LIBERTAS CAPITUR

Universidad Austral de Chile

Escuela de Ingenieria en Alimentos

Estudio Experimental de la Desactivacion de la
Enzima Peroxidasa Durante el Proceso de
Escaldado de Papas (Solanum tuberosum) vy el
Almacenamiento a -18°C.

Tesis presentada como parte de los
requisitos para optar al grado de
Licenciado en Ciencia de los Alimentos

Carolina A. Ramirez Becerra
Valdivia — Chile
2009



PROFESOR PATROCINANTE:

FERNANDO FIGUEROLA RIVAS
Ingeniero Agrbnomo
M.S. Food Science

Instituto de Ciencia y tecnologia de los Alimentos

PROFESORES INFORMANTES:

MARCIA COSTA LOBO
Ingeniero Civil Bioquimico

Instituto de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos

OCIEL MUNOZ FARINA
Bioquimico, Dr. en Ciencias Quimicas

Instituto de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos




INDICE DE MATERIAS

Capitulo Pagina
RESUMEN 1
SUMMARY 2

1 INTRODUCCION 3

2 REVISION BIBLIOGRAFICA 5

2.1 La papa como materia prima 5

2.2 Escaldado 5

2.2.1 Definicién y objetivos del escaldado 5

2.2.2 Métodos de escaldado 7

2221 Escaldadores a base de vapor 7

2.2.2.2 Escaldadores de agua caliente 8

2.3 Enzimas 9

2.3.1 Definicion de enzimas 9

2.3.2 Enzima en los alimentos 9

2.3.3 Peroxidasa 9

2.3.3.1 Mecanismo de reaccion 9

2.3.3.2 Peroxidasa como enzima indicadora 10

2.3.3.3 Capacidad de regeneracion 10

3 MATERIAL y METODOS 12

3.1 Lugar de ejecucion 12

3.2 Materia prima 12

3.3 Reactivos 12



3.4

3.5

3.6

3.6.1

3.6.2

3.6.3

3.6.3.1

3.6.3.2

3.6.4

3.6.5

4.1

4.2

4.3

Equipos e instrumentos

Material de laboratorio

Método

Curva de calibracion de la Peroxidasa
Procedimientos seguidos

Procedimiento experimental

Obtencion de muestras

Pruebas preliminares

Disefio experimental

Andlisis estadistico

PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS
Actividad enzimatica de la materia prima en estado fresco

Desactivacion enzimatica durante el proceso escaldado —
hidroenfriado en papas.

Actividad enzimatica de la peroxidasa en el almacenamiento
CONCLUSIONES
BIBLIOGRAFIA

ANEXOS

13

13

13

13

14

20

20

20

23

24

25

25

26

28

29

30

34



INDICE DE CUADROS

Cuadro Pagina
1 Caracteristicas escaldador utilizado en Agricola Frutos del Maipo 16
Ltda.
2 Actividad enzimatica inicial de la materia prima 25
3 Actividad POD en papas procesadas a 94,8°C por 1 minuto y 40 26

segundos y almacenadas por 0, 21, 42, 63, 84 y 365 dias.



INDICE DE FIGURAS

Figura Pagina
1 Muestra de papas en cubos 12
2 Curva de calibracién de peroxidasa 14
3 Equipo Escaldador utilizado en Agricola Frutos del Maipo Ltda. 16
4 Sistema de enfriado 17
5 Almacenamiento del producto en bins. 18
6 Diagrama de flujo 19
7 Diagrama de obtencion de muestras 20
8 Tiempo de reaccién de enzima comercial 21
9 Obtencion del extracto 22
10  Espectrofotometro utilizado para las lecturas 23

11  Actividades enzimaticas residuales (%) de peroxidasa para las 27
diferentes muestras escaldadas y almacenadas en ambos turnos.



Anexo

10

11

12

13

14

15

16

INDICE DE ANEXOS

Datos de curva de calibracion con estandares comerciales
Tiempo de reaccidn de enzimas comerciales

Pruebas preliminares de dilucién de producto en buffer
Valores de absorbancia obtenidos para cada muestra

Ejemplo de calculo de conversién de absorbancia en actividad
enzimatica (U/g)

Analisis de varianza (ANDEVA) para las muestras (1-8) v/s actividad
enzimatica.

Test de comparacion multiple de Tukey para las muestras (1-8) v/s
actividad enzimatica.

Andlisis de varianza (ANDEVA) para las muestras (2-8) v/s actividad
enzimatica

Test de comparacién maltiple de Tukey para las muestras (2-8) v/s
Actividad enziméatica

Andlisis de varianza (ANDEVA) para las muestras (2-9) v/s Actividad
enzimatica, turno dia.

Test de comparacion mdaltiple de Tukey para las muestras (2-9) v/s
Actividad enzimatica, turno dia.

Andlisis de varianza (ANDEVA) para las muestras almacenadas (4-8)
v/s actividad enzimética.

Test de comparacion multiple de Tukey para Turno dia y turno noche
v/s Actividad enzimética inicial

Andlisis de varianza (ANDEVA) para muestras almacenadas (4-9) v/s
Actividad enzimatica, turno dia.

Test de comparacion mdltiple de Tukey para las muestras
almacenadas v/s Actividad enzimatica. Turno dia.

Andlisis de varianza (ANDEVA) para actividad enzimatica inicial v/s

Pagina
34
35
36
37

38

40

41

43

44

46

47

49

50

51

52

53



17

turno dia y turno noche.

Test de comparacion multiple de Tukey para turno dia y turno noche
v/s actividad enzimética inicial.

vi

54



RESUMEN

Los objetivos del siguiente estudio fueron determinar la actividad enzimética de
peroxidasa soluble (POD) en papas sometidas a un proceso de escaldado a 94,8°C por
1 minuto y 40 segundos y evaluar el comportamiento de la actividad residual en el
producto almacenado en camaras a -18°C. Los ensayos fueron realizados en la
Industria Frutos del Maipo Ltda. durante un periodo de tres meses. La actividad
enzimatica se determin6 en el turno dia y turno noche en la materia prima fresca,
proceso de escaldado, proceso de hidroenfriado antes de entrar a la camara IQF, a los
0, 21, 48, 63, 84 y 365 dias de almacenamiento.

La determinacion de la actividad enzimatica inicial de peroxidada y residual de la papa
se llevd a cabo mediante ensayos espectrofotométricos haciendo reaccionar un
volumen de extracto enzimatico con el sustrato correspondiente a 470 nm.

Se elaboré una curva de calibracién con la Peroxidasa comercial y asi a través de ésta
obtener la actividad enzimatica (U) de cada muestra. Seguido de esto se determind el
tiempo de reaccién de la enzima comercial con el sustrato y asi obtener la variacion de
absorbancia por unidad de tiempo (AA/min).

Los resultados indicaron que ambos turnos trabajaron en iguales condiciones ya que
no se observaron diferencias significativas (P>0,05).

Con respecto a la actividad enzimatica residual hubo diferencias significativas (P<0,05)
de la muestra sin escaldar (Muestra 1) con respecto a las que fueron escaldadas y
almacenadas por 21, 48, 63, 84 y 365 dias. Esto explica que el proceso de escaldado
inactivo la peroxidasa y enzimas mas termorresistentes presentes en la materia prima.

Al evaluar la actividad enzimatica residual de las muestras escaldadas vy
posteriormente almacenadas no se presentd diferencias significativas entre ellas
(P>0,05). No hubo un aumento significativo de la actividad enzimatica residual de las
muestras almacenadas por 21, 48, 63, 84 y 365 dias.

La actividad residual de la peroxidasa fue de 0,64% para el primer dia de
almacenamiento y lleg6 a los 1,22% de actividad enzimética residual con 1 afio de
almacenamiento a -18°C.



SUMMARY

The objectives of this study were to determine the enzymatic activity of soluble
peroxidase (POD) in potatoes that were blanched at 94,8 °C for 1 min and 40 seconds,
and to evaluate the residual activity behavior during storage at -18 °C. The experiment
was carried out in the production plant of Frutos del Maipo Ltda. during a three months
term. The enzymatic activity was determined in the two shifs of production, day and
night, in raw material, after blanching, after cooling before entering to the IQF tunnel
and in storage a time 0, 21, 48, 63, 84 and 365 days.

Determination of initial and residual enzymatic activity of potatoes was carried out by
spectrophotometry at 470 nm.

A calibration curve was prepared with standard peroxidase and the enzymatic activity
(V) was obtained of each sample. Afterwards, the reaction time for standard peroxidase
with substrate was determined and the absorbance variation per unit time (AA/min) was
obtained.

Results showed that both shifts had the same working conditions and there were no
statistical differences (P>0,05).

In relation to the residual enzymatic activity statistical differences were found (P<0,05)
in samples without blanching (sample 1) respect to those that were blanched and
stored for 21, 48, 63, 84 and 365 days. This explains that blanching inactivated
peroxidase and other more resistant enzymes present in raw material.

When the residual enzymatic activity of blanched samples was evaluated and stored
there were no significant statistical differences (P>0,05) between them. There was no
significant increase on residual enzymatic activity in samples stored at 21, 48, 63, 84
and 365 days.

The residual activity of peroxidase was 0,64% for the first day of storage and 1,22 % for
samples stored for 1 year at -18 °C.



1 INTRODUCCION

En frutas y hortalizas la actividad de diversas enzimas tales como lipoxigenasa,
peroxidasa, polifenol oxidasa, lipasa, celulasa, tiaminasa, entre otras, ha sido
relacionada con la aparicion de efectos no deseados, tales como las modificaciones en
color, sabor y textura asi como en la produccion de olores. Los productos vegetales
normalmente requieren de un tratamiento térmico con la finalidad de inactivar enzimas
que causen efectos negativos y de esta manera evitar o0 minimizar los cambios de
calidad en el producto durante el almacenamiento o procesamiento posterior.

