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RESUMEN

En la presente investigacion se determind el efecto de liofilizacion sobre los
compuestos bioactivos y capacidad antioxidante en la pulpa de aguaymanto
(Physalis peruviana L.), el cual se realiz6 en los laboratorios de la Escuela
Profesional de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad Nacional José Maria
Arguedas, de la Universidad Nacional del Santa y de la Universidad Nacional
Agraria la Molina, cuantificAndose los compuestos bioactivos en la pulpa fresca y
pulpa liofilizada por espectrofotometria, capacidad antioxidante usando el reactivo
ABTS vy determinandose las propiedades fisicoquimicas. Los compuestos
bioactivos en la pulpa fresca reporté acido ascorbico 35+2.41 b.h (182.32+0.39
b.s) mg de AA /100 g, carotenoides 2.761£0.15 b.h (14.17+£0.62 b.s) mg B-caroteno
Equi./100 g y compuestos fendlicos 44.03+0.29 b.h (228.70+6.94 b.s) mg B-
caroteno Equi./Z100 g, asimismo la capacidad antioxidante 1132.27+26.03 b.h
(5879.57+168.27 b.s) umol Equi. Trolox/100 g, una humedad de 80.73+0.64 por
ciento y actividad de agua de 0.96, con estas caracteristicas la pulpa fue
concentrada a 16 °Brix y sometida a liofilizacién en un equipo marca LABCONCO
modelo 7754040 con una temperatura inicial de 19.6 °C, la temperatura de
congelacibn que alcanzé fue de —-36 °C manteniéndose esta constante,
seguidamente la sublimacién alcanz6 a 30 °C con una presion de vacio de 0.110
mbar, el tiempo de liofilizacion fue de 19 horas, en la pulpa liofilizada los
compuestos bioactivos reporté acido ascérbico 127+9.7 mg de AA /100 g,
carotenoides 14.17+0.62 mg B-caroteno Equi./100 g y compuestos fendlicos
223+3.02 mg AGE/100 g, asimismo, la capacidad antioxidante 5581.81+38.81
pmol Equi. Trolox/100 g, con una humedad de 6.80+1.05 por ciento y actividad de
agua de 0.40, donde se reporto la retencion del acido ascoérbico 70.17 por ciento,
B-caroteno 41.71 por ciento, compuestos fendlicos 97.70 por ciento y capacidad
antioxidante 94.94 por ciento en respecto a la pulpa fresca; empleando el analisis
de varianza se encontr6 diferencias significativas en los compuestos bioactivos,
mientras no hay diferencias significativas en los compuestos fendlicos.
Demostrandose que el proceso de liofilizacion tiene un efecto significativo frente a
los compuestos bioactivos disminuyendo a esta y su capacidad antioxidante, sin
embargo este proceso retiene a los compuestos fendlicos no evidenciando un
efecto significativo.

Palabras claves: Aguaymanto, liofilizacion, B-caroteno, capacidad antioxidante.
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ABSTRACT

In the present research the effect of freeze-drying on the bioactive compounds and
antioxidant capacity in the aguaymanto pulp (Physalis peruviana L.) was
determined, which was carried out in the laboratories of the Professional School of
Agroindustrial Engineering of the National University José Maria Arguedas. The
National University of Santa and the National Agrarian University of La Molina. The
bioactive compounds were uantified in the fresh pulp and lyophilized pulp by
spectrophotometry, antioxidant capacity using the ABTS reagent and the physico-
chemical properties. Bioactive compounds in fresh pulp reported ascorbic acid 35
+ 2.41 bh (182.32 + 0.39 bs) mg of AA / 100 g, carotenoids 2.76 + 0.15 bh (14.17
+ 0.62 bs) mg B-carotene Equi./100 g and phenolic compounds 44.03 £+ 0.29 bh
(228.70 = 6.94 bs) mg B-carotene Equi./100 g, also the antioxidant capacity
1132.27 + 26.03 bh (5879.57 + 168.27 bs) ymol Equi. Trolox / 100 g, a humidity of
80.73 £ 0.64 percent and water activity of 0.96, with these characteristics the pulp
was concentrated at 16 ° Brix and subjected to lyophilization in a LABCONCO
brand equipment model 7754040 with an initial temperature of 19.6 ° C , The
freezing temperature reached -36 ° C being maintained constant, then the
sublimation reached 30 ° C with a vacuum pressure of 0.110 mbar, the
lyophilization time was 19 hours, in the lyophilized pulp the bioactive compounds
Reported ascorbic acid 127 £ 9.7 mg AA / 100 g, carotenoids 14.17 + 0.62 mg [3-
carotene Equi./100 g and phenolic compounds 223 + 3.02 mg AGE / 100 g,
likewise, antioxidant capacity 5581.81 + 38.81 umol Equi. Trolox / 100 g, with a
moisture of 6.80 £ 1.05 percent and water activity of 0.40, with a retention of
ascorbic acid 70.17 percent, 3-carotene 41.71 percent, phenolic compounds 97.70
percent and antioxidant capacity 94.94 percent in With respect to fresh pulp; Using
analysis of variance was found significant differences in bioactive compounds,
while there are no significant differences in phenolic compounds. It is
demonstrated that the freeze-drying process has a significant effect on the
bioactive compounds, reducing its antioxidant capacity, but this process retains the
phenolic compounds not showing a significant effect.

Keywords: Aguaymanto, freeze-drying, p-carotene, antioxidant capacity.
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CAPITULO 1 INTRODUCCION

En la actualidad las frutas nativas son poco conocidos como el caso de
aguaymanto (Physalis peruviana). Esta fruta se consume principalmente en forma
natural sin mayor grado de procesamiento, posee diversos beneficios para la salud
humana, debido a su alto valor nutritivo y propiedades medicinales, ademas es
rico en compuestos bioactivos, los cuales son valorados como una de las posibles
fuentes de antioxidantes. Los antioxidantes se pretende controlar y reducir el dafio
oxidativo en alimentos al retrasar o inhibir el proceso de oxidacion causada por
especies reactivas del oxigeno, aumentando asi la vida util y la calidad de los

productos.

El aguaymanto (Physalis peruviana L.) es un arbusto perteneciente a la familia de
las solanaceas, con una raiz fibrosa que se ha encontrado a mas de 60 cm de
profundidad en el suelo. Posee un tallo algo quebradizo de color verde, las hojas
son enteras, similares a un corazén pubescente y de disposicion alterna (Calvo,
2009). Contiene compuestos bioactivos como el acido ascorbico, B-caroteno
(provitamina A) y compuestos fendlicos, entre otras vitaminas que podria
proporcionar efecto fisiol6gicamente en la salud, en el funcionamiento del
organismo o en el bienestar, mayor que el proporcionado por los nutrientes
sencillos que contiene, dado que se conoce que existe un efecto sinérgico entre
los compuestos que presenta un alimento con estas caracteristicas (Repo et al.,
2012).

Después de la cosecha de frutas ocurre un proceso de deterioro debido al alto
contenido de actividad de agua y esto a su vez conlleva al cambio de las
propiedades fisicoquimicas como la humedad, el pH, la acidez y solidos solubles,
también la degradacién de los compuestos bioactivos como el acido ascérbico, -
caroteno y compuestos fenélicos y su capacidad antioxidante d. El secado ha sido,
desde los tiempos mas antiguos, un medio de conservacion de los alimentos. La
conservacion es el motivo principal, aunque no el Unico, por el que deshidratamos

los alimentos.

Varias técnicas de secado se han empleado para conservar alimentos. La
liofilizacion es una técnica de conservacion por deshidratacion aplicada a
productos quimicos, farmacéuticos, médicos, biolégicos y alimenticios. El proceso

es también llamado criodesecacion porque consiste primero en congelar un



producto humedo y luego en vaporizar directamente el hielo a baja presion Gémez
et al., (2003).

Algunas de las ventajas de esta técnica es reducir el peso, volumen y retardar las
reacciones de degradacion como el pardeamiento enzimatico. Sin embargo, el
tiempo de secado es largo debido a la fuerza de accionamiento de presion de
vapor mas baja del liofilizador, en comparacién con el de los métodos de secados
convencionales. Ademas, el costo de operacion de la liofilizacion es alta.

En algunos estudios anteriores, se han reportado pérdidas de vitaminas del
alimento y el valor nutricional debido a la liofilizacién (Chang et al., 2006). También
es evidente que la composicibn de algunos antioxidantes y su actividad
antioxidante de los frutos se ven afectados por la liofilizacion (Shofian et al., 2011).
Hasta el momento se desconocen las variables de proceso de liofilizacién de pulpa
de aguaymanto (Physalis peruviana L.) y los efectos de esta tecnologia sobre los
compuestos bioactivos como el acido ascérbico, beta caroteno y compuestos
fendlicos, asimismo en su capacidad de antioxidante en la pulpa a partir de esta

fruta.

