648,141
54 10 18,72 1,30496 | 0,71380 | 619,432
56 7 21,87 1,28902 | 0,69859 | 611,230

Fuente: esta investigacion

EICuadro25muestra los datos promedio de tres repeticiones correspondientes al
tratamiento por inmersion en agua de acuerdo al disefio estadistico, valores
obtenidos de las ecuaciones 1, 5, 3 y 4 de porcentaje de actividad de la enzima
residual de POD, proteina en ug/mL, Clorofila a en mg/g y Clorofila b en mg/g
respectivamente.

6.2.1. Determinacion de la actividad de la enzima residual de POD. La grafica
32, es la representacion gréfica de la actividad de la enzima residual Vs tiempo de
tratamiento para cada temperatura, donde se observa con gran claridad la
reduccién de la actividad enzimatica ya que se encuentra expresado en forma de
logaritmo. La POD muestra una reduccidon considerable con la aplicacién de
tratamientos térmicos aproximadamente hasta un 27 % aplicando una temperatura
44°C por 4 minutos y un 18 % con una temperaturade 54 °C por 10 minutos
respecto a la actividad inicial.
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Grafica 32. Log %AER a 44 y 54°C por 4 y 10minutos

Fuente:esta investigacion

Cuadro26. Analisis de Varianza para % Actividad de la enzima residual

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Raz6n-F |Valor-P
A:Temperatura [97,7256 1 97,7256 53,21 0,0000
B:Tiempo 142,699 1 (142,699 77,69 0,0000
AA 17,3905 1 (17,3905 9,47 0,0046
AB 0,435102 1 10,435102 0,24 0,6302
BB 47,5343 1 (47,5343 25,88 0,0000
bloques 2,36084 2 11,18042 0,64 0,5335
Error total 51,427 28 11,83668

Total (corr.) 350,299 35

R-cuadrado = 85,3191 porciento

Estadistico Durbin-Watson = 1,66232 (P=0,0955)

Fuente: esta investigacion

Enel analisis de varianza se observa la variabilidad del% Actividad de la enzima
residualen partes separadas para cada uno de los efectos, asi como la
significancia estadistica de cada efecto comparando su cuadrado medio contra un
estimado del error experimental. En este caso, 4 efectos Temperatura (A), Tiempo
(B), la interaccion entre Temperatura-Temperatura (AA) y Tiempo-Tiempo (BB)
tienen un valor-P menor que 0,05, indicando que son significativamente diferentes

con un nivel de confianza del 95,0%.
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El estadistico R-cuadrado indica que el modelo, asi ajustado, explica 85,3191% de
la variabilidad en actividad de la enzima residual. Con lo que se puede deducir que
el disefio cuenta con un ajuste aceptable, permitiendo hacer un analisis confiable
sobre las variables implicadas.

Con el test estadistico de Durbin-Watson se prueba los residuos para determinar
si hay correlacion significativa basada en el orden en que se presentan los datos.
Debido a que el valor-P es 0,0019, menor que 0,05se observa una correlaciéon
serial a un nivel de significancia del 5,0%. Garantizando una buena aleateorizacion
de los experimentos.

El diagrama de Pareto estandarizada para % actividad de la enzima
residual(Diagrama 5) muestra los dos factores tiempo y temperatura los cuales
tienen efecto representativo inversamente proporcional sobre la actividad de la
enzima residual, con mayor significancia el factor tiempo, la interaccion tiempo-
tiempo muestra una significancia media.

Diagrama 5. Diagrama de Pareto estandarizada para % Actividad de la enzima
residual
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Fuente: esta investigacion

La Grafica 33muestra una actividad residual mas baja a una temperatura de 54 °C
y un tiempo de 10 minutos de exposicion. También se observa que el factor
representativo en la disminucion de la actividad de la enzima residual dePOD es el
tiempo de exposicién al tratamiento térmico por inmersion en agua, observadoen
una mayor pendiente.
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Grafica 33.Efectos principales para % AER
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Fuente: esta investigacion

La Grafica 34muestra que la mayor disminucién de POD se present6 a un tiempo
de 10 minutos y una temperatura de 54°C.