El escaldado es un proceso de tratamiento térmico que por lo general se aplica a frutas
y hortalizas principalmente para inactivar enzimas antes de la congelacion. Los
alimentos congelados sin escaldar experimentan cambios relativamente rapidos en las
propiedades de calidad debida a la continua actividad de las enzimas

En la industria de alimentos, la enzima peroxidasa es utilizada como enzima
indicadora para comprobar la eficiencia de un proceso de escaldado, ya que al ser
desactivada durante el tratamiento térmico demuestra que éste se ha realizado en
forma eficiente, asumiendo que también ha ocurrido la inactivacién de otras enzimas
deteriotativas mejorando la estabilidad del producto. Esto se debe a que la peroxidasa
presenta mayor resistencia térmica que el resto de las enzimas presentes.

Sin embargo, en muchos casos se ha observado que la peroxidasa es capaz de
regenerar su actividad después del escaldado con la consecuente aparicion de
modificaciones en la calidad de los vegetales durante el almacenamiento. Estas
modificaciones dan como resultado pérdidas econdémicas para la industria de vegetales
congelados, ya que disminuye la vida util del producto asi como su valor comercial.

Hipotesis
El proceso de escaldado utilizado en la empresa permite inactivar la enzima peroxidasa

presente en la papa que posteriormente va a ser congelada y evitar asi colores,
sabores y olores no deseados, producto de la accion de las enzimas presente.

Con el objeto de cumplir la hip6tesis planteada se formularon los siguientes objetivos

Objetivo general

e Investigar experimentalmente la actividad inicial de peroxidasa (POD) en la papa y
evaluar las cinéticas de desactivacion enzimatica durante el proceso combinado
escaldado hidroenfriado, congelacién y almacenamiento del vegetal



Objetivos especificos

e Determinar la actividad enzimética inicial del producto.

e Calcular los valores de actividad enzimatica residual para el producto evaluado en
las condiciones de tiempo y temperatura utilizados en la Empresa Frutos del Maipo
Ltda. y definir la actividad enzimatica residual obtenida.

e Comparar los resultados obtenidos de actividad enzimatica para cada proceso.
e Evaluar la resistencia térmica de la enzima peroxidada (POD).



2 REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 La papacomo materia prima

La papa, Solanum tuberosum, es un cultivo originario de América. En Chile se
encuentra en estado silvestre en la Cordillera de los Andes, Nahuelbuta, en Chiloé y
otras areas.

Pese a la gran diversidad de variedades existentes en el mundo, en Chile no se
producen comercialmente més de diez. De hecho, tres de ellas, la Desirée, la Yagana y
la Cardinal abarcan el 90% de la produccién. Lejos la mas difundida es la Desirée, con
mas del 50%. De origen holandés, esta papa fue introducida en el pais por el INIA en
1968 y se cultiva para guarda desde la Regién Metropolitana al sur. De piel roja y pulpa
amarilla, se destina fundamentalmente para consumo fresco, aun cuando, debido a la
escasa especificidad predominante en el pais, también se la utiliza para chips o papas
fritas artesanales de consumo inmediato (URRUTIA, 2002).

2.2 Escaldado

2.2.1 Definicion y objetivos del escaldado. El escaldado es un proceso de
tratamiento térmico de corta duracion y a temperatura moderada. Generalmente
consiste en mantener el producto algunos minutos (1,5 a 4 min) a una temperatura
préxima a 95-100°C (CASP y ABRIL, 1999), que por lo general se aplica a frutas y
hortalizas antes de la congelacion, el secado o enlatado. El escaldado se lleva a cabo
principalmente para inactivar enzimas antes de la congelacion o la deshidrataciéon. Los
alimentos congelados o deshidratados sin escaldar experimentan cambios
relativamente rapidos en las propiedades de calidad como color, sabor, textura y valor
nutricional debido a la continua actividad de las enzimas (SHARMA et al., 2003).

Los objetivos del escaldado son los siguientes:
- Limpieza del producto (SHAMS y THOMPSON, 1987; RESS y BETTISON, 1993).

- Inhibir las reacciones enzimaticas indeseables, por destruccion térmica de las
enzimas responsables presentes en los vegetales que en otro caso darian lugar a
aromas, sabores o coloraciones extrafias y causarian la pérdida de vitamina C;
provocando un efecto adverso en la calidad y valor nutritivo del producto (RESS y
BETTISON, 1993; BARRET y THEERAKULRAIT, 1995; CASP y ABRIL, 1999;
SHARMA et al., 2003; BARREIRO y SANDOVAL, 2001).

- Posibilitar un mejor aprovechamiento de los recipientes al disminuir el tamafio de la
materia prima como consecuencia de la coagulacion forzada de las proteinas y
contraccion por la liberacién de agua (POULSEN, 1986).

- Remover el aire atrapado en los tejidos que puede causar reacciones de oxidacion
durante el almacenamiento en frio (RESS y BETTISON, 1993; LUH y KEAN, 1988;
BARRET y THEERAKULRAIT, 1995; BARREIRO y SANDOVAL, 2001)



- Mejorar el sabor y estabilizar el color verde de los vegetales por activacion de las
clorofilas en sus respectivos clorofilicos (FENNEMA, 2000).

- Reducir la carga microbiana viable, ya sean células vegetativas, levaduras y/o
hongos (POULSEN, 1986; BARRET y THEERAKULRAIT, 1995).

- Disminucién del tiempo de cocimiento del producto final (POULSEN, 1986).

- Incremento de la flexibilidad de los productos, lo que permite su manipulaciéon mas
segura en el momento del envasado, reduciéndose las roturas y consiguiéndose un
mejor aprovechamiento del volumen del envase (CASP y ABRIL, 1999).

WOODROOF (1988) sefiala que muchos vegetales congelados, asi como los
deshidratados y enlatados, requieren del escaldado si han de ser almacenados por
periodos de tiempo prolongados. Con el tiempo, los vegetales sin escaldar
gradualmente llegan a ser mas fibrosos, menos dulces e insipidos y sin sabor ni aroma
atractivos; cualidades que siguen deteriordndose, perdiendo, en muchos casos, la
frescura después de 6 meses. Después de un afio 0 mas el sabor y el aroma llegan a
ser desagradables al cocerlos, con una pronunciada cualidad similar al heno. El
sobreescaldado produce una excesiva lixiviacion de minerales, pigmentos, vitaminas,
pérdida de sabor y valor nutricional.

El escaldado tiene un efecto fijador del color verde en algunos vegetales,
especialmente cuando se efectla en agua caliente. Se cree que ello se debe a la
extraccion acuosa de acidos en los vegetales durante el escaldado, con lo cual existe
menos hidrolisis de las clorofilas a feofitinas en el calentamiento. A su vez, el
escaldado tiende a reducir el volumen de los alimentos, lo cual trae ventajas en el
empacado (SHARMA et al., 2003).

La presencia de agua dura en el escaldado, o agua a la cual se le han agregado sales
de calcio o0 magnesio, tiende a producir endurecimiento del producto. Ello se origina al
reaccionar estos cationes con las sustancias pécticas presentes, lo cual crea una
estructura de malla originada por los puentes entre moléculas constituidos por estos
iones, lo que vuelve mas rigida la estructura (FENNEMA, 2000).

Si bien es cierto el escaldado es un proceso que nos entrega beneficios que se citaron
anteriormente, también debemos conocer algunas desventajas como pérdida de
textura, de color, sabor y calidad nutritiva por el proceso de calentamiento; formacion
de sabor a cocido, cierta pérdida de sélidos solubles (especialmente en escaldado
acuoso) e impacto ambiental por los requerimientos de grandes cantidades de agua y
energia (MATHEIS, 1990). Otros efectos adversos del escaldado son la modificacion
irreversible de la estructura celular, la solubilizacién y/o destruccién de alguna vitamina
y nutrientes, y la conversion de la clorofila verde a feofitinas verde-amarillas (Bald y
Katsaboxakis, citados por RODRIGUEZ — SAONA et al., 1995).

El proceso de escaldado conlleva a una pérdida de nutrientes termolabiles,
generalmente pequefia y de materiales hidrosolubles. Las pérdida de &cido ascoérbico
suelen ser apreciables (5-50%), mas con el escaldado en agua que en vapor.
Igualmente existe, por el mismo concepto, una pérdida de la materia seca original (3-
9%), la cual se incrementa al cortar o reducir el tamafio de particulas del producto a ser
escaldado (8-26%); al igual que en el caso anterior, el escaldado con vapor reduce



estas pérdidas. Entre los compuestos hidrosolubles que mas tienden a perderse en el
proceso estan los azucares, las sales minerales, las proteinas y vitaminas
hidrosolubles. Al disminuir la temperatura de escaldado se tienden a reducir las
pérdidas por lixividacion. El proceso también induce a una pérdida de humedad del
producto y por ende de peso y de rendimiento en el proceso. Las pérdidas de peso
oscilan usualmente entre 0,2 y 5% (BARREIRO y SANDOVAL, 2001).

El calor aplicado durante el escaldado, generalmente ocasiona un ablandamiento de
los tejidos. MANZINI et al.(1969) y Brown (1970) citado por NOE et al., (1999)
demostraron estas alteraciones (ablandamiento) en la calidad de los vegetales,
mediante técnicas histologicas. Ademas, el efecto del calor durante el escaldado,
permite que exista una filtracion de micronutrientes por solubilizacion, remocion de aire
y alteraciones en el color del producto terminado. Para disminuir los efectos negativos
de este tratamiento se han modificado las técnicas de escaldado. En pruebas de
resistencia al corte, en rebanadas de papa, se han demostrado que ésta es mayor
cuando la temperatura de escaldado disminuye.