Un polvo alimentario obtenido a partir de las frutas, podria tener un buen perfil
como producto exportable por su contenido de compuestos bioactivos vy
caracteristicas fisicoquimicos especiales, del mismo modo puede ser utilizado en
elaboracion de bebidas refrescantes con adicion de polvos naturales de tipo
nutracéutico Vargas, (2015); por lo cual se hace necesario el estudio del efecto de
la liofilizacion que permite predecir los cambios fisicoquimicos como la humedad,
la acidez, el pH, los soélidos solubles y actividad de agua, compuestos bioactivos
como el acido ascérbico, carotenoides y compuestos fendlicos, igualmente la
actividad antioxidante, que puede sufrir el producto durante el almacenamiento

después de la cosecha.

Para lo cual se ha plateado lo siguiente:

El problema, la hip6tesis y los objetivos de la tesis.
Problema de la investigacioén

¢, Cudl es el efecto de liofilizacion sobre los compuestos bioactivos y capacidad

antioxidantes presentes en la pulpa de aguaymanto (Physalis peruviana L)?



Hipotesis
La liofilizacion tiene efecto significativo sobre los compuestos bioactivos y

capacidad antioxidante presentes en la pulpa de aguaymanto (Physalis peruviana
L.).

Objetivo general

Determinar el efecto de liofilizacion sobre los compuestos bioactivos y capacidad

antioxidante en la pulpa de aguaymanto (Physalis peruviana L).

Objetivos especificos

Cuantificar acido ascorbico, 3-caroteno y compuestos fendlicos en la pulpa fresca
de aguaymanto (Physalis peruviana L).

Cuantificar acido ascorbico, B-caroteno y compuestos fendlicos en la pulpa
liofilizada de aguaymanto (Physalis peruviana L).

Determinar la capacidad antioxidante en la pulpa fresca de aguaymanto (Physalis
peruviana L.).

Determinar la capacidad antioxidante en la pulpa liofilizada de aguaymanto
(Physalis peruviana L.).

Determinar las propiedades fisico-quimicos en la pulpa fresca y liofilizada de
aguaymanto (Physalis peruviana L).



CAPITULO 2 REVISION DE LITERATURA

2.1. Antecedentes

Shofian et al. (2011), en su investigacion “Efecto del secado por congelacion de
los compuestos antioxidantes y actividad antioxidante de las frutas tropicales
seleccionadas” investigaron el efecto de la liofilizacion en los componentes
antioxidantes y la actividad antioxidante en cinco frutas, carambola (Averrhoa
carambola L.), mango (Mangifera indica L.), papaya (Carica papaya L.), melén
(Cucumis melo L.), y sandia (Citruluss lanatus (Thunb.)), donde encontraron que

la liofilizacion afecta notablemente la actividad antioxidante de las frutas.

Huaraca (2011), en su investigacién “Evaluacion nutritiva y nutracéutico de la
frutilla (Fragariavesca) deshidratada por el método de liofilizacién y comparaciéon
con la obtenida por deshidratacion en microondas”, demostré que la liofilizacion
es mejor método de deshidratacion que el método de microondas, teniendo como
indicador de eficiencia el proceso de liofilizacion. Determiné que la frutilla
deshidratada por liofilizacion, conserva sus caracteristicas organolépticas, el valor
nutritivo y nutracéutico de la fruta, la mayor cantidad de sus componentes se

concentran.

Ramirez (2006). En su libro “Liofilizacion de alimentos” menciona, el proceso de
liofilizacion en alimentos se ha considerado como el mejor método de
deshidratacion que ademas de conservar las caracteristicas organolépticas y
nutritivas de los alimentos. Este método no altera la estructura fisicoquimica del
material, pero permite su conservacion indefinida sin cadena de frio, con menos

del 15 % de humedad y alta estabilidad microbiolégica.

Vargas (2015), en su investigacion “Efecto de la liofilizacion sobre propiedades
fisicoquimicas y vida util de cocona (Solanum sessiliflorum Dunal) en polvo”.
Evalu6 el efecto del proceso de liofilizacién sobre propiedades fisicoquimicas y
vida util de cocona (Solanum sessiliflorum Dunal) en polvo. Donde concluye, que
la liofilizacion como método de conservacion de pulpa, pulpa + semillas y pulpa +
semillas + epidermis de cocona en polvo, es recomendable, debido a que
conservan propiedades propias de la fruta fresca, genera productos altamente

estables en el almacenamiento con Aw menores a 0.4, retiene alto porcentaje de



acido ascorbico, incrementa la claridad (no pardeamiento), y la pureza de color
(mayor viveza), y conserva el tono caracteristico de la pulpa.

Tarin et al (2015), en su investigacion “Evaluacion de la calidad funcional de
extractos de mora y fresa liofilizada” evaluaron el efecto de la liofilizacion y de la
adicibn de goma arabiga (1.2%) sobre los principales compuestos bioactivos
(fenoles y carotenoides) y la actividad antioxidante de fresa y mora. Los resultados
mostraron que la liofilizacién parece una buena alternativa para obtener un
producto en polvo con un alto contenido en compuestos bioactivos. La mora
presentd mayor contenido en compuestos bioactivos que la fresa, asi como una
mayor actividad antioxidante. En la fresa el procesado no ocasion6 cambios
significativos en el contenido en fitoquimicos, mientras que en la mora se

produjeron pérdidas en los fenoles.

Amores (2011), en su investigacion “Evaluacion Nutritiva y Nutracéutico de la Mora
de castilla (Rubus glaucus) deshidratada por el método de liofilizacion vy
comparacion con la obtenida por la deshidratacién en microondas y secador en
bandejas”. Menciona, al comparar los valores fisicoquimicos y % de pérdidas de
vitamina C y antocianos de los 3 métodos de deshidratacion (microondas,
bandejas vy liofilizacion), evidenciamos que el tratamiento de secado que mejor
conserva los pardmetros antes mencionados es la deshidratacion por liofilizacion,

debido principalmente al uso de bajas temperaturas.

Bautista et al., (2014), en su investigacion “obtencién de aguaymanto (Physalis
peruviana) liofilizado” obtuvieron aguaymanto (Physalis peruviana) liofilizado, ésta
fue secado por liofilizacion con la finalidad de preservar sus caracteristicas:
fisicoquimicas, nutricionales y organolépticas, para ello se realizaron las
siguientes operaciones: lavado con agua potable, seleccion, retiro de céscara,
desinfeccién, enjuague con agua potable, cortado en mitades y secado por
liofilizacion. La humedad inicial del fruto en promedio fue de 75.56 %, con 15.1
°Brix, y la humedad final de 5.63 %, conservandose la vitamina C en un 94 %
respecto al fruto fresco. El tiempo de liofilizacién fue de 72.5 horas y alcanzé -30
°C en el punto més bajo y 40 °C en el secado. La incorporacion hasta en un 20 %

del liofilizado en yogurt comercial fue aceptable para el panel de degustadores.

Odette (2012); en su investigacion, “Obtencién de pulpa de frambuesa liofilizada
y aplicacion en yogurt saborizado como colorante natural”. Determiné un protocolo

de liofilizacién para pulpa de frambuesa cuyo ciclo de congelacion alcanz6 hasta



-40 °C en 135 min, seguido por un ciclo de secado primario a 15 °C durante 1140
min y un secado secundario a 25 °C durante 120 min, ambas temperaturas de
secado se realizaron bajo una presién programada de 200 mTorr. La pulpa de
frambuesa liofilizada obtenida logré una humedad de 6.9 + 1.2 % y una actividad
de agua de 0.28 + 0.07.

2.2. Aguaymanto

Es un arbusto perteneciente a la familia de las solanaceas, con una raiz fibrosa
gue se ha encontrado a mas de 60 cm de profundidad en el suelo. Posee un tallo
algo quebradizo de color verde, las hojas son enteras, similares a un corazén

pubescente y de disposicién alterna (Calvo, 2009).

El fruto es una baya carnosa en forma de globo, con un diametro que oscila entre
1.25y 2.5 cmy con un peso entre 4 y 10 g, esta cubierto por un céliz formado por
cinco sépalos que le protege contra insectos, pajaros, patdégenos y condiciones
climaticas extremas. La pulpa presenta un sabor semiacido y contiene de 100 a
300 semillas pequefias de forma lenticular como se muestra en la figura 1 (Calvo,
2009).

Figura 1. Frutos de aguaymanto.
Fuente: Fischer (1995).



El tiempo de vida util de la uchuva con caliz es de un mes, mientras que sin caliz
es de 4 a 5 dias aproximadamente. En estado de refrigeracion el fruto sin céliz
puede llegar a durar hasta un mes y medio en condiciones Optimas (Cedefio y
Montenegro, 2004).

2.2.1. Clasificacion botéanica
Se clasifica de la siguiente manera:
Reino : Plantae
Division : Angiosperma
Subdivision : Faner6gama
Clase : Dicotyled6nea
Subclase : Gamopétala
Orden : Tubiflora
Familia : Solanacea
Género : Physalis
Especie : Physalis peruviana L.