Grafica 34.Interaccion para % Actividad de la enzima residual.
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Fuente: esta investigacion

La Grafica 35 muestra la superficie de respuesta entre los factores estudiados
(tiempo y temperatura) y el % AER, donde se observa una actividad residual de
POD del 18 % a una temperatura de 54°C por 10 minutos, indicando que el factor
con mas impacto en el tratamiento por inmersibn en agua es el tiempo de
exposicion.
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Grafica 35. Superficie de respuesta estimada para % Actividad de la enzima
residual.
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Fuente esta investigacion

Optimizacién de la respuesta

Para optimizar la respuesta se establece un valor de 10 %AER, los datos
analizados muestran un valor 6ptimo del9,606 % AER con una combinacién de
factores estadisticamente confiables indicados en elCuadro27.

Cuadro27. Factores establecidos y 6ptimos

Factor Bajo |Alto |Optimo
Temperatura |44,0 |54,0 |53,9425
Tiempo 4,0 10,0 |9,14507

Fuente: esta investigacion

Cuadro27muestra la combinaciéon de los niveles de los factores, la cual mantiene
%AER en 10,0 aproximado con valores de los factores de 54,94 °C y 9,14
minutos.
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6.2.2. Cuantificacion de clorofilas

Clorofila a

Grafica 36. Efecto de la temperatura y el tiempo sobre la clorofila a muestra que la
clorofila a por accion de la temperatura y el tiempo de exposicion a esta reduce su
concentracion este efecto es de una manera inversamente proporcional.

Grafica 36. Efecto de la temperatura y el tiempo sobre la clorofila a

Fuente: esta investigacion

Cuadro28. Analisis de Varianza para Clorofila a

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
A:Temperatura |0,92785 1 ]0,92785 456,31 |0,0000
B:Tiempo 0,0680463 1 |0,0680463 33,46 0,0000
AA 0,0566446 1 |0,0566446 27,86 0,0000
AB 0,00230927 1 ]0,00230927 1,14 0,2957
BB 0,00307362 1 |0,00307362 1,51 0,2291
bloques 0,00423858 2 10,00211929 1,04 0,3659
Error total 0,0569344 28 (0,00203337

Total (corr.) 1,11609 35

R-cuadrado = 94,8988 porciento
Estadistico Durbin-Watson = 2,42035 (P=0,8125)

ElCuadro28muestra la variabilidad de Clorofila a en partes separadas de cada
efecto en este caso, la temperatura, el tiempo y la interaccion temperatura-
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temperatura tienen un valor-P menor que 0,05, indicando que son
significativamente diferentes con un nivel de confianza del 95,0%.

El estadistico R-cuadrado indica un 94,8988% de la variabilidad en Clorofila a.El
estadistico de Durbin-Watsoncon un valor-P mayor que 5,0%, indica que no hay
autocorrelacion serial en los residuos con un nivel de significancia del 5,0%.

El Diagrama 6muestra los estimados del Cuadro25en barras en orden decreciente
de acuerdo a la significancia para cada efectoTemperatura (A), Tiempo(B) y la
interaccion Temperatura-Temperatura (AA) son significativos en la cantidad de
clorofila a, a un nivel de confianza del 95%. Mientras que los efectos de la
interaccion Tiempo-Tiempo (BB) y Temperatura-Tiempo (AB) no presentan un
significancia.

Latemperatura ejerce un efecto inversamente proporcional es decir que la
temperatura causa una disminucion considerable en la cantidad de clorofila a.

Diagrama 6. Diagrama de Pareto estandarizada para Clorofila a.
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Fuente: esta investigacion
La grafica 37, de efectos principales para clorofila a indica que la temperatura es el

factor que causa mas efecto sobre la disminucion de clorofila a, se observa una
mayor disminucion a una temperatura de 54 °C en un tiempo de 10 minutos.
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Grafica 37. Efectos principales para Clorofila a

18
17
16

15

Clordfilaa

\

44 54 4 10
Temperatura Tiempo

14

13

Fuente: esta investigacion

En la Grafica 38se observan dos curvas que representan los tiempos; una el
tiempo 4 minutos y la otra de 10 minutos. Donde se observa que el tiempo de 10
minutos es el factor que causa mas efecto sobre la disminucion de la cantidad de
clorofila a.