2.2.2 Métodos de escaldado. Los dos métodos de escaldado comercialmente mas
empleados son mantener durante un tiempo el alimento en una atmadsfera de vapor
saturado, o sumergirlo en un bafio de agua caliente. En los Ultimos afios se han
introducido importantes mejoras en las instalaciones con objeto de reducir el consumo
energético y la pérdida de los componentes solubles. Esto ultimo, reduce los
contaminantes de los efluentes e incrementa el rendimiento del producto (SANCHEZ,
2003).

2.2.2.1 Escaldadores a base de vapor. Consiste en un simple tinel de unos 15
metros de longitud, donde se introduce el producto sobre un transportador de cinta,
generalmente de acero inoxidable. La calefaccion se consigue por medio de vapor de
agua saturado, a una presion proxima a la atmosférica, que se inyecta en el interior del
tunel por unas series de boquillas distribuidas en toda su longitud (SHARMA et al.,
2003).

El rendimiento energético de estos equipos es muy bajo, ya que las pérdidas de vapor
gue se producen, principalmente en la entrada y salida de producto tlnel, son muy
elevadas y apreciables a simple vista. Para evitar estos escapes de vapor se han
propuesto varias soluciones, que dan lugar a disefios diferentes del escaldador (CASP
y ABRIL, 1999).

Desde 1940, el vapor se ha convertido en una alternativa frente al agua caliente para el
escaldado de muchos vegetales excepto verduras, porque estas Ultimas tienden a
adherirse resultando en un escaldado desigual (WOODROOF, 1988). Los
escaldadores de vapor continuo son mecanicamente mas complejos; en ellos el
producto se mueve por un tanque que contiene vapor de agua.

El vapor es rapido y causa menos pérdidas por lixiviacién de nutrientes (LAZAR et al.,
1971; LUND et al., 1972; RESS y BETTISON, 1993). Sin embargo, los beneficios
ganados por el vapor pueden perderse por la excesiva cantidad de agua usada para el
enfriamiento; por lo tanto, nutricionalmente hay pocas ventajas del vapor sobre el agua
para escaldar (DIETRICH et al., 1970). Asimismo, aunque el vapor permite obtener
menores tiempos de escaldado, su costo de implementacion es bastante elevado



(WOODROOF, 1988). Ademés, debe considerarse que el escaldado con vapor
consume una gran cantidad de energia, en un escaldador de vapor convencional, al
gue no se le hayan aplicado medidas correctoras, se puede perder cerca del 95% del
vapor consumido (CASP y ABRIL, 1999). Desde el punto de vista de la limpieza del
alimento esta es limitada y se requieren limpiadores adicionales (FELLOWS, 1988).

2.2.2.2 Escaldadores de agua caliente. La inmersion en agua a temperaturas entre
80 y 100°C seguido por inmersion en agua fria, es el mas comun de los métodos de
escaldado (WOODROOF, 1988; HOLDSWOTH, 1993). Generalmente se utilizan dos
tipos de equipos para este propdsito; el mas importante es el escaldador giratorio de
inmersion continua en el cual los productos son transportados a través de un tanque o
tambor estético con agua caliente utilizando un transportador en espiral con lo que el
producto es sumergido constantemente en el agua caliente (HERSOM y HULLAND,
1984; HOLDSWORTH, 1993).

La calefaccién del agua se consigue por inyeccién directa de vapor, y es necesario
mantener su nivel, por adicién continua de agua fresca, ya que una parte del agua de
tratamiento es absorbida y arrastrada por el producto. Este sistema de calentamiento
de agua tiene una eficacia térmica muy baja, ya que una parte del vapor inyectado se
pierde antes de haberse condensado. Por lo tanto, y con el fin limitar el consumo
enérgico, se han desarrollado sistemas de calentamiento por intercambiador de calor
en los que se consigue la completa condensacion del vapor empleado (CASP y ABRIL,
1999).

El otro equipo es el escaldador hidraulico de tipo tubo en el que el producto se bombea
con agua caliente a lo largo de una tuberia, de cuyas paredes salen chorros de vapor
que se utilizan para calentar el agua y facilitar el flujo del producto (HERMSON vy
HULLAND, 1984).

Los métodos de escaldado por inmersion de los productos en agua presentan la
objecion de necesitar grandes volumenes de agua. Cuando se emplea agua caliente es
facil de imaginar que el escaldador actuara como un extractor sélido-liquido, dando
lugar en el producto a pérdidas de materias solubles: proteinas, azlcares, sustancias
minerales, vitaminas, etc. que disminuiran su valor nutritivo, pasando al agua e
incrementando la carga contaminante de los vertidos de la industria (CASP y ABRIL,
1999).

La doble pérdida de nutrientes puede ser reducida mediante un escaldado serial, esto
es, usando la misma agua de escaldado y enfriado en varias oportunidades. Ya que la
pérdida de compuestos hidrosolubles es estabilizada después de tener una
acumulacién de nutrientes lixiviados en el agua de escaldado, la adicién de ciertos
minerales al agua de escaldado ayuda a estabilizar el proceso de lixiviacion
(WOODROOF, 1988). El escaldado convencional, constituye una gran fuente de
contaminacion; sobre el 50% de la produccién de DBO es debido al escaldado durante
el proceso de enlatado de productos vegetales (Weckel et al., citado por HURT, 1979).
Al respecto, diversos estudios han sido desarrollados por la National Canners
Association (ahora National Food Processors Association), citado por HURT (1979),
con el objetivo de reducir esta fuente de contaminacién y potencial fuente de
nutrientes.



2.3 Enzimas.

2.3.1 Definicidon de las enzimas. Las enzimas son proteinas que se comportan como
catalizadores, es decir, aceleran la velocidad con la que las reacciones se llevan a
cabo sin alterar el equilibrio y son responsables de las transformaciones metabdlicas
en los seres vivos. Desde el punto de vista fisicoquimico, y como consecuencia de su
estructura proteica, la actividad catalitica de las enzimas depende del pH y de la
temperatura de reaccion, caracteristica que resulta de fundamental importancia en una
aplicacion industrial (GARCIA et al., 2002).

Las enzimas estan constituidas por proteinas globulares que, a temperaturas cercanas
a los 37°C, aceleran la velocidad de las reacciones quimicas y biolégicas por un factor
de 10" a 10% en relacion a las reacciones no catalizadas. La actividad de una enzima,
se expresa en términos de la reaccién que ella cataliza como la transformacion de un
micromol de sustrato en producto por unidad de tiempo. Mientras que las Unidades son
una medida de una cantidad de enzima activa (FENNEMA, 2000).

2.3.2 Enzimas en los Alimentos. En los tejidos vegetales, enzimas como la
lipoxigenasa, la polifenoloxidasa, la poligalacturonasa y la clorofenolasa causan
pérdidas en el valor nutritivo, el sabor y la textura que canalizan las reacciones de
deterioro en el interior de la célula (enddgenas), afectando la calidad de los vegetales
congelados. Estas enzimas difieren en su resistencia térmica, lo que implica que la
velocidad de desactivacion enzimatica variara dependiendo del tipo de enzima,
variedad del vegetal, etc. (MATHEIS, 1990).

Ademas, la peroxidasa (POD) y la catalasa son dos de las enzimas mas resistentes al
calor y de més amplia distribucion. Aunque a estas enzimas no se les consideran como
causantes del deterioro durante el almacenamiento, su actividad se utiliza para evaluar
la eficacia del escaldado (SHARMA et al., 2003).

2.3.3 Peroxidasa

2.3.3.1 Mecanismo de reaccion. La peroxidasa es una oxidorreductasa que cataliza
reacciones usando oxigeno o peréxido como aceptor de hidrégeno. BEN - AZIZ et al.
(1970) y HEMEDA y KLEIN (1990), sefialan que los mecanismos de accion de la
peroxidasa estan basados en la formacion de un complejo enzima - donante de
hidrégeno, como se observa en la siguiente reaccion:

ROOH+AH,— , ROH+ A+ H,0O

Cataliza la reaccion de ciertos compuestos dadores de hidrégeno, como fenoles
(guayacol, pirogalol) y aminas aromaticas (o-fenilendiamina) por medio de peréxidos
(H202). El sustrato oxidable mas usado es el guayacol, que es oxidado a un complejo
coloreado de tetraguayacol en presencia de peroxido (WHITAKER, 1972). La velocidad
de formacién del color rojo ladrillo puede ser utilizada como medida de la actividad
enzimatica por lecturas espectrofotométricas de las absorbancias con relacion al
tiempo (FENNEMA, 2000).



10

2.3.3.2 Peroxidasa como Enzima Indicadora. La peroxidasa ha sido ampliamente
usada como indicadora de efectividad del escaldado por su alta tolerancia a
tratamientos térmicos. Se espera que si la POD ha sido inactivada, las otras enzimas
también. Ademas, es importante inactivar la POD debido a su vinculacion con cambios
en la coloracion de frutas y hortalizas, degradacion de compuestos fendlicos con
importante valor antioxidante y pérdida de aroma. Cuando se usa esta enzima como
indicadora, se espera que a un mayor grado de inactivacion, la calidad se mantenga
por un mayor tiempo (MATHEIS, 1990; BARREIRO y SANDOVAL, 2001).

Diversos investigadores han informado que la peroxidasa puede estar involucrada en el
deterioro de la calidad sensorial de los vegetales procesados, y principalmente en el
desarrollo de sabores extrafios. KAMPIS et al. (1984), le asignan responsabilidad en la
biosintesis de lignina; CHANG et al. (1984) sefialan que esta enzima esta relacionada
con cambios de sabor y color debido a la oxidacion de compuestos fendlicos en
qguinonas (en presencia de peroxido de hidrégeno), y afectaria el valor nutritivo por
reacciébn de éstas con aminoacidos y vitamina C en los vegetales no escaldados.
Walter citado por KAMPIS et al. (1984), reporta que seria causante de degradacion de
clorofila.