Fuente: Brito, (2009).

2.2.2. Origen y distribucion

Es una planta originaria de los Andes sudamericanos, especificamente de Peru.
Se caracteriza por producir su fruto envuelto en un cdliz protector contra insectos,

pajaros y condiciones climaticas extremas (Ceron et al., 2010).
2.2.3. Nombres populares

Fischer (1995), manifiesta que existen muchos nombres con los que se le conoce
y son: Capuli o Moto globo embolsado (Bolivia); Uchuva, Uvilla, Guchuba
(Colombia); Capuli, Guinda serrana, Aguaymanto, (Peru); Topo-topo (Venezuela);
Capuli o amor en bolsa (Chile); Cereza del Peru (México); Groun/andeancherry,

cape gooseberry, husktomto, (Estados Unidos); Alquequenje (Espafia).
2.2.4. Caracterizacion fisico - quimica

Estos frutos presentan niveles de humedad altos propios de los vegetales frescos,

una alta actividad de agua como se observa en la siguiente tabla 1.



Tabla 1. Caracterizacion fisico-quimica de la pulpa

Andlisis Duque et al., (2011) Mélaga (2013)
Humedad (%) 86.10 + 0.45 85.80
Actividad de agua 0.99 + 0.00 -
Solidos solubles (°Brix) 13.60 + 0.59 13.70 £0.60
pH 3.80+0.1 3.58 £0.15
Acidez (*) 1.59+0.11 1.59+0.13

(*) Reportada como porcentaje de 4cido citrico.

2.2.5. Composicién nutricional

El aguaymanto es un fruto azucarado y con buen contenido de vitamina A, ademas

de hierro, fosforo, pectinas y almidones. También se encuentra varios acidos que

le dan el caracter acido y contribuyen a sus propiedades fisicoquimicas y

sensoriales (Torres, 2011). Se muestra en la siguiente tabla 2.

Tabla 2. Composicion nutricional por cada 100 g de pulpa de aguaymanto

Componentes Contenido por 100 g

Calorias 54.0
Agua 79.6 %
Proteina 1.10¢
Grasa 0.40¢g
Carbohidratos 13.1¢
Fibra 4.80¢g
Cenizas 1.00¢g
Calcio 7.00 mg
Fésforo 38.0 mg
Hierro 1.20 mg
Vitamina A 1.1 mg (648 UI)
Tiamina 0.18 mg
Riboflavina 0.03 mg
Niacina 1.30 mg
Acido ascérbico 26.0 mg

Fuente: Torres, (2011).



2.2.6. Usos

Fischer (1995), menciona la uchuva estd compuesta aproximadamente de 70 %
de pulpa, 6.4 % de célizy 23.6 % de semillas + cascara, ademas mencionan. Se

elaboran principalmente:

e Pulpa natural para edulcorado, congeladas o pasterizadas, con y sin semillas.

o Bebidas (néctares y refrescos) con diferentes formulaciones.

e Uchuvas parcialmente deshidratadas, enteras, mediante osmosis directa
como pasa (simples o los recubiertos con chocolate) o con otros productos.

e Conservas de uchuva en jarabes, salsas, almibar y compotas.

e Concentrados en forma de mermeladas, bocadillos o dulces.

e Otros: uchuvas liofilizadas, aromatica de uchuva, uchuva fresca recubierta de

chocolate sobre palito, etc.
Uso medicinal

e Purifica la sangre.

e Disminuye la albumina de los rifiones.
e Reconstruye y fortifica el nervio 6ptico.
¢ Alivia las afecciones de garganta.

e Es calcificador de primer orden.

e Lo pueden comer los diabéticos.

e Es aconsejable para destruir tricocéfalos, parasitos intestinales y amebas.

2.3. Compuestos hioactivos

El aguaymanto (Physalis peruviana L.) contiene entre otras nutrientes compuestos
bioactivos tales como acido ascérbico, B-caroteno (provitamina A) y compuestos
fendlicos, entre otras vitaminas que podria proporcionar efecto fisiolégicamente en
la salud, en el funcionamiento del organismo o en el bienestar, mayor que el
proporcionado por los nutrientes sencillos que contiene, dado que se conoce que
existe un efecto sinérgico entre los compuestos que presenta un alimento con

estas caracteristicas (Repo et al., 2012).

En la tabla 3 y tabla 4 se muestran los compuestos bioactivos y capacidad

antioxidante presentes en el fruto y pulpa de aguaymanto.



Tabla 3. Compuestos bioactivos y capacidad antioxidante del aguaymanto.

Componentes Contenido

Acido ascérbico (mg/100 g) 28.55+0.10
Carotenos totales (mg de (-caroteno/100 g) 1.77+0.02
Compuestos fendlicos (mg de acido clorogénico/100 g) 79.2310.41

DPPH 249.23+8.01

Capacidad Antioxidante Hidrofilica 288.95+3.62

(Mg eq. trolox/g) ABTS Lipofilica 297.51+4.23

Fuente: Repo et al., (2012).

Tabla 4. Compuestos bioactivos y capacidad antioxidante en la pulpa.

Componentes Base himeda Base seca
Acido ascorbico (mg/100 g) 22.28+0.44 156.93 +3.11
Carotenos totales (mg de B-caroteno/100 g) 2.58+0.44 18.15+3.08
Compuestos fendlicos (mg de AGE/100 g) 55.07+£2.65 387.81+18.63
_ o Hidrofilica 3.65+0.20 25.73+1.40
Capacidad Antioxidante (ug —
Lipofilica 0.3040.6 2.20+0.35
eq trolox/q)
Total 3.96+0.23 27.93+1.54

Fuente: Malaga, (2013).

Se le han atribuido muchas propiedades medicinales tales como antiasmatico,
diurético, antiséptico, sedante, analgésico, fortifica el nervio 6ptico, alivia
problemas de garganta, elimina parasitos intestinales; ademas se reportan sus
propiedades antidiabéticas, recomendando el consumo de 5 frutos diarios
(Rodriguez et al., 2007).

2.3.1.Acido ascérbico

Shofian et al., (2011) mencionan. “Los compuestos antioxidantes tales como acido
ascorbico juegan papeles terapéutico y preventivo contra varias enfermedades

tales como el envejecimiento, la inflamacion y ciertos tipos de cancer”.

El &cido ascorbico es el acido organico mas importante de las frutas y verduras,
en relacion con su valor nutricional, es un acido hidrosoluble, sensible al calor y a
las reacciones de oxidacion, caracteristica que demuestran que el acido ascérbico

se puede destruir facilmente en presencia de oxigeno o aumento de temperatura.
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La oxidacién también depende del pH, ya que la forma ionizada es mas sensible
que la forma no ionizada (Meléndez et al., 2004).

Encina (2006), menciona que esta presente en el fruto alrededor de 28.55 mg/100
g Y se requiere para el crecimiento y reparacion de tejidos en todas las partes del
cuerpo. Es necesario para formar, el tejido cicatricial, los tendones, los ligamentos
y los vasos sanguineos. El &cido ascorbico tiene actividad de vitamina C, ademas
es un antioxidante y como tal es un nutriente que bloquea parte del dafio causado

por los radicales libres.
2.3.1.1. Estructura

Existen varias sustancias que presentan una actividad biolégica de vitamina C,
pero con excepcion del acido L-ascérbico y el 4cido L-deshidroascorbico (producto
de la oxidacién del anterior), las demas tienen una importancia nutricional
insignificante; sélo los isébmeros L de estos dos vitAmeros actGan como tal, ya que,
por ejemplo, el acido D-ascoérbico no es activo. El 4cido L-deshidroascérbico
representa aproximadamente un 80% de la potencia vitaminica del &cido L-

ascorbico como se muestra en la figura 2 (Badui, 2006).

THEDH CH,OH
HCOH 0 . HCOH 0 5
T o
H H
"
OH OH O
Acido L-ascérbico Acido L-deshidroascérbico

Figura 2. Estructura de acido ascérbico
Fuente: Badui (2006).

2.3.1.2. Degradacion de &cido ascorbico

Su oxidacion esté en funcién de muchas variables, principalmente disponibilidad
del oxigeno, temperatura, pH (mas estable a pH acidos), metales de transicién

(hierro y cobre) y luz; ademas, influyen algunas sales, la actividad del agua, los

11



peroxidos, ciertas enzimas (el acido ascorbico oxidasa que contiene cobre) y la
presencia de otras vitaminas, sobre todo de la riboflavina por ser fotosensible. Al
procesar un alimento se presentan condiciones en las que actidan muchas de
estas variables conjuntamente de manera sinérgica, y solo en sistemas modelo se

estudia individualmente cada una de ellas. (Badui, 2006, p.299)

El contenido de acido ascorbico de un producto esté influenciada por una variedad
de factores como el grado de madurez, las practicas culturales, las condiciones

de cultivo y manejo pre y post-cosecha y almacenamiento (Belitz y Grosh, 1988).