Grafica 38. Interaccion para Clorofila a
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Fuente: esta investigacion

La grafica 39, muestra la superficie de respuesta indicando las combinaciones de
los factores tiempo y temperatura y su comportamiento respecto a la cantidad de
clorofila a 'y a su vez indica que la temperatura es el factor que ejerce mayor efecto
en la disminucion de la cantidad de clorofila a.
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Grafica 39. Superficie de respuesta estimada para Clorofila a
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Fuente: esta investigacion

Clorofilab

La Grafica 40muestra que la clorofila b por accién de la temperatura y el tiempo de
exposicion a esta reduce su concentracion este efecto es de una manera
inversamente proporcional.

Grafica 40. Efecto de la temperatura y el tiempo sobre la clorofila b

Fuente: esta investigacion
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Cuadro29. Analisis de Varianza para Clorofila b

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
A:Temperatura |0,706466 1 |0,706466 88,21 0,0000
B:Tiempo 0,0692246 1 |0,0692246 8,64 0,0065
AA 0,0000071704 1 |0,0000071704 0,00 0,9763
AB 0,000404446 1 0,000404446 0,05 0,8238
BB 0,000498319 1 ]0,000498319 0,06 0,8048
bloques 0,00234853 2 0,00117426 0,15 0,8643
Error total 0,224255 28 10,00800912

Total (corr.) 1,0032 35

R-cuadrado = 77,646 porciento
Estadistico Durbin-Watson = 2,4369 (P=0,8254)
Fuente: esta investigacion

El cuadro 29, muestra la variabilidad de Clorofila b en partes separadas para cada
uno de los efectos, prueba la significancia estadistica de cada efecto en este caso
Temperatura (A) y Tiempo (B) tienen una valor-P menor que 0,05, indicando que
son significativamente diferentes con un nivel de confianza del 95,0%.

El estadistico R-cuadradomuestra un 77,646% de la variabilidad en Clorofila b.ElI
estadistico de Durbin-Watson con un valor-P mayor que 5,0%, indica que no hay
autocorrelacion serial en los residuos con un nivel de significancia del 5,0%.

El diagrama 7, indica los estimados del Cuadro25 graficado en barras en orden
decreciente, los efectos Temperatura (A) y Tiempo (B) son significativos sobre la
cantidad de clorofila b con un nivel de confianza del 95%. Mientras que los efectos
de la interaccion Tiempo-Tiempo (BB), Temperatura-Tiempo (AB) y Temperatura-
Temperatura (AA) no presentan un significancia.

Los factores temperatura y tiempo ejercen un efecto inversamente proporcional

sobre la cantidad de clorofila b, es decir que cada uno de estos factores causa una
disminucién considerable en la cantidad de clorofila b.
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Diagrama 7. Diagrama de Pareto estandarizada para Clorofila b
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Fuente: esta investigacion

La Grafica 41lindica que la temperatura es el factor que causa mas efecto sobre la
disminucién de clorofila b, con una mayor disminucion a una temperatura de 54
°C a un tiempo de 10 minutos.

Grafica 41. Efectos principales para Clorofila b
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Fuente: esta investigacion
En la grafica 42, se observa la interaccion que representa cada uno de los tiempos
a 4 y 10 minutos en curvas diferentes, en las cuales se observa que el tiempo de
10 minutos es el factor que causa mas efecto sobre la disminucién de la cantidad
de clorofila b, comparado su comportamiento desde los 44 °C hasta los 54°C
donde se presenta la mayor disminucion de este pigmento fotosintético.
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Grafica 42. Interaccién para Clorofila b
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Fuente: esta investigacion

La Grafica 43muestra la superficie de respuesta de los factores tiempo y
temperatura y su comportamiento respecto a la cantidad de clorofila b, también
muestra que la temperatura es el factor que ejerce mayor efecto en la disminucion
de la cantidad de clorofila b.

Grafica 43. Superficie de respuesta estimada para Clorofila a
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Fuente: esta investigacion

6.2.3. Cuantificacion de proteina.La Grafica 42 muestra la cantidad de proteina
en pg/mL vs la absorbancia presente después de someter al producto a cada una
de las combinaciones del tratamiento térmico.
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Grafica 44. Concentracion de proteina después del tratamiento segun disefio
estadistico para aire caliente.

Fuente: esta investigacion
En la Grafica 45se observa la cantidad de proteina después del tratamiento
térmico ubicado en la curva del estandar de proteina BSA que se encuentra en un
rango de 800 a 2000 pg/mi

Grafica 45.Curva de calibracion de estandar de BSA de 800 — 2000 pg/ml vy
Concentracion de proteina después del tratamiento con aire caliente.