Por el contrario, Bottcher citado por HALPIN et al. (1989) informan que la peroxidasa
no es directamente responsable de las pérdidas de calidad de vegetales durante sus
almacenamientos en congelacién y Lim citado por BARRET y THEERAKULKAIT
(1995) indica que con excepcion de la formacion de lignina en esparragos, no existe
evidencia que relacione la peroxidasa con el deterioro de calidad. WILLLAMS et al.
(1986), informaron que la peroxidasa no es la enzima involucrada en el desarrollo del
sabor, y que la lipoxigenasa seria causante de este defecto en los vegetales
congelados.

Los autores mencionados anteriormente proponen el uso de lipoxigenasa como enzima
indicadora de la eficiencia del escaldado de frijoles y arvejas verdes. Esta Ultima
requiere menor tiempo de tratamiento (debido a que la lipoxigenasa es mas sensible al
calor que la peroxidasa) y podria contribuir a mantener la calidad nutritiva y sensorial
del producto durante el almacenamiento en congelacion.

2.3.3.3 Capacidad de regeneraciéon. El fenébmeno de regeneracién consiste en la
recuperacion de actividad transcurrido un tiempo después del tratamiento térmico
(HEMEDA y KLEIN, 1990). Esto ha sido explicado asumiendo que la fraccion proteica
de la proteina sufre una desnaturalizacion parcial, con pérdida de estructura terciaria,
produciendo luego una reversion a su estado normal por la recombinacion de grupos
hidrégenos o sulfhidrilicos (SCHMIDT - HEBBEL y PENNACCHHIOTTI, 1982).

Se cree que el proceso de regeneracion enzimatica después del tratamiento térmico se
deriva de la regeneracion de la estructura terciaria de la parte proteica de la enzima,
cuando ésta no ha sido inactivada o desnaturalizada en forma total por el tratamiento
térmico (SHARMA et al., 2003).

Si el tratamiento térmico es incompleto la peroxidasa tiende a regenerarse, al menos
parcialmente, después del tratamiento. Las temperaturas muy altas por tiempos cortos
de inactivacion tienden a producir mayor regeneracion que procesos equivalentes a
menor temperatura y tiempos mas largos. La regeneracion de la actividad residual
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depende del almacenamiento, habiéndose encontrado que a menor temperatura de
almacenamiento mas largo es el tiempo para la regeneracién. (BARREIRO vy
SANDOVAL, 2001).

Burnette citado por CHANG et al. (1984) sefiala que la reactivacién de la peroxidasa
puede ocurrir cuando no es totalmente inactivada por calor; resultados similares fueron
encontrados por CHEU y CHEN (1991). Sin embargo, APARICIO - CUESTA et al.
(1992) demuestran que aun con desactivacion total de la enzima durante el escaldado,
se produce regeneracion durante el almacenamiento en congelacién a —18°C, aln
cuando esta actividad regenerada no supera el 1,23% de la actividad inicial de la
enzima en el vegetal.

Aunque durante el almacenamiento de porotos verdes y arvejas en estado congelado,
con escaldado previo, no se ha visto regeneracion de la actividad de POD en ensayos
de escaldado efectuados a extractos de esta enzima obtenidos de arveja se ha visto
que ésta puede renaturalizarse, por lo tanto si la renaturalizacion se presenta, no se
lograr4d el efecto deseado tras la aplicacion del tratamiento térmico aplicado
(NARVAEZ, 2008).

En la practica industrial se ha encontrado que las verduras congeladas retienen entre 1
y 10% de actividad peroxidasica residual. Estudios recientes han indicado que cierto
grado de actividad residual de peroxidasa es permisible en los productos congelados y
que ello afecta menos la calidad que procesos de escaldado mas severos por tiempo
largos a menor temperatura. En general, los niveles de actividad residual entre 1y 7%
no parecen afectar en forma apreciable la calidad de vegetales tales como los arvejas,
judias, porotos verdes, espinacas y zanahorias, durante lapsos de almacenamiento
congelado de hasta nueve meses (RAVENTOS, 2005).

Cuando la cinética de inactivacion térmica de la peroxidasa o de cualquier otra enzima
es conocida, es posible predecir la fraccion residual de la enzima en funcién de la
temperatura y tiempo de escaldado y de la geometria y dimensiones del producto.
Barreiro (1985) desarrolld6 un modelo matematico para productos cortados en
geometria esférica, cilindrica y de paralelepipedo recto-rectangulo. Este modelo
resuelve en forma analitica la ecuacion del calor, con las condiciones iniciales y de
borde imperantes en el proceso de escaldado y permite predecir tiempos de escaldado
para diversas condiciones del proceso (BARREIRO y SANDOVAL, 2001).
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3 MATERIAL Y METODO

3.1 Lugar de ejecucion

El presente estudio se llevo a cabo en Agricola Frutos del Maipo Ltda., entre los meses
de Febrero y Agosto del 2006. Los andlisis correspondientes a la materia prima, al
producto escaldado y almacenamiento se realizaron en el Laboratorio de Desarrollo de
Producto del Departamento de Agroindustrias y Enologia de la Universidad de Chile,
Santiago.

3.2 Materia prima

Para la realizacion de las pruebas experimentales se utiliz6 papa variedad Desirée,
trozada en cubitos, provenientes de Santa Luisa Isabel Ltda. de la provincia de Paine
entregados a Agricola Frutos del Maipo Ltda.

FIGURA 1 Muestra de papas en cubos.

3.3 Reactivos

Los siguientes reactivos fueron utilizados en la obtencion del extracto, preparacion del
sustrato y elaboracion de curvas de calibracion:

e Obtencién del Extracto. Buffer fosfato de potasio (Monofosfato de potasio, WINKLER
LTDA,; Difosfato de potasio, WINKLER LTDA; HCI; NaOH 1N).

e Sustrato Peroxidasa. Guayacol (100%), MERCK; Peroxido de Hidrogeno (30%),
MERCK; Buffer fosfato de potasio pH 6.5, 0.2 M y agua destilada.
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e Curva de Calibracion. Estandares de actividad enzimética conocida de peroxidasa
(Type X; P6140; 250 U/mg proteina), BIOSONDA S.A.; y sus respectivos sustratos.

3.4 Equipos e instrumentos

Registrador de temperaturas, Monitor Termocroén, Solsis Ltda.
Cronémetro digital, CASIO 705, Japon.
e Balanza analitica Sartorius.

 Balanza analitica electrénica, CHYO BALANCE JK-200, precision 0,1 mg, Japon.

e TermOmetros patrones de calibracibn y convencionales de medicién; DBGM,
Alemania.

o Espectrofotometro Spectronic Genesys 5, 50/60 hertz, UV/vis, USA.

3.5 Material de laboratorio

Los siguientes materiales fueron utilizados en la preparacion del extracto enzimatico y
sus respectivos sustratos, y en las lecturas de absorbancia en espectrofotometro.

e Matraces, pipetas totales y volumétricas, vasos precipitados, embudos, frascos de
plasticos.

Cubetas de cuarzo, 10 mm; Equilab Ltda.

Minipimer Braun

Papel filtro Wathman N° 4 (Tamaifio de poro 20-25 um).
Micropipetas (1-5 ml, 10-100 pl, BOECO), Alemania.
Cooler 48QT (45,4 Lt.)

Hielo seco, Praxair Inc.

3.6 Método

3.6.1 Curva de Calibracién de la Peroxidasa. A fin de obtener una ecuacion que
relacione las lecturas de Absorbancia con la Actividad enzimatica estandar (U/g) del
producto fresco y procesado, se elaboré una curva de calibracion para peroxidasa.

La actividad de peroxidasa fue medida espectrofotométricamente a 470 nm usando
guayacol y peroxido de hidrogeno como dador de hidrégeno y sustrato segun el
método descrito por HEMEDA y KLEIN (1990), SHEU Y CHEN (1991), WENG et al.
(1991) y SARAIVA et al. (1996) con algunas modificaciones.

Peroxidasa. Se prepararon diferentes soluciones de concentracion conocida de
peroxidasa comercial y se determind la actividad enzimatica mediante lecturas de
absorbancia en espectrofotometro. Las concentraciones variaron desde 0,02 U/ml de
solucion hasta 1,2 U/ml de solucion. La dilucion se realizé con buffer fosfato de potasio
0,2 M, pH 6,5. La longitud de onda, el tiempo y temperatura de reaccion, asi como el
sustrato utilizado fue igual al utilizado en las determinaciones de actividad del vegetal
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analizado. En la FIGURA 2 se presenta un grafico que relaciona las lecturas de
absorbancia con la actividad enzimatica. Mediante regresion lineal, se obtuvo una
ecuacion que fue utilizada para transformar las lecturas de absorbancia de los
extractos enziméticos crudos y procesados en actividad enzimética (U) de peroxidasa.
En ANEXO 1 se presentan los datos que dan origen a la figura mencionada. La
actividad enzimatica (U) se definié como la variacion de la absorbancia (AA) a 470nm
por minuto (la reaccién se registrd por 20 minutos).

0,010 3
0,009 -

0,008 -

y = 0,0019Ln(x) + 0,0104
R? = 0,9833

0,007 -

0,006 -

0,005 -

AAs70/min

0,004 -
0,003 -
0,002 -

0,001 -

0,000

POD (L)

FIGURA 2 Curvade calibracion de peroxidasa.

3.6.2 Procedimientos seguidos

Descripcién del Proceso de papas congeladas en Agricola Frutos del Maipo Ltda.
A continuacion se detalla el diagrama de flujo para la papa en cubo. En la FIGURA 6 se
presenta un diagrama de flujo, y se detalla cada etapa realizada.

a) Recepcién de la Materia Prima. Se realiza para un previo control de conformidad,
asi como establecer un sistema de organizacion que permita una localizacion rapida y
facil, asi como un maximo aprovechamiento del espacio respetando las condiciones de
conservacion.