El contenido de &cido ascérbico puede disminuir en tratamiento de altas
temperaturas, ya que su degradacion quimica implica la oxidacion de &cido
ascorbico a &cido deshidroascorbico, seguido por hidrolisis a acido 2,3-
dicetogulénico y polimerizacion adicional para formar otros productos

nutricionalmente inactivos (Chang et al., 2006).

Algunos estudios informan que la liofilizacién puede retener la cantidad de &cido
ascorbico gracias a que el tratamiento se realiza con bajas temperaturas,
obteniendo el minimo deterioro de esta vitamina hidrosoluble (Shofian et al.,
2011).

2.3.1.3. Estabilidad de acido ascorbico

Los alimentos se deterioran principalmente por contaminaciones microbianas, y
también por actividad enzimatica y reacciones quimicas; para evitar estos cambios
y conservarlos por largo tiempo, se someten a uno de los procesos, 0 a una
combinacién de ellos, basados en altas temperaturas (escaldado, pasteurizacion,
esterilizacion), en bajas temperaturas (refrigeracién, congelacién), en la
eliminacion del agua (deshidratacién), en el control de la actividad del agua
(concentracién, alimentos de humedad intermedia), en el empleo de aditivos
(benzoatos sorbatos), en el control de pH (acidificacién, fermentacién), en el uso
de radiaciones, etc. (Badui, 2006, p.391).

2.3.2. Carotenoides

Estos compuestos se encuentran ampliamente difundidos en los vegetales, en
forma de pigmentos rojos, naranjas y amarillos. El betacaroteno es el carotenoide
més conocido y se puede en casi todas las frutas y hortalizas de color anaranjado,
asi como en los vegetales de hojas verdes. El betacaroteno es un precursor de la

vitamina A (Palencia, 2010).
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Fennema et al., (2000), menciona el compuesto tenga actividad de vitamina A o
de provitamina A, debe exhibir al menos un anillo B-ionona no oxigenado intacto y

una cadena lateral isoprenoide en un alcohol, aldehido o funcion carboxilo.

Badui (2006), indica la vitamina A se encuentra so6lo en el reino animal,
principalmente en el higado, asi como en la leche, el huevo, el pescado, etc. en
forma de retinoides, de alcohol o retinol, de aldehido o retinal y de acido retinoico.
En los vegetales no existe como tal, pero si como sus provitaminas o precursores
carotenoides, de los cuales existen mas de 500, aun cuando el 8 -caroteno es el

mas importante.

Al respecto, Fennema et al., (2000) describe la degradacién de los carotenoides
puede ser por oxidacion directa o por accion de los radicales libres, dandole
degradacion durante el procesado de los alimentos, como causa de la habitual
exposicion al oxigeno que conlleva la manipulaciéon asociada; la degradacion
puede darse también durante el almacenamiento. La pérdida de actividad vitamina
A de los retinoides y carotenoides en los alimentos se produce principalmente
mediante reacciones que afectan a la cadena lateral de los isoprenoides
insaturados, como la oxidacion y la isomerizacion geométrica, la cual puede ser

inducida por el calor, la luz y los &cidos.
2.3.2.1. Carotenoides en la salud

Se considera que algunos de los problemas que causan son las enfermedades
cronicas del corazon y de los pulmones, asi como artritis y hasta cancer; también
se relacionan con el proceso de envejecimiento con la produccion de radicales
libres. Para protegerse contra agentes generadores de radicales libres, el ser
humano cuenta con defensas naturales, entre otras con la accién de las vitaminas
C, E y del B-caroteno. En el ser humano, como en todos los animales, los
carotenoides son introducidos al organismo a través de los alimentos (Badui,
2006).

Los carotenoides tienen la funcién de proteger las células vegetales de la
oxidacién y, por consiguiente, de la descomposicion. Protegen las membranas
celulares de la accion de los radicales libres. Los radicales libres son capaces de
destruir las paredes celulares, inactivar enzimas, debilitar la capacidad defensiva
y dafar el material genético hereditario, lo que vuelve al organismo mas propenso
a la aparicion del cancer. Ademas, pueden ser causantes de otras enfermedades

humanas crénicas no transmisibles como arteriosclerosis, trastornos del sistema
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nervioso central (Alzheimer y Parkinson), envejecimiento de la piel y cataratas,
entre otras. Los estudios han demostrado que los carotenoides favorecen la
produccion de anticuerpos que actian en forma especifica contra las sustancias

0 elementos extrafios que pueden afectar el organismo (Palencia, 2010).

Los carotenoides encontrados en naranjilla (Solanum quitoense Lam.) son el -
caroteno, la luteina y zeaxantina. Ademas es una importante fuente de vitaminas
y minerales que contribuyen a la salud, en el tratamiento y prevencién de
enfermedades cardiovasculares, oftalmolégicas y diversas formas de cancer.
También, determinaron que la pulpa del tomatillo (Solanum betaceum Cav.) es de
color naranja oscuro. Algunos autores han reportado que la pulpa del tomate de
arbol cultivado en Ecuador, presenta propiedades para prevenir enfermedades
neurodegenerativas y arterosclerosis, asi como una importante actividad
antioxidante y principales compuestos fendlicos. Ademas, realizaron estudios en
compuestos antioxidantes del aguaymanto (Physalis peruviana L.) sefialando que
es fuente de provitamina A y vitamina C, algunas del complejo B, proteina y fosforo
(Ceron et al., 2010).

2.3.2.2. Uso de los carotenoides

Los carotenoides se utilizan en una gran variedad de productos alimenticios a
base de agua (jugos, refrescos, sopas, gelatinas, postres, pastas, productos de
reposteria, panaderia y productos carnicos), sustitutos carnicos a base de
triglicéridos (margarina, aceites, mantecas vegetales, mantequilla, quesos y
productos lacteos), y se afiaden a la alimentacion de aves para mejorar el color

de piel y de la yema de huevo (Badui, 2006).
2.3.3. Compuestos fendlicos

Webb (2007). Los compuestos fendlicos tienen a lo menos un anillo aromatico al
menos un grupo hidroxilo OH unido a él. Siendo las estructuras basicas las

siguientes.

e Acidos fenolicos: Son derivados hidroxilados del acido benzoico y su
componente principal es el &cido galico.
e Hidroxicinamatos: Tienen un anillo aromético y una cadena lateral acida de

tres carbonos.
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e Estilbenos: Son polifenoles de dos anillos aromaticos unidos por un puente de
dos carbonos; son producidos en las plantas en respuesta al ataque por
microbios patdégenos.

e Flavonoides: Son polifenoles que tienen dos anillos arométicos unidos por un
puente de tres carbonos. Constituyen el mayor grupo de compuestos fenélicos
y se encuentran a menudo en la epidermis de las hojas y frutas. Se subdividen

en flavonoles, flavonas, antocianidinas, flavononas e isoflavonas.

Existen una gran variedad de compuestos fendlicos con actividad biolégica, que
contienen uno o mas anillos aromaticos y que son constituyentes naturales de los
alimentos vegetales y proporcionan en gran medida, el flavor, color y textura. Las
sustancias fenodlicas mas simples incluyen los monofenoles con un anillo benceno
Unico tales como el 3-etilfenol y el 3,4-dimetilfenol, encontrados en frutas y
semillas, el grupo del &cido hidroxicinamico, que incluye todos los acidos ferulico
caféico, los flavonoides y sus glucésidos que incluyen las catequinas,
proantocinas, antocianidinas y los flavonoles. Los taninos son un grupo complejo
escasamente definido de sustancias fendlicas puede llegar a ser de 1 g por dia
(Pokorny et al., 2001).

Entre los compuestos fendlicos de los productos vegetales se ha identificado un
gran abanico de sustancias con un amplio espectro de actividades funcionales.
Tradicionalmente, estos compuestos se han considerado importantes en los
vegetales por su participacion en flavor y color (espacialmente en pardeamiento
enzimatico) pero actualmente también despiertan un gran interés por sus
potenciales efectos benéficos para la salud, actividad antioxidante y acciones
antimicrobianas. En los términos quimicos mas simples, los compuestos fendlicos
por un anillo aromatico hidroxilado como fenol, p-creso y 3-etilfenol. Los
compuestos fendlicos disminuyen con el grado de madurez en las frutas, pero
aumentan como respuesta al estrés producido por magulladoras y por infecciones

fungicas (Fennema et al., 2000).

Segun Ramadan (2011), en el aguaymanto el principal compuesto fendlico es la
quercitina, seguido a la miricetina y kaempferol. Sin embargo, Mufioz et al., (2007),
indican que el acido clorogénico y el ferulico son fenoles mayoritarios, seguidos
del acido cafeico vy la rutina, estando presente la quercitina en menor cantidad en

comparacion con dichos compuestos.
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Segun Murillo (2005), menciona los compuestos fendlicos presentan un namero
variable de grupos hidroxilo fendlicos y excelentes propiedades de quelacion del
hierro y otros metales de transicion, lo que les confiere una gran capacidad
antioxidante, por ello desempefian un papel esencial en la proteccion frente a los
fendbmenos de dafio oxidativo y tienen efectos terapéuticos en un elevado numero

de patologias, incluyendo la ateroesclerosis o el cancer.