Fuente: esta investigacion
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Cuadro30. Analisis de Varianza para Proteina

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
A:Temperatura |4,03898E6 1 |4,03898E6 452,91 |0,0000
B:Tiempo 256694, 1 [256694, 28,78 0,0000
AA 476493, 1 |476493, 53,43 0,0000
AB 23,0911 1 (23,0911 0,00 0,9598
BB 150306, 1 (150306, 16,85 0,0003
bloques 13933,4 2 |6966,72 0,78 0,4676
Error total 0,249699 28 (8917,81

Total (corr.) 5,10074E6 35

R-cuadrado = 95,1047 porciento
Estadistico Durbin-Watson = 2,51699 (P=0,8801)
Fuente: esta investigacion

El cuadro 30, muestra la variabilidad de Proteina en partes separadas para cada
uno de los efectos Temperatura (A), Tiempo (B), la interaccion Temperatura-
Temperatura (AA) y la interaccion Tiempo-Tiempo con un valor-P menor que 0,05,
indicando que son significativamente diferentes con un nivel de confianza del
95,0%.

El estadistico R-cuadrado indica un 95,1047% de la variabilidad en Proteina. El
estadistico de Durbin-Watsonmuestra que no hayautocorrelacién serial en los
residuos con un nivel de significancia del 95%.

El diagrama 8, indica los estimados delCuadro25graficado en barras en orden
decreciente de acuerdo a la significancia para cada efecto Temperatura (A), la
interaccibn Temperatura-Temperatura (AA), Tiempo (B) y la interaccion Tiempo-
Tiempo (BB) son significativos sobre la cantidad de proteina con un nivel de
confianza del 95%. Mientras que los efectos de la interaccibn Temperatura-Tiempo
(AB) no presentan significancia.

Los factores temperatura y tiempo ejercen un efecto inversamente proporcional
sobre la cantidad de proteina, es decir que cada uno de estos factores causa una
disminucién considerable sobre la proteina, ocurre lo contrario con la interaccién
Temperatura-Temperatura (AA) y Tiempo-Tiempo (BB).

87



Diagrama 8. Diagrama de Pareto estandarizada para Proteina.
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Fuente: esta investigacion
La Grafica 46de efectos principales para proteina indica que la temperatura es el
factor que causa mas efecto sobre la disminucién de proteina, se observa una
mayor disminucién a una temperatura de 54 °C con un tiempo de 10 minutos.

Grafica 46. Efectos principales para Proteina.
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Fuente: esta investigacion

En la Grafica 47se observa la interaccién que representa cada uno de los tiempos
a 4 y 10 minutos en graficas diferentes con respecto a la temperatura y a su vez
con la interaccion sobre la cantidad de proteina, en las cuales se observa que el
tiempo de 10 minutos es el factor que causa mas efecto sobre la disminucién de la
cantidad de proteina comparado su comportamiento desde los 44 °C hasta los
54°C donde se presenta la mayor disminucion.
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Grafica 47. Interaccién para Proteina.
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Fuente: esta investigacion

La Grafica 48muestra la superficie de respuesta de los factores tiempo y
temperatura y su comportamiento respecto a la cantidad de proteina, también se
observa que la temperatura es el factor que ejerce mayor efecto en la disminucion
de proteina a los 54 °C.

Grafica 48. Superficie de respuesta estimada para Proteina.
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Fuente: esta investigacion

6.2.4. Seguimiento en almacenamiento al ambiente.Al producto tratado
porinmersion en agua con la combinacion de factores que brindé una menor
cantidad de enzima residual se le realiz6 un seguimiento en condiciones de
almacenamiento a una temperatura ambiente por 8 dias realizando analisis
consecutivos dia tras dia de actividad enzimatica, cantidad de proteina y contenido
de pigmentos fotosintéticos, los datos promedios obtenidos de 3 replicas se
muestran en elCuadro31Para el estudio los datos obtenidos se grafican en
Microsoft office exel 2007 y se analizan con ayuda del software estadistico
InfoStat.
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Cuadro3l. Seguimiento en almacenamiento.