El producto llega a la planta en tolva o bins, se recepciona la guia de despacho del
productor y se emite la de recepcion en planta. El producto se pesa en la romana y es
analizado segun una especificacién técnica establecida por Control de Calidad de
Materias primas. De acuerdo a la capacidad productiva de la linea el producto es
procesado de inmediato, vaciado en bins y almacenado por un tiempo no superior a 24
horas de lo contrario es trasladado a su guarda en frio.

b) Limpieza. El producto es vaciado a la linea en la cual por medio de operarios se
retiran los elementos facilmente visibles como ramas, piedras, pudricion, dafio de
insecto, fuera de color, dafio mecanico, deformes, bajo calibre.
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¢) Lavado. El producto es lavado por inmersién con cloro (80 p.p.m.) para el retiro de
tierra y materia vegetal extrafia adherida.

d) Pelado. El producto pasa por rodillos de friccion por aproximadamente 3 minutos,
los que retiran la piel del producto.

e) Repase. Se repasa manualmente las unidades con resto de piel y manchas.

f) Corte. El producto es vaciado a una maquina cortadora la que realiza un corte
10x10x10 mm.

g) Inspeccién. Se realiza inspeccién y extraccidbn en cinta de restos vegetales,
materias extrafias y defectos.

h) Escaldado. El producto es sometido a un tratamiento térmico por inmersion, éste
es un proceso térmico en relacion de tiempo de escaldado de un 1207 y
temperatura entre 90 y 98°C cuyos objetivos es inactivar enzimas, disminuir carga
microbiana y fijar color (Ver FIGURA 3).

Dentro de la estructura del escaldador hay un eje con un sin fin que cumple la labor de
transmitir y trasladar el vapor inyectado por todo el equipo.

Ademas, posee un nivel de agua en su interior, que determina la cantidad de liquido
faltante para la inmersion del producto.

El motor posee un variador de frecuencia que controla el tiempo de residencia de la
materia prima dentro del sistema.

Al iniciar el trabajo en la linea, lo correcto es esperar que el agua en el interior del
equipo alcance una temperatura de 95°C, si es inferior a ello se debe esperar hasta
alcanzar los grados celsius requeridos. El tiempo en alcanzar lo exigido oscila entre 10-
15 min dependiendo de la temperatura del agua, la inyeccién de vapor y el nivel del
agua.

Posee un sistema automatico de temperatura con sensor PT 100 y una vélvula
moduladora, por tanto dentro de un 6ptimo desempefio, es esencial contar con un
manipulador que este controlando el ingreso y el egreso de agua al estanque para
mantener una temperatura de 95°C.

Para un buen funcionamiento del equipo, lo ideal es tener siempre un flujo constante
de alimentacién pues si la alimentacién disminuye la valvula de inyeccién de vapor se
va cerrar y viceversa.

Una vez inspeccionado el producto es vaciado al escaldador rotativo mediante el
calibrador. El tiempo de residencia lo va a dar el variador de frecuencia incorporado en
el equipo que oscila entre 1,08 min-1,50 min, dependiendo del flujo de alimentacion. A
continuaciéon en el CUADRO 1 se detallan caracteristicas del equipo escaldador.



16

CUADRO 1 Caracteristicas escaldador utilizado en Agricola Frutos del Maipo

Ltda.

Material de la estructura

Fierro

Material del tambor

Acero inoxidable

Material del sin fin

Acero inoxidable

Caudal de agua (Capacidad Descarga)

60 L/s (pozo profundo)

Caudal de agua (Capacidad Descarga)

49 L/s (estanque acumulador)

Largo tambor 2280 mm
Diametro del tambor 1080 mm
Diametro malla 3x12 mm
Velocidad giro sin fin 8,4 rpm
Frecuencia escaldador 60 hertz
Voltaje de alimentacion 380 volt
Potencia 1,5 kW

FIGURA 3 Equipo Escaldador utilizado en Agricola Frutos del Maipo Ltda.
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i) Enfriado. Etapa mediante la cual se enfria el producto que sale del escaldador a una
temperatura menor a 95°C. El enfriado se realiza a través de challas que lanzan el
agua en forma pulverizada de manera que el liquido cubra gran parte de la superficie
del producto y se pierde mas cantidad de vapor en el producto. Su funcién principal es
bajar los grados para que la papa ingrese lo mas frio posible al IQF con una
temperatura alrededor de 9,8°C. Esta operacidén se realiza dos veces para que el
producto pueda alcanzar la temperatura necesaria para que pueda ingresar al IQF.

Todo ello va a estar en directa proporcion con el flujo de alimentacién y la temperatura
del agua. El tiempo de exposicién al agua va a estar dado por la velocidad de la cinta
de traspaso.

Mientras mas baja sea la temperatura de ingreso al IQF mas eficiente va a ser el
enfriado del producto. A diferencia de una temperatura de ingreso mayor, el equipo
baja su rendimiento y eficiencia.

Al salir el producto del escaldador el manipulador de alimentos a través de un rastrillo
de acero inoxidable, distribuye los cubos de papa lo mas homogéneo posible en la
superficie de la cinta para facilitar el enfriado.

FIGURA 4 Sistema de enfriado.

j) Congelado. El producto se traslada de un elevador a una cinta transportadora del
tunel continuo de congelacion IQF. El producto tiene una permanencia en el tanel de
aproximadamente 10 a 15 minutos obteniéndose una temperatura de producto de
acuerdo a las condiciones de alimentacion y flujo de aproximadamente -18°C a la
salida de éste.

k) Almacenamiento. Una vez congelado el producto es recibido en bins de madera o
plastico, cubiertos con una bolsa de polietileno de forma tal de evitar el contacto del
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producto con el material del bins. El bins es trasladado y guardado en camara previo
pesado y marcado para registro, las camaras deben tener una temperatura maxima de
-18°C (ver FIGURA 5).

FIGURA 5 Almacenamiento del producto en bins.
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FIGURA 6 Diagrama de flujo.
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3.6.3.1 Obtencion de muestras. Se tomaron 8 muestras de papas en triplicado en dos
turnos, turno dia y turno noche en el siguiente orden:

- Muestra 1: Papa cruda, antes de entrar al escaldador.

- Muestra 2: A la salida del escaldador.

- Muestra 3: A la entrada del congelador IQF

- Muestra 4: Almacenamiento en bins a los 0 dias

- Muestra 5: Almacenamiento en bins a los 21 dias

- Muestra 6: Almacenamiento en bins a los 42 dias.

- Muestra 7: Almacenamiento en bins a los 63 dias.

- Muestra 8: Almacenamiento en bins a los 84 dias.

- Muestra 9: Se tomé ésta muestra de un bin distinto que estaba almacenado por un

tiempo de 1 afo. (Ver FIGURA 7).

Muestra 2

N

0 dias

Muestra 4

Muestra 5

21 dias

Inspeccion

'#

Escaldado

I S—

Enfriado

Muestra 1

L ]

Congelado IQF

I

Almacenamiento

e

N\

Muestra 6

010

63 dias

é

Muestra 8

g

84 dias

FIGURA 7 Diagrama de obtencion de muestras.

3.6.3.2 Pruebas preliminares. Las pruebas preliminares consisten principalmente en
ensayos de métodos de obtencion del extracto, medicion de tiempos y temperaturas de

escaldado y andlisis enzimatico.
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- Tiempo de reaccién. Se determiné experimentalmente utilizando peroxidasa
comercial. Se midi6 la absorbancia iniciada la reaccion enzimatica, con el sustrato
correspondiente, cada 15 segundos a la longitud de onda respectiva, hasta lectura
constante. Asi se obtiene la maxima lectura para la peroxidasa. Los perfiles de lectura
de absorbancia versus tiempo de reaccién de Peroxidasa, se presentan en la FIGURA
8, de ésta forma se determind que el tiempo de reaccién correspondié a 20 minutos
para Peroxidasa. La temperatura de reaccion se mantuvo constante a lo largo de las
experiencias practicas en 20°C. En ANEXO 2 se presentan los datos que dan origen a
la figura mencionada.

0,2
0,18 1
0,16 A1
0,14 -
0,12 1

0,1 1
0,08 -1
0,06 -1
0,04 1
0,02 1

0 T T T T T
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AA470nm

Tiempo reaccion (min)

FIGURA 8 Tiempo de reaccion de enzima comercial.

- Obtencion del extracto. Se realizaron diluciones del producto en buffer a fin de
obtener lecturas de absorbancia dentro del rango 0,000-1,000 donde existe una
relacion directa entre las lecturas y la actividad enzimatica.

Extracto enzimatico de papas. Se evaluaron diferentes diluciones de producto en
buffer fosfato de potasio 0,2M, pH 6,5, y de esta forma se obtuvo la dilucién 6ptima
para este producto. Las diluciones propuestas y los valores de absorbancia obtenidos
se presentan en el ANEXO 3. Es necesario destacar que con el método de extracciéon
mencionado, so6lo se obtiene la fraccion soluble de peroxidasa, por lo que en adelante,
la referencia de actividad enzimatica total de peroxidasa en el vegetal analizado, sélo
considera las isoenzimas solubles de peroxidasa.

- Escaldado - Hidroenfriado. Se midi6 las temperaturas y tiempos del proceso
empleado en el escaldado y enfriamiento para comprobar si se cumple con lo exigido
para desactivar las enzimas causantes del deterioro del producto. Los resultados
fueron los siguientes:

Temperatura de la papa antes de que ingrese al escaldado: 13,6°C
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Tiempo de residencia del producto en el escaldador: 1 minuto con 40 segundos
Temperatura del producto a la salida del escaldado: 94,8°C
Temperatura del producto luego del hidroenfriado: 32°C

Temperatura del producto luego del segundo hidroenfriado y antes de entrar a la
camara de IQF: 9,5°C

- Andlisis enzimético. Los analisis enzimaticos se realizaron en los vegetales crudos,
procesados y almacenados destinados a determinar la actividad inicial y residual de los
vegetales. Para ello se prepar6 un sustrato para la enzima analizada y un extracto del
producto que contenia la enzima.