El método de determinacion de compuestos fendlicos se involucra la oxidacion de
los poli fenoles con el reactivo Folin & Ciocalteu’s Phenol, dando como resultado
una reaccion colorimétrica con el viraje de amarillo a azul, medido a 760 nm en un
espectrofotdmetro UV / VIS frente a una curva estandar de 4cido galico (figura 3)

reportandose en mg acido galico/100 g muestra (Gerogé et al., 2005).

COgH

HO OH

OH

Figura 3. Estructura de acido gélico
Fuente: Delgado et al., (2010).

2.4. Capacidad antioxidante

Segun Fennema et al., (2000), la capacidad o actividad antioxidante es una
propiedad de algunas sustancias (antioxidantes), por la cual retrasan el comienzo
o reducen la velocidad de oxidacion de las sustancias oxidables, inhibiendo la
formacion de radicales libres en la fase de iniciacién o interrumpiendo la cadena
de propagacion de radicales libres. La eficacia de un antioxidante esta relacionada
con numerosos factores como la energia de activacion, las constantes de
velocidad, el potencial de oxidacién reduccion, la facilidad de destruccion del
antioxidante y las propiedades de solubilidad. Adicionalmente, su eficacia se ve
influida por su capacidad de retrasar o frenar la reaccion en cadena, su volatilidad

y su cardcter anfifilico.

16



Los compuestos fendlicos y la vitamina C son antioxidantes y junto a otros,
constituyen el sistema. La ingesta constante de alimentos ricos en antioxidantes
naturales como frutas, vegetales, té y vino tinto se correlacionan bien con una
reduccion del riesgo de padecer enfermedades coronarias; ademas, pueden
ejercer efectos anti carcinogénicos y se asocian a un menor riesgo de padecer
enfermedades degenerativas, se ha demostrado que son capaces de proteger
frente a la oxidacion en enfermedades como la arteriosclerosis. Los poli fenoles y
flavonoides poseen acciones antitumorales, antialargénicas y antiinflamatorias, en
particular se ha observado una correlacién inversa entre el consumo de alimentos
ricos en metabolitos secundarios biolégicamente activos como poli fenoles y
flavonoides con las enfermedades cardiovasculares. Esta correlacion se explica
en parte sobre la base de que interrumpen la peroxidacion lipidica de las
lipoproteinas de baja densidad, inducida por las especies reactivas de oxigeno
(Pokorny et al., 2001).

Los antioxidantes previenen el dafio del tejido, inducido por radicales libres,
previniendo la formacion de radicales, secuestrandole, o previniendo su
descomposicion y protegiendo contra el dafio oxidativo. En respuesta a estos
dafos, han desarrollado una compleja defensa antioxidante, y los antioxidantes
dietarios comprenden una gran parte de esta defensa. Esto sugiere, que la ingesta
elevada de nutrientes antioxidantes de fuentes dietéticas ofrecen ventajas para la
salud (Cafas y Buschiazzo, 2000).

Las especies oxigénicas reactivas (ROS), son radicales libres (RL), es decir
especies moleculares activas, dotadas de un electron desapareado en un nivel
energético superior y por tanto dotadas de propiedades paramagnéticas, lo que

les confiere una alta e indiscriminada reactividad (Gonzéles et al., 2001).

Repo y Encina (2008), mencionan la madurez influye directamente en el contenido
de compuestos bioactivos, dado que se generan durante la madurez procesos de
biosintesis los que generan mayor contenido de carotenoides, compuestos
fendlicos, acido ascorbico, etc.; compuestos bioactivos que al encontrarse en
mayor cantidad en el fruto conllevan a dar una mayor capacidad antioxidante al
fruto; y como conclusién, la actividad antioxidante se incrementa con la
maduracion del fruto, encontrando un aumento en el contenido de fenoles totales,

acido ascorbico, licopeno y a-caroteno en frutal de pimienta (p.119).
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2.4.1. Radicales libres

Luh (1998), refiere el metabolismo aerébico normal de las células, la
contaminacién ambiental, las radiaciones, los pesticidas, las aguas contaminadas
o el consumo de algunos medicamentos provocan la formacién de especies
reactivas del oxigeno y radicales libres. Un incremento de estas especies en el
organismo conduce a un estado de estrés oxidativo en el que se producen lesiones
bioquimicas vy fisiologicas que pueden perjudicar el metabolismo del individuo,
causando dafio oxidativo a lipidos, proteinas y acidos nucleicos, y llevando

eventualmente a la muerte celular.

Césales (1997), menciona un radical libre es una molécula o atomo que posee un
electrén desapareado en su orbital mas externo. Todas las células de los
organismos aerobios estan sometidas a la generacion endogena de radicales
libres. Estos radicales libres provienen, en su mayoria, de la reduccion parcial del
O utilizado por las células. Entre un 2 y un 5% del O, consumido para mantener
la vida, genera radicales libres (especies reactivas del oxigeno, ROS) y éstos
pueden oxidar diferentes componentes celulares afectando la estructura y/o
funcion celular. Las proteinas, lipidos, acidos nucleicos, azlcares, tanto dentro
como fuera de las células, son susceptibles a un continuo dafio por radicales

libres.

En el organismo, se produce un equilibrio entre oxidantes / antioxidantes, cuando
este equilibrio se rompe a favor de los oxidantes, se produce un estrés oxidativa
el cual estd implicado en muchos procesos fisiopatolégicos (enfermedades,
envejecimiento celular, etc.). Por tanto, es de vital importancia el consumo de
alimentos que contengan antioxidantes naturales para mantener el equilibrio entre

oxidantes y antioxidantes (Gonzéles et al., 2001).

2.5. Actividad de agua
2.5.1. Definicion

Badui (2006), define la actividad del agua es una propiedad intrinseca y se
relaciona de manera no lineal con el contenido de humedad mediante las curvas
o isotermas de adsorcion y desorcion (figura 4). Para entender esto, considérese
un alimento con agua, almacenado a una temperatura determinada en una camara
herméticamente cerrada; al cabo de algun tiempo, su presién de vapor provocara
la transferencia de moléculas de agua y la cAmara adquirird una humedad relativa

constante que estara en equilibrio (sin movimiento en ningun sentido) con el
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contenido de agua del alimento. Dicha humedad esta en funcion del grado de
interaccion de los solutos con el agua, lo que es un reflejo de la facilidad de ésta
para escapar del alimento.

En general, mientras mas alta sea la Awy mas se acerque a 1.0, que es la del
agua pura, mayor sera su inestabilidad, por ejemplo, en carnes, frutas y vegetales
frescos que requieren refrigeracion por esta causa. Por el contrario, los alimentos
estables a temperatura ambiente (excepto los tratados térmicamente y
comercialmente estériles, como los enlatados), son bajos en Aw, como sucede con
los de humedad intermedia en los que el crecimiento microbiano es retardado
(Badui, 2006).

desorcion

adsorcion

contenido de humedad

1 ] | | ]

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Actividad del agua

Figura 4. Curvas tipicas de las isotermas de adsorcién y desorcion de
los alimentos.
Fuente: Badui, (2006).

2.6. Liofilizacion
2.6.1. Definicién

Orrego (2003), definio la liofilizacion como un proceso de secado mediante
sublimacion que se ha desarrollado con el fin de reducir la perdida de los
compuestos responsables de sabor y aroma de los alimentos, los cuales se

afectan en gran medida durante los proceso convencionales de secado (p.196).

19



El proceso de liofilizacién consta principalmente de dos pasos; el primero consiste
en congelar el producto y en el segundo paso el producto es secado por
sublimacién directa del hielo bajo presion reducida (Orrego, 2008).

GoOmez et al., (2003), definen la liofilizaciéon es una técnica de conservacion por
deshidratacion aplicada a productos quimicos, farmacéuticos, médicos, biol6gicos
y alimenticios. El proceso es también llamado criodesecacion porque consiste
primero en congelar un producto himedo y luego en vaporizar directamente el

hielo a baja presion.

Sicha y Lock de Ugaz (1995), definen la liofilizacidbn o secado por congelacién es
un proceso donde el producto que se va secar se congela mediante exposicién a
aire muy frio, luego se coloca en una camara de vacio, en donde la humedad se
sublima y se elimina por bombeo mediante eyectores de vapor o bombas

mecanicas de vacio.