Dias AR Clorofila | Clorofila | Proteina
a mg/g b mg/g ug/ml

0 18,528 1,336 0,798 806,641
18,642 1,332 0,795 860,198
19,016 1,312 0,718 878,050
22,163 1,305 0,674 867,435
24,936 1,297 0,670 1031,002
27,379 1,271 0,686 1173,579
28,169 1,262 0,685 1250,055
29,784 1,260 0,682 1496,611
8 31,285 1,245 0,660 1506,743
Fuente: esta investigacion

~N[oo|~IWIN|EF

En las graficas49,50,51 y 52se observa el comportamiento de los parametros
evaluados durante el almacenamiento, en el dia séptimo se observa un
amarillamiento del producto es decir el limite 6ptimo del brécoli (Brassicaoleracea
L) variedad Legacy, para su comercializacion

La Grafica 49muestra una actividad de la enzima residual constante los 2 primeros
dias, a partir de este tiempo se observa un aumento progresivo de la actividad, la
Grafica 50 muestra una disminucion de la cantidad de clorofila a dia tras dia, en el
dia 6 y 7 no se observa un cambio considerable en la concentracion de este
pigmento fotosintético, el partir de este tiempo se observa una degradacion
progresiva.

La Grafica 51de concentracion de clorofila b muestra un comportamiento
constante el primer dia luego una disminucién considerable hasta el tercer dia
donde presenta un leve aumento de este pigmento hasta el dia 5 donde se
mantiene constante hasta el dia 7 donde empieza nuevamente una disminucién
de la concentracion.

La Grafica 52muestra un leve aumento en la concentracion de enzima POD hasta
el tercer dia, a partir de este dia se observa un aumento considerable de la
enzima hasta el dia 7 donde se observa un comportamiento constante hasta el dia
8.

Las graficasb0 y 5l1presentan una disminucién continua de pigmentos
fotosintéticos los cuales son degradados y transformados en carotenoides,
feofitinasy pigmentos amarillentos y marrones (Yoshioet al., 2003;Rodés G. et al.,
2006;Bermudez et al., 1995) estos defectos ocasionados en el brécoli son
causados por la reactivacion de la enzima POD que se observa en las graficas 47
y 50.al igual que Thongsooket al.,(2007) quien describe una reactivacion de POD
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del el 80 % después de un tratamiento de 80 °C por 1 min. Y de 60, 55, and 65%
de tratamientos a 100 °C por 5 min, 70 °C por 1 hora y 7 min at 100 °C
respectivamente.

Grafica 49. Dias vs % AER. Grafica 50. Dias vs mg/g de Clorofila b.

Fuente: esta investigacion Fuente: esta investigacion

Grafica 51. Dias vs mg/g de Clorofila a. Grafica 52. Dias vs ug/ml de proteina.
Fuente: esta investigacion. Fuente: esta investigacion

Cuadro32. Analisis de la varianza para % AER

Vari abl e N Re R A CV
%Actividad de | a enzinmm residual 27 1, 00 1,00 0, 19

Cuadro de Analisis de Varianza.

F. V. SC gl M F p- val or
Mbdel o. 604, 11 8 75,51 34315, 46 <0, 0001
TI EMPO 604, 11 8 75,51 34315, 46 <0, 0001
Error 0, 04 18 2, 2E- 03
Tot al 604, 15 26
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Cuadro33. Test de Tukey para % AER

Al f a=0, 05 DMVB=0, 13421
Error: 0,0022 gl: 18

TI EMPO Medi as n E. E TO
18, 53 3 0,03 A

T1 18, 64 3 0,03 A

T2 19, 02 3 0,03 B

T3 22,16 3 0, 03 C

T4 24, 94 3 0, 03 D

T5 27, 38 3 0, 03 E

T6 28, 17 3 0, 03 F

T7 29,78 3 0, 03 G

T8 31, 29 3 0,03 H

Medi as con una |l etra comin no son significativanente diferentes(p<= 0,05)
Fuente: esta investigacion

El analisis de varianza (Cuadro32) explica en un 100 % la variabilidad del %AER,
con esto se puede deducir que el disefio cuenta con un excelente ajuste
permitiendo hacer un analisis confiable sobre él porcentaje de actividad de la
enzima residual.El andlisis muestra diferencia altamente significativa entre los dias
analizados ya que su p-valor es menor de 0,0001.