Preparacion del sustrato. El sustrato para la reaccién de la enzima analizada fue
preparado seguin método SHEU y CHEN (1991), de la siguiente forma:

Se mezclaron 0,1 ml de guayacol (100%) y 0,1 ml de peréxido de hidrégeno (30%) con
49,9 ml de buffer fosfato de potasio 0,2 M pH 6,5 y 49,9 ml de agua destilada, dando
una concentracion final de 8,94 mM de guayacol.

Las soluciones sustratos fueron preparadas el dia de cada andlisis agitando la mezcla
para luego dejarlas reposar en oscuridad.

Preparacion del extracto. Basandose en los resultados de las pruebas preliminares se
pesaron 5 g de papas crudas y procesadas y se trituraron por 2 minutos a alta
velocidad en la Minipimer Braun, luego se mezclaron con 20 ml de buffer fosfato de
potasio 0,2 M pH 6,5. Finalmente se filtr6 con papel Wathman N°4. El filtrado fue
utilizado como extracto enzimatico.

Figura 9 Obtencién del extracto.

Reaccion. La actividad enzimatica se determind haciendo reaccionar un volumen de
extracto enzimético con el sustrato correspondiente. La peroxidasa es una enzima
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oxidorreductora capaz de oxidar guayacol en presencia de peréxido de hidrégeno
originando un producto de color pardo-café. La actividad enzimatica se expresé como
variacién de absorbancia por unidad de tiempo (AA/min), y se determiné de la siguiente
forma:

Se mezclo 0,12 ml de extracto con 3,48 ml de sustrato. La mezcla fue agitada y la
lectura a 470 nm se realiz6 a los 20 minutos de iniciada la reaccion.

Las lecturas espectrofotométricas se realizaron en cubetas de cuarzo, y
comparandolas con un blanco compuesto por 3,48 ml del sustrato mas 0,12 ml de
agua destilada. De esta forma, a través de color, se detecté la reaccion de la enzima y
su sustrato. Los resultados de absorbancia obtenidos se muestran en el ANEXO 4.

Figura 10 Espectrofotémetro utilizado para las lecturas.

- Expresion de los resultados. Utilizando la curva de calibracion elaborada en 3.6.1 y
considerando la dilucion de producto en el medio de reaccién, los valores se expresan
como Unidad de enzima por gramo de sélido del producto (U/g sélido). Las lecturas de
absorbancia (A) fueron divididas por el tiempo de reaccién, 20 minutos para
peroxidasa. Utilizando las curvas de calibracién elaboradas en 3.6.1, la medida del
extracto utilizado (ml) en la reaccién vy la cantidad de muestra de papas y dilucion
(g/ml) empleada para la preparacion del extracto, se obtuvo los valores expresados
como Unidad de enzima por gramo de producto (U/g). Para transformar los valores de
(AA/min) a las unidades (U/g) se utilizaron los factores del ANEXO 5.

3.6.4 Disefio experimental. Se aplico un disefio experimental completamente
aleatorizado en bloques con 8 tratamientos y tres repeticiones, es decir 24 ensayos
donde el factor a evaluar fue la actividad enzimatica residual de Peroxidasa (POD)
determinadas experimentalmente. En ellas se consideraron como variables:

- Variable Independiente (x) Muestras: Papas crudas, escaldadas, sometidas a
enfriamiento y almacenadas por 21, 42, 63, 84 y 365 dias.
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- Variable Dependiente (y) Actividad enzimatica residual de Peroxidasa (POD).

3.6.5 Analisis estadisticos. Con la finalidad de evaluar los resultados obtenidos en la
investigacion, se utilizaron los Software Statgraphics Plus 5.1 y Microsoft Excel 2002:

e Analisis de regresion para obtener una ecuacién y por medio de ésta llegar a los
valores expresados como Unidad de enzima (U).

 Andlisis de varianza (ANDEVA), por comparacion multiple para determinar si hubo
diferencias significativas entre las muestras.
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4 PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 Actividad enzimética de la materia prima en estado fresco

La materia prima fue caracterizada enzimaticamente determinando la actividad inicial
de peroxidasa (POD). En el CUADRO 2 se presentan los promedios de actividad
enzimatica inicial de la papa analizada.

CUADRO 2 Actividad enzimética inicial de la materia prima.

PEROXIDASA PEROXIDASA
[AA/min g] (U/g)
TURNO DIA 0,322 22,660
TURNO NOCHE 0,333 26,769

Las actividades enzimaticas del CUADRO 2 se presentan en dos unidades, U/g y (AA/
min g). Los valores presentados como U/g fueron calculados segun se indica en el
ANEXO 5 y corresponden a Unidades estandar de actividad enzimatica referidas a las
enzimas comerciales. Los valores presentados como (AA/ min g) corresponden al
promedio de la actividad enzimatica inicial y son validos para comparar los resultados
obtenidos con los informados por otros autores en las mismas unidades. Estos valores
fueron calculados con el uso de los factores de conversion presentados en el ANEXO
5.

En el CUADRO 2 se observa que las actividades iniciales son similares entre cada
turno, lo que comprueba con los resultados del andlisis estadistico presentado en la
tabla del ANEXO 16y 17, para ambos turnos, no existen diferencias significativas.

La actividad de peroxidasa en la papa fresca fue de 0,322 AA/ min g para el turno dia
y 0,333 AA/ min g para el turno noche. Estos valores fueron inferiores a los
informados por MUFTUGIL (1985), en su investigacion en la resistencia térmica de
peroxidasa en cubos de un centimetro de lado (4,02 AA/ min g) y que el valor obtenido
por ACOSTA (1993) (5,6 AA/ min g). Una de las razones puede deberse a que se
trabajo con una variedad de papa distinta a la que se esta estudiando.
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4.2 Desactivacion enzimética durante el proceso escaldado — hidroenfriado en
papas

Se determind la actividad enzimatica de los vegetales sometidos a tratamiento térmico
a las condiciones descritas en 3.6.3.2, referidas a las combinaciones tiempo -
temperatura de escaldado e hidroenfriado. La actividad enzimética obtenida se
transformo en porcentaje de Actividad Residual mediante la siguiente expresion:

% ACTIVIDAD RESIDUAL = (U/g); x 100
(U/9)1

Para peroxidasa, la cinética de desactivacion enzimética se representdé como la
evolucién de actividad enzimética en funcion del tiempo de almacenamiento. En el
CUADRO 3 se presentan las actividades enzimaticas (U/g) y residual (% actividad
residual).

CUADRO 3 Actividad POD en papas procesadas a 94,8°C por 1 minuto y 40
segundos almacenadas por 0, 21, 42, 63, 84 y 365 dias.

TURNO DIA TURNO NOCHE
Actividad enzimaética | Actividad residual | Actividad enzimética | Actividad residual

POD POD POD POD

(Ulg) (%) (Ulg) (%)
Muestra 2 0,145 0,639 0,145 0,541
Muestra 3 0,146 0,645 0,146 0,546
Muestra 4 0,145 0,639 0,146 0,546
Muestra 5 0,162 0,716 0,164 0,612
Muestra 6 0,179 0,789 0,180 0,674
Muestra 7 0,192 0,846 0,197 0,736
Muestra 8 0,195 0,861 0,209 0,782
Muestra 9 0,277 1,223




27

Peroxidasa. La gréfica de actividad enzimatica residual se presenta para el turno dia y
turno noche. En las FIGURA1l se muestra la actividad residual obtenida del
tratamiento térmico y almacenamiento, y se puede observar que la actividad enzimatica
fue afectada por la temperatura, tiempo del proceso y temperatura de almacenamiento.

Como se observa en el CUADRO 3, los resultados obtenidos para cada turno son
similares. Si se analizan las muestras (1 a la 8) de ambos turnos con respecto a la
actividad enzimética se puede observar que existen diferencias significativas. Esto se
explica ya que la muestra 1 no ha presentado tratamiento térmico (ver ANEXO 6 y 7).
Al realizar un andlisis estadistico excluyendo la muestra 1 y sélo evaluar las muestras
(2 a la 8) que si fueron escaldadas y luego almacenadas, se observa que no existen
diferencias significativas (ver ANEXO 8 y 9). Lo que explica que la variacién de
actividad enzimética luego que las muestras fueron escaldadas y almacenadas fue
minima.

Al comparar estadisticamente las muestras (2-9) del turno dia se observa que las
muestras presentan diferencia significativa con la muestra 9. De esto se concluye que
ésta muestra presentd una actividad enzimatica mayor con respecto a las otras
muestras, por lo que al almacenar papas por un periodo de 1 afio se observa una
reactivacion de la peroxidasa (ver ANEXO 10y 11).

1,4
S 1,2 4
T 1,0 -
o]
‘% 0,8 A
o
= 0,6 -
@©
S 0,4 A
=
S 0,2 A
<C
0,0 = T T T T T T T T T T T T T T T
2 3 4 5 6 7 8 9
Muestra

B Turno dia O Turno noche |

FIGURA 11 Actividades enzimaticas residuales (%) de peroxidasa para las
diferentes muestras escaldadas y almacenadas en ambos turnos.

En el caso de las muestras sometidas a 94,8°C, se puede observar que al final del
proceso de escaldado — hidroenfriado (muestras 2, 3 y 4) se mantiene una actividad
relativa de 0,64% para turno dia y 0,54% para turno noche, como se muestra en el
CUADRO 3, lo que indica que el proceso escaldado — hidroenfriado logra reducir sobre
un 98% la actividad enzimética inicial, esto se traduce en disminuciones significativas
de peroxidasa residual con respecto a la no escaldada (fresca). Para la papa
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congelada BOTTCHER (1975) recomend6 un proceso de escaldado de hasta un 0,7-
3% de actividad residual. En general se requiere el 90% o mas de reduccidn
enzimatica para obtener una éptima calidad de vegetales congelados.