Kasper et al., (2013) mencionan. La liofilizacion es un proceso comuin, pero muy
costoso, para lograr el secado de las formulaciones de proteinas con estabilidad
a largo plazo. En el pasado, la optimizacion del proceso tipico se ha centrado en
las etapas de secado y la etapa de congelacion fue mas bien ignorado. Sin
embargo, la etapa de congelacion es un paso igualmente importante en la
liofilizacion, ya que afecta tanto el rendimiento del proceso y la calidad del
producto.

2.6.2. Desarrollo histérico

Los primeros antecedentes conocidos de la preservacion de alimentos mediante
la liofilizacién provienen de la cultura Inca en el altiplano andino a 4000 m sobre
el nivel del mar, alli los pobladores realizaban un producto denominado Chufio,
resultado de la deshidratacién de la papa a temperatura ambiente, la cual de
acuerdo a las condiciones de presion y temperatura propiciaron el escenario
perfecto para liofilizar. En 1958 se aplicé al sector alimentario y por ser una técnica
costosa se enfocd a pocos alimentos, como la leche, las sopas, los huevos, la
levadura, los zumos de frutas y el café, la primera compafiia en Latinoamérica que
desarrolla esta tecnologia es Lio técnica en San Pablo, Brasil, construyendo sus

propios liofilizadores a partir de 1970 (Ramirez, 2006).

Durante la segunda mitad del siglo XX, la liofilizacion se desarroll6 de una

curiosidad de laboratorio a un método bien establecido para la conservacion de
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productos biofarmacéuticos. Durante ese tiempo, se han establecido conceptos
fundamentales en materia de desarrollo de la formulacion y disefio de procesos.
Durante el ingreso de un nuevo siglo, la liofilizacién sigue siendo el método de
eleccion para una amplia gama de aplicaciones farmacéuticas, sometido a

continuo desarrollo y expansion constante (Kasper et al., 2013).

El cambio de fases del agua puede ser explicado con el diagrama de fases del
agua (Figura 5), dando importancia a la sublimacién, que se cumple cuando el
agua se encuentra en fase sélida y con aplicacién de baja presién pasa a fase
gaseosa. Las condiciones de operacion como la velocidad de congelacién, presion
de la camara y la velocidad de calentamiento son factores fundamentales en la
calidad de los productos liofilizados, donde también intervienen las caracteristicas

de la materia prima como el grado de madurez (Grajales et al., 2005).

Presién Diagrama de fases
Torr
1000 =¢ _
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con aire
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10 =

46 -+

Punto triple

1+ Liofilizacién
Temperatura
-18 0 100 °C
0 32 212 °F

Figura 5. Diagrama de fases de agua y sistemas de secado.
Fuente: Ramirez, (2006).

2.6.3. Etapas de la liofilizacion

La liofilizacion consta de tres etapas: congelacion, sublimacion o secado primario

y desorcion o secado secundario.
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2.6.3.1. congelacién

En la etapa de congelacion, el producto es sometido a baja temperatura para que
el agua que contiene en el pase de fase liquida a fase sodlida buscando la
redistribucion del soluto y una concentracion relativa de la congelacion parcial del
agua, con el fin de facilitar la etapa de secado (figura 6) (Rangel, 2004).

Ceballos et al (2008) mencionan. “La congelacion es la etapa donde se establece
la estructura y las caracteristicas del producto a obtener después de la etapa de
secado, lo cual le da importancia a conocer variables de congelacién como la
frecuencia, temperatura minima de congelacién, temperatura de la capa de
congelacién durante el secado, velocidad optima de enfriamiento y temperatura

minima de fusion incipiente”.
2.6.3.2. Sublimacion o secado primario

En el secado primario, el producto congelado se calienta bajo condiciones de
vacio para retirar el agua por sublimacién mientras la fruta se mantiene por debajo

del punto eutéctico (Ayala, 2010).

El paso de hielo a vapor requiere gran cantidad de energia que suministrada en
alto vacio pues la interface de secado se mueve hacia el interior de la muestra y
el calor tiene que atravesar capas congeladas (sistemas liofilizados en bandeja,
sin granular) o secas (en granulados), generandose un considerable riesgo de
fusion del material intersticial 0 quemar la superficie del producto que ya esta seco
(figura 6) (Orrego, 2003).

2.6.3.3. Desorciéon o secado secundario

El secado secundario se realiza por evaporacion del agua que no se sublima en
la etapa se secado primario, donde se eleva la temperatura de la matriz de
alimento, para el inicio de esta etapa el producto debe contener menos del 3% del

contenido de agua inicial (Welti et al., 2005).

Las partes secas de la muestra que se liofiliza pueden comenzar su secado
secundario aunque haya presencia en el alimento de hielo que sublima en fase
primario; mientras estas dos fases coexistan, y debido que el hielo que sublima
enfria la estructura, permanece controlada la temperatura del alimento (Orrego,
2003).
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En ese momento la velocidad de calentamiento debe disminuir para mantener la
temperatura del producto por debajo de 30 — 50 °C, lo que evita el colapso del
producto (Ramirez, 2006).

FY
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' . Desorcion
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r | !
a | |
t | |
u . Secado Primario o
r : Sublimacian de hielo ;
a , i
(°C) | i
| I
' . »
t1 Tiempo (s) t2 t3

Figura 6. Etapas de liofilizaciéon
Fuente: Ramirez, (2006).

Se busca que el producto ya congelado tenga una estructura sélida sin intersticios
en los que haya liquido concentrado para propiciar que todo el secado ocurra por
sublimacion. En los alimentos se pueden obtener distintas mezclas de estructuras
luego de la congelacion que incluyen cristales de hielo, eutécticos, mezclas de
eutécticos y zonas vitreas amorfas. Estas Ultimas son propiciadas por la presencia
de azucares, alcoholes, cetonas, aldehidos y acidos, asi mismo como por las altas

concentraciones de solidos en el producto inicial (Shofian et al., 2011).

2.6.4. Influencia de las condiciones de operacion sobre el proceso de
liofilizacion

2.6.4.1. Velocidad de congelacion

Puesto que la congelacion es una operacion previa a la liofilizacién, la velocidad

de congelamiento es determinante en las propiedades del producto seco, dado

gue influye directamente en el tamafio de poro producido luego de la sublimacion

de los cristales de hielo (Grajales et al., 2005).
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La velocidad de congelacion lenta produce formacion de cristales de hielo
voluminosos que después de realizarse la sublimacién se transforman en poros,

lo cual puede lograr una rapida velocidad de secado (Ramirez, 2011).
2.6.4.2. Flujo de calor

El calor para el calor latente de sublimacion del hielo, equivalente a 2838 kJ / kg,
procede por conduccién a través de la corteza del material seco. En algunos
casos, también se conduce a través de la capa congelada desde la parte posterior.
Los fenbmenos de transferencia de calor y materia durante la liofilizacion se
pueden resumir en términos de difusion por el transporte de vapor de agua durante

la sublimacion (Geankoplis, 1998).

Los procesos de transferencia de materia y transmisién de calor se producen
simultdneamente. Dependiendo de la configuracién del sistema de secado, la
transmisiéon de calor tendra lugar a través de una capa de producto congelado o a
través de una capa de producto seco. Obviamente, la transmisién de calor a través
de la capa congelada seré rapida; sin embargo, la transmision de calor a través
de la capa de producto seco serd lenta debido a la baja conductividad de los
sélidos muy porosos sometidos a vacio. En ambos situaciones, la transferencia
de materia tendra lugar a través de una capa del producto seco (Singh y Heldman,
2001).

2.6.4.3. Temperatura

La temperatura en la liofilizacion esta limitada a la temperatura que se derrite el
hielo del material biolégico; sin embargo, el operador del liofilizador puede
controlar indirectamente la fuente de calor para controlar que la temperatura de la
superficie no deteriore el producto, ya que éste de la superficie de secado depende
de la cantidad de calor aplicado, la velocidad de sublimacién y la efectividad de

remocion de vapor (Barreto, 1966).

Cuando la temperatura aumenta sin tener en cuenta el tipo de material biol6gico
a liofilizar, puede crearse una capa seca superficial y evitar en flujo de vapor al
exterior, por esta razon los tejidos internos forman una superficie esponjosa, o

gue se llama colapso (Barbosa et al., 2000).
2.6.4.4. Presién

La presion de la cdmara dependera de las caracteristicas fisicas del material a

liofilizar y de la temperatura a la cual se debe mantener el producto congelado. Si
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se deja aumentar la presion, la velocidad de sublimacién sera menor y la
temperatura del material aumentara. A llegar a cierta presion, la liofilizacion como
tal de detiene. Para alcanzar velocidades optimas de secado, la presion total debe
ser alrededor de la mitad de la presion de vapor del hielo (Barreto, 1966).