El test de Tukey(Cuadro 33) muestra que los dias 0 y 1 son significativamente
similares, los dias consecutivos hasta el dia octavo son significativamente
diferentes con un p-valor<= 0,05, es decir que a medida que aumentan los dias se
presenta un aumento significativo en la enzima residual expresado en su actividad.
El analisis indica una reactivacion significativa de la POD en el trascurso del
tiempo evidenciado en la Grafica 53.

Grafica 53. Grafica de medias para reactivacién de POD
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Fuente: esta investigacion
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Cuadro34. Analisis de la Varianza para clorofila a

Vari abl e N Re
Corofila a mg/g 27 1,00

R A OV
1,00 0, 01

Cuadro de Analisis de Varianza

F. V. SC gl ™M F p- val or
Model o. 0,03 8 3, 2E-03 441916,30 <0, 0001
TI EMPO 0,03 8 3, 2E- 03 441916,30 <0, 0001
Error 1, 3E-07 18 7, 3E-09
Tot al 0, 03 26
Cuadro35. Test deTukeypara clorofila a
Al f a=0, 05 DVB=0, 00025
Error: 0,0000 gl: 18
TI EMPO Medi as n E.E T8
1,25 3 4,9E-05 A
T7 1,26 3 4, 9E- 05 B
T6 1,26 3 4, 9E- 05 C
T5 1,27 3 4, 9E- 05 D
T4 1, 30 3 4, 9E- 05
T3 1, 30 3 4, 9E- 05 F
T2 1,31 3 4, 9E- 05 G
T1 1,33 3 4, 9E- 05 H
T0 1, 34 3 4, 9E- 05 |

Medi as con una letra conmin no son significativanente diferentes(p<= 0, 05)

Fuente: esta investigacion

El andlisis de varianza Cuadro34explica en un 100 % la variabilidad en la
degradacion de clorofila a, el andlisis muestra diferencia altamente significativa

con un p-valor menor de 0,0001.

El test de Tukey que se muestra en elCuadro35 y la grafica 54, indican que a
medida que aumenta el tiempo se presenta una disminucion en la cantidad de
clorofila a. El andlisis de medias muestra una menor cantidad de clorofila en el dia
8 y una mayor cantidad el dia cero, a la vez indica que todos los dias presentan
concentraciones de clorofila significativamente diferentes con un p-valor menor
igual a 0,05 y una diferencia minima significativa de 0,00025 .
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Grafica 54. Grafica de medias para degradacion de clorofila a
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Fuente: esta investigacion
Cuadro36. Analisis de varianza para clorofila b
Vari abl e N R2 R A CV
Clorofila b nmg/g 27 1,00 1,00 0, 31
Cuadro de Analisis de Varianza
F. V. SC gl CM F p- val or
Model o. 0, 07 8 0,01 1744, 56 <0, 0001
TI EMPO 0, 07 8 0,01 1744, 56 <0, 0001
Error 8, 6E- 05 18 4, 8E- 06
Tot al 0, 07 26
Cuadro37. Test de Tukeypara clorofila b
Al f a=0, 05 DMS=0, 00626
Error: 0,0000 gl: 18
TI EMPO Medi as n E. E
T8 0, 66 3 1, 3E-03 A
T4 0, 67 3 1, 3E-03 B
T3 0, 67 3 1, 3E-03 B
T7 0, 68 3 1, 3E-03 C
T6 0, 69 3 1, 3E-03 C
T5 0, 69 3 1, 3E-03 C
T2 0,72 3 1, 3E-03
T1 0,79 3 1, 3E-03
TO0 0, 80 3 1, 3E-03

Medi as con una |l etra comin no son significativanente diferentes(p<= 0, 05)

Fuente: esta investigacion
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El Cuadro36de andlisis de varianza explica en un 100% la variabilidad en la
degradacion de clorofila b, con una diferencia altamente significativa y un p-valor
menor de 0,0001.

El test de Tukey (Cuadro37) muestra que a medida que aumenta el tiempo se
presenta un aumento en la degradacion de clorofila b. El analisis de medias y la
Grafica 55muestran que en los dias 0 y 1 no se presenta cambios en la cantidad
de clorofila b, al igual que en los dias 5,6 y 7 y en los dias y 3 y 4 indicando este
comportamiento con una letra comundonde se indica que no son
significativamente diferentes con un p-valor menor igual a 0,05 y una diferencia
minima significativa de 0,00626.