Estos resultados no presentaron similitud al compararlos con los resultados reportados
por GARROTE et al. (1988), ya que se obtuvo un 18% de actividad residual, a 90°C
por 150 segundos; MUFTUGIL (1985), obtuvo un 3,76% de actividad enzimatica a 180
segundos. Si con ACOSTA (1993) se logré una cierta similitud ya que su resultado fue
de 0,95% de actividad residual a 95°C por 90 segundos.

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede decir que la temperatura y el tiempo
de escaldado utilizados en la Empresa Agricolas Frutos del Maipo Ltda. es adecuada
ya que segun ACOSTA (1993) a los 65°C se observo que a 20 minutos no se logré una
buena inactivacion de ésta enzima, ya que se obtuvo un 24,91% de la actividad
residual. SARIKAYA y OZILGEN (1991) en su trabajo de investigacién con papa entera
pequefia (4 cm de didmetro) y peladas encontraron que a los 65°C y 20 minutos la
actividad residual fue de 25%, y a los 60 minutos de escaldado logré un 10% de
actividad residual. MUFTUGIL (1985) estudio la actividad de peroxidasa residual en
cubos de papas de 1 cm logrando a 75°C y 20 minutos una actividad residual de
41,10%. GARROTE et al. (1988) estudiaron la actividad residual de la papa a 80°C y
150 segundos logrando un 38% de actividad residual. SARIKAYA y OLZIGEN (1991)
lograron un 7% de actividad a los 40 minutos y a 80°C, lo mismo con MUFTUGIL
(1985) que obtuvo a los 4 minutos un 13,18% y a los 15 minutos un 3,4% de actividad
residual.

4.3 Actividad enzimatica de la peroxidasa en el almacenamiento

Con respecto a la actividad enzimatica en las muestras almacenadas (4 a la 8), se
puede observar que hubo una variacién de 0,64% a 0,86% para turno dia y de 0,54% a
0,78% para turno noche. Esto quiere decir que la muestra almacenada por 84 dias
mostré una pequefa variacion con respecto a la actividad enzimatica residual de la
muestra 4 (0 dias de almacenamiento), lo que estadisticamente muestra que no existe
diferencias significativas entre las muestras almacenadas por 0 a 84 dias (ver ANEXO
12y 13)

La muestra 9 que corresponde a un periodo de almacenamiento de 1 afio llegd a un
1,22% de actividad residual, el aumento de actividad enzimética presenta diferencias
significativas con respecto a las otras muestra almacenadas (ver ANEXO 14 y 15).
Esto muestra que la temperatura de almacenamiento de -18°C usada en la Empresa
Agricola Frutos del Maipo LTDA. es la adecuada ya que el porcentaje qgue aumenté no
es un valor considerable para el tiempo que lleva congelada y coincidiria con lo
sefialado por BARREIRO y SANDOVAL (2001) quienes sefalan que la regeneracion
de la actividad residual depende de almacenamiento, habiéndose encontrado que a
menor temperatura de almacenamiento mas largo es el tiempo requerido para la
reactivacion. Sin embargo, APARICIO - CUESTA et al. (1992) demuestran que aun
con desactivacion total de la enzima durante el escaldado, se produce regeneracion
durante el almacenamiento en congelacion a —18°C, aun cuando esta actividad
regenerada no supera el 1,23% de la actividad inicial del vegetal.
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5 CONCLUSIONES

La actividad inicial de la papa no presenta diferencias significativas entre el
turno dia y tuno noche.

Un proceso de escaldado — hidroenfriado a 94,8°C por 1 minuto y 40 segundos,
logra reducir significativamente la actividad de la enzima peroxidasa (POD).

Las muestras almacenadas no presentan diferencias significativas entre ellas.
Esto quiere decir que el tiempo de almacenamiento no influyé en la actividad
residual de la enzima peroxidasa, hubo reactivacion al afio y una tendencia
antes. No se puede decir lo mismo con la muestra 9, que estaba almacenada
por 1 afio, ésta muestra presenté diferencias significativas con respecto a las
demas muestras.

Por los resultados se puede observar que el proceso de escaldado —
hidroenfriado a la temperatura y tiempo antes mencionada logré reducir por
sobre un 90% la actividad enziméatica de la peroxidasa del producto inicial, por
lo que se puede concluir que el proceso utilizado en Agricola Frutos del Maipo
Ltda. es éptimo y eficaz.
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ANEXO 1 Datos de curva de calibracion con estandares comerciales.

ANEXOS

POD (U) [AA470] [AA470/min]
1,2195 0,2150 0,0108
0,6098 0,1960 0,0098
0,3049 0,1680 0,0084
0,1524 0,1250 0,0063
0,0762 0,0980 0,0049
0,0381 0,0870 0,0044
0,0191 0,0590 0,0030

* Los resultados corresponden al promedio de 3 repeticiones.

34



ANEXO 2 Tiempo de reaccion de enzimas comerciales.

Tiempo (s)| AA470 | Tiempo (s) | AA470 Tiempo (s) AA4T0
0 0 495 0,082 990 0,149
15 0,022 510 0,084 1005 0,152
30 0,025 525 0,086 1020 0,155
45 0,029 540 0,088 1035 0,157
60 0,031 555 0,09 1050 0,158
75 0,033 570 0,091 1065 0,159
90 0,036 585 0,093 1080 0,163

105 0,037 600 0,095 1095 0,164
120 0,039 615 0,097 1110 0,166
135 0,043 630 0,099 1125 0,169
150 0,043 645 0,102 1140 0,171
165 0,045 660 0,102 1155 0,174
180 0,046 675 0,104 1170 0,178
195 0,047 690 0,107 1185 0,179
210 0,049 705 0,11 1200 0,18
225 0,05 720 0,112 1215 0,18
240 0,051 735 0,115 1230 0,18
255 0,055 750 0,115 1245 0,18
270 0,055 765 0,116 1260 0,18
285 0,058 780 0,118 1275 0,18
300 0,06 795 0,12 1290 0,18
315 0,06 810 0,123 1305 0,18
330 0,062 825 0,124 1320 0,18
345 0,064 840 0,127 1335 0,18
360 0,066 855 0,129 1350 0,18
375 0,068 870 0,13 1365 0,18
390 0,07 885 0,133 1380 0,18
405 0,073 900 0,135 1395 0,18
420 0,074 915 0,138 1410 0,18
435 0,076 930 0,14 1425 0,18
450 0,077 945 0,142 1440 0,18
465 0,079 960 0,144 1455 0,18
480 0,08 975 0,147 1470 0,18
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ANEXO 3 Pruebas preliminares de dilucién de producto en buffer.

Tratamientos

Peroxidasa AAu

A:3g/5ml >1,5
B: 4 g/10 ml >1,5
C: 39/50 ml 1,35
D: 5 g/20ml 0,311
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ANEXO 4 Valores de absorbancia obtenidos para cada muestra.

Turno dia

Muestra | [Absorbancia], | [Absorbancia], | [Absorbancia]; | [Absorbancia]pom. D.S
1 0,188 0,192 0,200 0,193 0,006
2 0,001 0,002 0,001 0,001 0,001
3 0,002 0,002 0,001 0,002 0,001
4 0,002 0,001 0,001 0,001 0,001
5 0,005 0,005 0,007 0,006 0,001
6 0,009 0,010 0,009 0,009 0,001
7 0,011 0,012 0,013 0,012 0,001
8 0,013 0,012 0,013 0,013 0,001
9 0,025 0,026 0,027 0,026 0,001

Turno Noche

Muestra | [Absorbancia]; | [Absorbancia], | [Absorbancia]s; | [Absorbancia]piom.| D.S
1 0,199 0,200 0,200 0,200 0,001
2 0,001 0,001 0,002 0,001 0,001
3 0,002 0,001 0,002 0,002 0,001
4 0,002 0,002 0,001 0,002 0,001
5 0,006 0,005 0,007 0,006 0,001
6 0,010 0,010 0,009 0,010 0,001
7 0,012 0,013 0,014 0,013 0,001
8 0,014 0,016 0,016 0,015 0,001

Muestra 1: Antes de entrar al proceso de escaldado.

Muestra 2: Salida del escaldador

Muestra 3: Luego del enfriado y antes de entrar a la camara IQF.

Muestra 4: Salida de la camara IQF, dia 0 de almacenamiento.

Muestra 5: 21 dias de almacenamiento en camara de frio.

Muestra 6: 42 dias de almacenamiento en camara de frio.

Muestra 7: 63 dias de almacenamiento en camara de frio.

Muestra 8: 84 dias de almacenamiento en camara de frio.

Muestra 9: Muestra obtenida de bins almacenado por un tiempo de 1 afio.
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ANEXO 5 Ejemplo de célculo de conversion de absorbancia en actividad
enzimatica (U/g).