2.6.5. Cambios estructurales durante la liofilizaciéon

La etapa de congelacion provoca la separacion de las soluciones acuosas
presentes en el producto en una mezcla de dos fases, hielo y una solucién
concentrada de solutos. Como consecuencia de la formacion de hielo, se reduce
el encogimiento del producto y se consigue una estructura esponjosa que permite
una facil rehidratacién. Ademas, la movilidad de la fase concentrada es baja por
lo que no se da ningun cambio estructural durante el secado, lo que contribuye a
la estructura esponjosa mencionada previamente. Otra caracteristica de los
alimentos liofilizados es una estructura de densidad global baja que proviene de
los espacios huecos en forma de aguja que previamente estaban ocupados por

cristales de hielo (Barbosa et al., 2000).
2.6.5.1. Colapso

Es un término utilizado en liofilizacion, para describir la pérdida de estructura,
donde se observa la reduccion de tamafio de poro y la contraccion volumétrica, si
la temperatura del producto poroso que se esté liofilizando esta por encima de la
temperatura de transicion vitrea, la viscosidad del materia sélido puede no ser
suficiente para soportar la estructura y se produce la contraccion o colapso. El
colapso se nota por un encogimiento del producto seco y estas estructuras son
sensibles a los cambios en sus caracteristicas fisicas, quimicas y microbiolégicas,

gue reducen la vida util y la estabilidad del producto (Ceballos, 2008).

El colapso de la estructura de las frutas se puede controlar, fisicamente,
modificando las estructuras del producto antes de la liofilizacién, y quimicamente,
con la adicién de compuestos (sacarosa y etanos, entre otras) que modifiquen la
temperatura de colapso o la limiten, y con el control de las variables del proceso
como la velocidad de congelacion y temperatura de congelacion, por ejemplo los
productos que tienen alto contenido de azucares, como zumos de frutas, tendrén

temperaturas inferiores de colapso (Ceballos, 2008).
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2.6.5.2. Porosidad

Los valores experimentales de la porosidad y la densidad de un producto permiten
hacer un modelado y disefio de diversas operaciones de transferencia de calor y
masa, tales como secado, calentamiento y extrusion de alimentos particulados
(Ramirez, 2011).

La informacién sobre las caracteristicas de los poros individuales y las
propiedades estructurales de las frutas secas se puede utilizar para el disefio del
proceso, la determinacién de calidad del producto y la estimacion de otras
propiedades tales como la conductividad térmica, densidad, difusividad de la
humedad, y caracteristicas de extraccion de componentes bioactivos (Ramirez,
2011).

2.6.5.3. Color

El color es una caracteristica importante de las frutas, ya que en el momento de
la compra, esta caracteristica llama la atencién de los consumidores y juega un
papel importante en el momento de la escogencia y comprar del producto; sin
embargo, los productos procesados deben tener un color similar al de la fruta en
fresco para lograr que el consumidor genere relaciéon entre los mismos, en el
proceso de liofilizacion, el color de las frutas es indicador de calidad (Ceballos,
2008).

2.6.6. Ventajas y desventajas de la liofilizacion

Las ventajas de este proceso son la alta calidad del producto, debida a que la
sublimacion se realiza a baja temperatura, y la concentraciéon de su estructura.
Estas ventajas compensan las necesidades energéticas y de produccion del vacio
del producto (Singh y Heldman, 2001).

2.6.6.1. Ventajas

Calidad superior del producto final.

¢ Mantiene mejor la estructura y el aspecto original del alimento.

e Labajatemperatura de trabajo impide la alteracion de productos termolabiles.

e Inhibe el deterioro del color y sabor por reacciones quimicas y las pérdidas de
propiedades fisiolégicas.

e La humedad residual es baja

e Eltiempo de conservacion es largo y la retencion de los aromas es muy alta.
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Conservacion y transporte facil de los productos, la ausencia de temperaturas
altas, la inhibicion del crecimiento de microorganismos, o la recuperacion de las

propiedades del alimento al afiadirle el volumen de agua que en un principio tenia.

2.6.6.2. Desventajas

e Es necesaria una gran inversion de equipamiento, alrededor de tres veces el
de otros métodos.

e Alto coste energético y elevado tiempo de proceso (entre 4 y 10 h/ciclo
secado).

e Enefecto, la baja presion del proceso y la débil conductividad de los productos
liofilizados (debido a la textura porosa) afectan de manera significativa y
negativa la transferencia de calor y de masa y por consecuencia la duracién
de la operacion de deshidratacion.

2.6.7. Aspectos tecnolégicos

Orrego (2003), manifiesta el secado de alimentos por liofilizacion tiene dos
caracteristicas principales:

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

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

secado convencional, pueden ser secados bajo vacio con un minimo dato.

En los sistemas de liofilizacién el material congelado es colocado en bandejas. Se
da lugar al inicio de vacio en una camara hermética comenzando asi la
sublimaciéon del hielo y el flujo de vapor pasa a través de la camara al
condensador. El calor es suministrado a través de platos o placas calefactoras,

por conduccion (figura 7).

La variable mas importante del proceso es la presion: su incremento aumenta la
transferencia de calor a expensas de una mayor resistencia a la transferencia de

masa.

Otra condicién importante es la temperatura de las placas calefactoras que afecta

la velocidad de la transferencia de calor de la superficie del material congelado.
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La temperatura del condensador es otra variable a controlar porque afecta la

fuerza impulsora de la presion de vapor de agua para la transferencia de masa.

I 1 Bandeja de Producto
I lato Radiante

Camara de Secado
Aire Hermético

—p Flujo de Vapor o s

Condensador
Bomba de Vacio
Figura 7. Sistema basico de liofilizacion
Fuente: Orrego (2003).

2.6.8. Efecto de la liofilizacion sobre los alimentos.

La liofilizacién no modifica de manera considerable la estructura de los alimentos,
casi no provoca en ellos la retraccién alguna y no endurece su capa superficial.
La estructura porosa (figura 8) de los alimentos liofilizados hace que su
rehidratacion sea muy rapida. Sin embargo, son alimentos fragiles que deben
protegerse de eventuales dafios mecanicos. El efecto de la liofilizacién sobre las
proteinas, almidones y otros carbohidratos es minimo por su estructura porosa los
hace accesibles al oxigeno, por lo que puede provocar alteraciones por la
oxidacion de lipidos. La liofilizacion afecta poco a la tiamina y acido ascorbico y
las pérdidas que provoca en otras vitaminas son despreciables. Sin embargo, las
etapas preparatorias del alimento pueden afectar sustancialmente su valor
nutritivo y calidad global (Fellows, 1994).
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Porcion de alimento
deshidratado

Hielo

Figura 8. Estructura porosa del alimento.
Fuente: Fellows, (1994).

2.6.9. Almacenamiento de productos liofilizados

El almacenamiento de productos liofilizados adecuadamente empacados, puede
ser prolongado y a temperatura ambiente, ya que en buena medida retienen las
propiedades fisicas, quimicas, bioldgicas y organolépticas de sus estados frescos.
También, reducen las pérdidas de calidad debidas a deterioro por reacciones
guimicas, causado por degradacion enzimatica y no enzimatica (Orrego, 2003).

GOmez et al. (2003), indican los productos liofilizados, a diferencia de los
deshidratados por otras técnicas de secado, conservan practicamente en 100%

su forma

y propiedades naturales, tienen mayor vida de anaquel y son facilmente

rehidratables.
2.7. Frutas en polvo

Cug et al., (2011), menciona los polvos alimentarios son sistemas complejos que
se pueden definir por la variabilidad en sus propiedades causadas por la
composicion quimica de las materias primas agricolas, la diversidad de las
estructuras nativas del producto y la reactividad en condiciones de alta

temperatura o la adicién de agua.

La transformacién de frutas frescas en polvos de fruta obtenidos por
deshidratacion es una buena alternativa para reducir costos en volumen y
aumentar la vida util en anaquel, sin embargo si la materia prima tiene contenidos
altos de azucar, estas pueden generar pegajosidad en el momento de convertirla
en polvo Cano et al., (2005). Los polvos obtenidos por liofilizacion corresponden a

productos deshidratados segun su actividad de agua, ya que fueron valores
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inferiores a 0.283. La estabilidad de un producto se puede alcanzar cuando la Aw
se encuentra entre 0.2 y 0.4, que corresponde a la humedad de la monocapa y se
logra la conservacion en condiciones ambientales (Martinez et al., 1998).
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CAPITULO 3 MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucidn
3.1.1. Localidad e institucion donde se realiza la tesis

e Localidad

La presente investigacion se realiz en la Unidad Vecinal Santa Rosa del distrito
de Talavera, provincia de Andahuaylas, region Apurimac, ciudad de Chimbote,

regién Ancash y en la Molina, region Lima.
e Institucion

Las pruebas experimentales se realizaron en los laboratorios de la Escuela
Profesional Ingenieria Agroindustrial de la Universidad Nacional José Maria
Arguedas - Andahuaylas, en el Instituto de Investigacion Tecnolbgica
Agroindustrial (IITA), de la Universidad Nacional del Santa - Ancash; y en el
laboratorio de Biotecnologia Industrial del Instituto de Biotecnologia (IBT), de la
Universidad Nacional Agraria la Molina (UNALM) - Lima.