Grafica 55. Grafica de medias para degradacion de clorofila b

Seguimiento Clorofila b
0,81 F -
+ T
o 0,77 |
D
S
o]
o 0,73+ —
S T
S
(@) | |
0,69 + 1 5
2 T
¥
0,65 _
TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
Dias

Fuente: esta investigacion

Cuadro38. Analisis de varianza para degradacion de proteina

Vari abl e N R2 R A CV
PROTEI NA ug/ ni 27 1,00 1,00 0,89

Cuadro de Analisis de Varianza

F. V. SC gl ™M F p- val or
Mbdel o. 1806734,97 8 225841, 87  2349,81 <0, 0001
TI EMPO 1806734,97 8 225841, 87  2349,81 <0, 0001
Error 1729,99 18 96, 11
Tot al 1808464, 96 26
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Cuadro39. Test deTukeypara degradacién de proteina.

Al f a=0, 05 DMVS=28, 04704
Error: 96,1106 gl: 18

TI EMPO Medi as n E. E.

TO 806, 64 3 5,66 A

T1 860, 20 3 5, 66 B

T3 867, 44 3 5, 66 B

T2 878, 05 3 5, 66 B

T4 1031, 00 3 5, 66 C

T5 1173, 58 3 5, 66 D

T6 1250, 05 3 5, 66 E

T7 1496, 61 3 5, 66 F
T8 1506, 74 3 5, 66 F

Medi as con una |l etra comin no son significativanente diferentes(p<= 0, 05)
Fuente: esta investigacion

El andlisis de varianza Cuadro38explica en un 100 % la variabilidad en la
degradacion de proteina, con un p-valor menor de 0,0001.

En elCuadro 39 se observa que a medida que aumenta el tiempo se presenta un
aumento progresivo de proteina (peroxidasa). El analisis de medias con una
diferenciaminima significativa de 28,04704 muestra que los rangos de los dias 1-3
y 7-8 no presentan un cambio estadisticamente significativo en la cantidad de
proteina, lo cual se muestra con una letra comun donde se indica que son
significativamente diferentes con un p-valor menor igual a 0,05, de igual manera
se observa en la

Grafica 56.

Grafica 56. Grafica de medias para reactivacion de proteina (POD)
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Fuente: esta investigacion
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7. CONCLUSIONES

El desarrollo del disefio estadistico arrojé que el mejor tratamiento es el realizado
con aire caliente a una temperatura de 55 °C por 3 horas, porque con él se obtiene
una actividad de la enzima residual de peroxidasamenor (11%).EIl tratamiento por
inmersion en agua que present6 un resultado més aceptable es la combinacion de
54°C por 10 minutos con una actividad de la enzima residual del 18 %.

El tratamiento por aire caliente evitd el amarillamiento, sin alterar el color propio
del brocoli (Brassicaoleracea L) variedad Legacy durante 8 dias, con una
degradacion de clorofila a del 9,6 % y de clorofila b del 7,9 %, por tanto el
tratamiento por aire caliente aplicado se presenta como una opcion satisfactoria
para almacenamiento al ambiente, incrementando asi su vida comercial.

En almacenamiento a temperatura ambiente (17 °C) el brécoli (Brassicaoleracea
L) variedad Legacy presentd un 3,8 % de reactivacion enzimatica expresada como
cantidad de proteina durante 8 dias de almacenamiento.

El tiempo y la temperatura presentan un efecto inversamente proporcional con la
cantidad de POD, clorofila a y b presentes en brocoli (Brassicaoleracea L)
variedad Legacy.

La temperatura es el factor que mas influye en la reduccion enzimatica.

La temperatura influye en la reduccion de clorofila a y con mayor efecto sobre la
disminucién de clorofila b, es decir que la clorofila a es mas termorresistente.
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8. RECOMENDACIONES

Realizar trabajos de investigacién sobre el comportamiento de las propiedades
organolépticas, sensoriales y fisicoquimicas después del tratamiento térmico.

Realizar la investigacion en los subproductos (tallos) y su utilizacion en la parte
alimentaria por su alto contenido nutricional y farmacéutica por su alto contenido
de selenio.

Investigaciones similaresen otras variedades mejoradas genéticamente.
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