Turno dia
, [AA/min] | A. Enzimética| A.Enzimatica
Muestra |[Absorbancia]prom (min'l) L) (Ulg)
1 0,193 0,010 0,680 22,660
2 0,001 0,000 0,004 0,145
3 0,002 0,000 0,004 0,146
4 0,001 0,000 0,004 0,145
5 0,006 0,000 0,005 0,162
6 0,009 0,000 0,005 0,179
7 0,012 0,001 0,006 0,192
8 0,013 0,001 0,006 0,195
9 0,026 0,001 0,008 0,277

Turno Noche

. [AA/min] | A. Enzimatica| A.Enziméatica
Muestra | [Absorbancia]yrom (min™) L) (Ulg)
1 0,200 0,010 0,803 26,769
2 0,001 0,000 0,004 0,145
3 0,002 0,000 0,004 0,146
4 0,002 0,000 0,004 0,146
5 0,006 0,000 0,005 0,164
6 0,010 0,000 0,005 0,180
7 0,013 0,001 0,006 0,197
8 0,015 0,001 0,006 0,209

Ejemplo de célculo de la actividad enzimatica en muestra 1, turno dia. Las lecturas de
absorbancia se convierten a AA/min dividiendo por el tiempo de reaccion, en éste caso

20 minutos:

) AA/t =0,200/20 min. = 0,010 min™

Luego utilizando la ecuacion de la curva de calibracion de peroxidasa comercial de la

FIGURA 2, se obtiene la actividad enzimatica (U).
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i) y = 0,0019 In(x) + 0,0104, donde Y corresponde a AA/min y X a la actividad
enziméatica (U).

Despejamos,
U - e(AA-0,0104/O,0019)

U= e(0,010-0,0104/0,0019)

Actividad enzimatica = 0,680 U

Posteriormente, utilizando la dilucién del extracto de papa mas el extracto de la

reaccién, se obtiene la actividad de peroxidasa por gramo de papa.

iii) 5g/20ml = 0,25 g/ml
Actividad enzimatica = 0,680U x 1ml = 22,660 U/g
0,12ml 0,259
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ANEXO 6 Andlisis de varianza (ANDEVA) para las muestras (1-8) v/s actividad

enzimatica.
Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
Between groups 3271,54 7 467,362 426,63 0,0000
Within groups 43,8191 40 1,09548
Total (Corr.) 3315,35 47

* Con un 95% de confianza, P-Valor < 0,05 existen diferencias significativas.
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ANEXO 7 Test de comparacién multiple de Tukey para las muestras (1-8) v/s

Actividad enzimatica.

Muestras Count Mean Homogeneous Groups
1 6 25,1493 A
2 6 0,140833 B
3 6 0,141833 B
4 6 0,141333 B
5 6 0,158667 B
6 6 0,1745 B
7 6 0,356 B
8 6 0,197167 B
Contrast Difference +/- Limits
1-2 *25,0085 1,93173
- *25,0075 1,93172
1-4 *25,008 1,93172
1- *24,9907 1,93172
- *24,9748 1,93172
1-7 *24,7933 1,93172
1- *24,9522 1,93172
- -0,001 1,93172
- -0,0005 1,93172
- -0,0178333 1,93172
- -0,0336667 1,93172
2 - -0,215167 1,93172
- -0,0563333 1,93172
- 0,0005 1,93172
3- -0,0168333 1,93172




3-6 -0,0326667
3-7 -0,214167
3-8 -0,0553333
4-5 -0,0173333
4-6 -0,0331667
4-7 -0,214667
4-8 -0,0558333
5-6 -0,0158333
5-7 -0,197333
5-8 -0,0385
6-7 -0,1815
6-8 -0,0226667
7-8 0,158833

1,93172
1,93172
1,93172
1,93172
1,93172
1,93172
1,93172
1,93172
1,93172
1,93172
1,93172
1,93172
1,93172

* denotes a statistically significant difference.
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ANEXO 8 Anadlisis de varianza (ANDEVA) para las muestras (2-8) v/s actividad

enzimatica.

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value

Between groups 0,21528 6 0,03588 1,60 0,1752
Within groups 0,782673 35 0,0223621

Total (Corr.) 0,997952 41

*Con un 95% de confianza, P-Valor > 0,05 no existen diferencias significativas.
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ANEXO 9 Test de comparacién multiple de Tukey para las muestras (2-8) v/s

actividad enzimatica.

Muestras Count Mean Homogeneous Groups

2 6 0,140833 A
3 6 0,141833 A
4 6 0,141333 A
5 6 0,158667 A
6 6 0,1745 A
7 6 0,356 A
8 6 0,197167 A

Contrast Difference +/- Limits

- -0,001 0,26991

- -0,0005 0,26991

- -0,0178333 0,26991

- -0,0336667 0,26991

2- -0,215167 0,26991

- -0,0563333 0,26991

3- 0,0005 0,26991

- -0,0168333 0,26991

- -0,0326667 0,26991

- -0,214167 0,26991

- -0,0553333 0,26991

- -0,0173333 0,26991

- -0,0331667 0,26991

- -0,214667 0,26991

- -0,0558333 0,26991

- -0,0158333 0,26991

- -0,197333 0,26991




5-8 -0,0385
6-7 -0,1815
6-8 -0,0226667
7-8 0,158833

0,26991
0,26991
0,26991
0,26991

* denotes a statistically significant difference.
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ANEXO 10 Andélisis de varianza (ANDEVA) para las muestras (2-9) v/s Actividad

enzimatica, turno dia.

Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value

Source

0,038228 7 0,00546114 17,27 0,0000
0,00506 16 0,00031625

Between groups
Within groups

Total (Corr.) 0,043288 23
*Con un 95% de confianza, P-Valor < 0,05 existen diferencias significativas.




a7

ANEXO 11 Test de comparacion multiple de Tukey para las muestras (2-9) v/s

actividad enzimatica, turno dia.

Muestras Count Mean Homogeneous Groups
2 3 0,136667 A
3 3 0,137667 A
4 3 0,136667 A
5 3 0,153333 A
6 3 0,168667 A
7 3 0,181667 A
8 3 0,185 A
9 3 0,264 B
Contrast Difference +/- Limits
-3 -0,001 0,0503395
2- 0,0 0,0503395
- -0,0166667 0,0503395
- -0,032 0,0503395
2- -0,045 0,0503395
- -0,0483333 0,0503395
- *-0,127333 0,0503395
- 0,001 0,0503395
- -0,0156667 0,0503395
- -0,031 0,0503395
- -0,044 0,0503395
- -0,0473333 0,0503395
- *-0,126333 0,0503395
- -0,0166667 0,0503395
- -0,032 0,0503395




5-7
5-8
5-9
6-7
6-8
6-9
7-8
7-9
8-9

-0,045
-0,0483333
*-0,127333
-0,0153333
-0,0283333
-0,0316667
*-0,110667
-0,013
-0,0163333
*-0,0953333

-0,00333333

*-0,0823333
*-0,079

0,0503395
0,0503395
0,0503395
0,0503395
0,0503395
0,0503395
0,0503395
0,0503395
0,0503395
0,0503395
0,0503395
0,0503395
0,0503395

* denotes a statistically significant difference.
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ANEXO 12 Andélisis de varianza (ANDEVA) para las muestras almacenadas (4-8)
v/s Actividad enzimética.

Source Sum of Squares  Df Mean Square F-Ratio  P-Value
Between groups 0,179948 4 0,0449871 1,44 0,2506
Within groups 0,781757 25 0,0312703

Total (Corr.) 0,961705 29

* Con un 95% de confianza, P-Valor > 0,05 no existen diferencias significativas.
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ANEXO 13 Test de comparaciéon madaltiple de Tukey para las muestras

almacenadas v/s Actividad enzimatica.

* denotes a statistically significant difference.

Tiempo Count Mean Homogeneous Groups
4 6 0,141333 A
5 6 0,158667 A
6 6 0,1745 A
7 6 0,356 A
8 6 0,197167 A
Contrast Difference +/- Limits
4-5 -0,0173333 0,299905
4-6 -0,0331667 0,299905
4-7 -0,214667 0,299905
4-8 -0,0558333 0,299905
5-6 -0,0158333 0,299905
5-7 -0,197333 0,299905
5-8 -0,0385 0,299905
6-7 -0,1815 0,299905
6-8 -0,0226667 0,299905
7-8 0,158833 0,299905
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ANEXO 14 Anadlisis de varianza (ANDEVA) para las muestras almacenadas (4-9)

v/s Actividad enzimatica, Turno dia.

Source Sum of Squares  Df Mean Square F-Ratio P-Value
Between groups 0,0293598 5 0,00587196 16,14 0,0001
Within groups 0,00436467 12 0,000363722
Total (Corr.) 0,0337244 17

* Con un 95% de confianza, P-Valor < 0,05 existen diferencias significativas.
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Test de comparacion mualtiple de Tukey para las muestras

almacenadas (4-9) v/s Actividad enzimética, turno dia.

Tiempo Count Mean Homogeneous Groups
4 3 0,136667 A
5 3 0,153333 A
6 3 0,168667 A
7 3 0,181667 A
8 3 0,185 A
9 3 0,264 B
Contrast Difference +/- Limits
4-5 -0,0166667 0,0523116
4-6 -0,032 0,0523116
4-7 -0,045 0,0523116
4-8 -0,0483333 0,0523116
4-9 *-0,127333 0,0523116
5-6 -0,0153333 0,0523116
5-7 -0,0283333 0,0523116
5-8 -0,0316667 0,0523116
5-9 *-0,110667 0,0523116
6-7 -0,013 0,0523116
6-8 -0,0163333 0,0523116
6-9 *-0,0953333 0,0523116
7-8 -0,00333333 0,0523116
7-9 *-0,0823333 0,0523116
8-9 *-0,079 0,0523116

* denotes a statistically significant difference.
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ANEXO 16 Analisis de varianza (ANDEVA) para Actividad enzimatica inicial v/s

Turno diay Turno noche.

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
Between groups 15,7853 1 15,7853 2,32 0,2026
Within groups 27,2511 4 6,81277

Total (Corr.) 43,0364 5

* Con un 95% de confianza, P-Valor > 0,05 no existen diferencias significativas.
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ANEXO 17 Test de comparacion multiple de Tukey para Turno dia y turno noche

v/s Actividad enzimatica inicial.

Col_1 Count Mean Homogeneous Groups
““1 23,-;2-73 A

2 26,7713 A
_(;;ntrast Di_f_f_e;rence J_r_/_—“Limits _
1 2 —3 244 _;,;1707 _

* denotes a statistically significant difference.
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