3.2. Material de estudio

Se recolectaron 10 kg de frutos de aguaymanto con una madurez adecuada del
centro poblado de Cotahuacho, del distrito de Pacucha, provincia de Andahuaylas
de la region Apurimac, la cual cree de manera silvestre sin cultivado. Los frutos
fueron seleccionados y pulpeadas, donde se obtuvo pulpa fresca, de esta pulpa
se cuantificaron los compuestos bioactivos como acido ascorbico, B-caroteno,
compuestos fendlicos, asimismo se le determiné la capacidad antioxidante y sus
propiedades fisicoquimicos. Posteriormente la pulpa se liofilizé de la misma forma
se cuantificaron los compuestos bioactivos como acido ascoérbico, p-caroteno,
compuestos fendlicos, asimismo se le determind la capacidad antioxidante y sus

propiedades fisicoquimicos.
3.2.1. Universo y/o poblacion

El universo fue todos los frutos en conjunto que produce en el centro poblado de
Cotahuacho, que encuentra a una altitud de 3200 m.s.n.m a una temperatura
aproximadamente 18 a 20 °C, del Distrito de Pacucha, provincia de Andahuaylas

de la region Apurimac.
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3.2.2. Muestra

Se tomé las muestras al azar de 500 g para cada repeticion, la cual se realizé

pulpeado en una licuadora industrial, donde se obtuvo pulpa fresca se

cuantificaron los compuestos bioactivos como el &cido ascorbico, B-caroteno,

compuestos fendlicos, asimismo se le determiné la capacidad antioxidante y sus

propiedades fisicoquimicos, del mimo modo se sometié a la liofilizacion y se

obtuvo pulpa liofilizada, donde a esta se realizaron los mismos analisis.

3.3. Equipos, materiales y reactivos

3.3.1. Equipos

Liofilizador marca LABCONCO MODELO 7754040 con sistema de
congelacion (refrigerante R-134a)

Rota vapor marca HEIDOLPH

Estufa, marca BLUE-M.M, modelo SW-17TC-1

Balanza analitica Precisa Gravimetrics AG 0.01 g

Mufla THERMOLUNE SYBRONTYPE 1300 FURNACE

pH metro digital Thermo Scientific Orion

Espectrofotémetro UNICO® 2800 UV/VIS espetrophotometer

Analizador de actividad de agua (Aw) HYDROLAB Ro-tronic

Dumas LECO CHN 628SC

Licuadora industrial BERKEL LB 004 L 057164

Sensores de temperatura inalambricos en tiempo real. Marca DATA TRACE
Laboratorios.

Colorimetro CHOMATER CR 400 AC ADAPTER 2,42

Bafio maria marca Biotron. Modelo Electronic termostat Btr-65

3.3.2. Materiales

Bureta 50 ml GERMANY ISO LAB £ 0.050 ml.

Vasos de precipitados: de distintas capacidades de marca PYREX.
Matraces Erlenmeyer 250 ml marca KIMAX.

Varilla de vidrio.

Fiolas 50 ml y 100 ml marca FORTUNA

Placas petri

Desecador con silicas

Espatulas de acero inoxidables.

Probetas 10, 50 y 100 ml de marca KYNTEL
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e Cartuchos de estafio y tubos de estafio

e Refractometro ATAGO 0-32 °Brix

e Tubos de ensayo y Gradilla

e Piseta

e Mortero y pilon

e Pipetas: de distintas capacidades 1 ml, 5 ml, 10 ml

e Peras de decantacion

e Soporte universal

e Pro pipetas

e Micro pipetas de plastico

e Cubeta de cuarzo MRO122

e Plumén marcador marca FABER-CASTELL

3.3.3. Reactivos

e Hidroxido de sodio 0.1 N.

e Fenolftaleina al 1%.

e Agua destilada o desionizada

e Hipoclorito de sodio al 5.5%.

e Acido oxalico 0.4%.

e 2 — 6 diclorofenolindofenol (solucién coloreada) 12 mg en 1000 ml de agua
destilada.

e Acido ascorbico 0.1 %

¢ Metanol guimicamente puro 80%; liquido claro incoloro muy polar.

e ABTS (Acido 2,2’ azino — bis — 3 — etilbezotiazolin — 6 — 6 sulfdrico).

e Trolox.

e [-caroteno 99%, Sigma-Aldrich.

¢ Folin Ciocalteu sinma 2N; mezcla de fosfomolibdato y fosfofungtato.

e Hexano.

o BHT (Butilhidroxitolueno).

3.4. Unidad de andlisis

En esta investigacion se utilizé un DCA. Donde se realiza comparaciones; ademas
es el mas simple de todos los disefios que se utilizan para comprar dos 0 mas
tratamientos, dado que solo consideran dos fuentes de variabilidad: los
tratamientos y el error aleatorio (Gutiérrez, 2008). Se tuvo como variables de

entrada o dependientes los compuestos en la pulpa aguaymanto; y como variables
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de salida el acido ascorbico, B-caroteno, compuestos fendlicos y capacidad
antioxidante, caracteristicas fisicoquimicas. Los resultados de las compuestos
bioactivos se analizaron mediante ANOVA. Los tratamientos se realizaron por
triplicado. Para establecer diferencias significativas entre medias se aplico la
prueba de Tukey con una probabilidad de P<0.05 un intervalo de confianza del
95% (a = 0.05). Los datos se analizaron a través del software Statgraphisc
centurion version XV.l y Minitab. Los resultados se expresaron como la media +
error estandar de los analisis de propiedades fisico-quimicos. Los resultados en

la pulpa liofilizada se compararon entre siy con respecto a la pulpa fresca.

Aguaymanto

y

Seleccion y pesado

v

Lavado y desinfeccién

y

Pulpeado

v

v

[ Concentracon ]
A4 *
[ T1: Pulpa fresca ] Congelacion vy liofilizaciéon
e  Cuantificar Acido [ T2: Pulpa liofilizada ]
ascoérbico, B — caroteno,
compuestos fendlicos. ¢
e Evaluar la capacidad
gntloxlglagte. fsi e Cuantificar Acido ascérbico, B-
¢ ropiecades Isico- caroteno, compuestos fendlicos.
guimicos

e Evaluar la capacidad
antioxidante.
e Propiedades fisico-quimicos

Comparar

Figura 9. Diagrama experimental
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Tabla 5. Matriz de disefio experimental DCA

T1 T2
Acido B- Compuestos Capacidad Acido B- Compuestos Capacidad
ascorbico caroteno fenélicos antioxidante ascérbico caroteno fenélicos antioxidante
Y14 Y11 Y11 Y11 Yo Yo Yo Yo
Y1z Y1, Y1z Y1z Y52 Y52 Y52 Y22
Yi3 Y13 Yi3 Yi3 Y3 Y3 Y3 Y23
Leyenda:

T1: Tratamiento 1 pulpa fresca de aguaymanto

T2: Tratamiento 2 pulpa liofilizada de aguaymanto

Y;1: NUmero de repeticiones de los compuestos bioactivos estudiados (acido

ascorbico, carotenoides y compuestos fendlicos) y la capacidad antioxidante

en la pulpa fresca de aguaymanto.

Y,1: NUmero de repeticiones de los compuestos bioactivos estudiados (acido

ascorbico, carotenoides y compuestos fendlicos) y la capacidad antioxidante

en la pulpa liofilizada de aguaymanto.
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3.5. Metodologia para la obtencidn de pulpa frescay pulpa liofilizada.

Materia prima
(Physalis peruviana)

'

[ Seleccién —>

Frutos

malogrados y
raiados

A 4

[ Pesado

Agua +
Hipoclorito de Lavado y - Agua sucia +
sodio desinfeccion impurezas

!

[ Pulpeado ] —  Senmillas y cascaras
Cuantificacion de los
Pulpa — 1 compuestos bioactivos

!

14 °Brix —{ Concentracion ]_> 16 °Brix y
l Agua

CongeIaC|on ] —  Temperatura = -36 °C

[ Presion = 0.110 mbar

T — 20 ©
Sublimacién }.{ emI_O,era_tura 30 °C

Cuantificacion de los

Pulpa liofilizada ~ —» ‘[ compuestos bioactivos

Figura 10. Diagrama de flujo para la obtencion de pulpa liofilizada
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3.5.1.Seleccién de materia prima

Los frutos de aguaymanto (Physalis peruviana L.) fueron seleccionados y
clasificados.

3.5.2. Pesado

Luego de seleccionar los frutos de aguaymanto (Physalis peruviana L.) se
procedi6 a pesarlos.

3.5.3. Lavado

El lavado se realiz6 con abundante agua potable por inmersion y frotamiento
suave de los frutos del aguaymanto (Physalis peruviana L.), de manera que se

puedan eliminar sustancias y particulas extrafias.
3.5.4. Desinfeccion

Se sumergieron en una solucién de hipoclorito de sodio a 100 ppm por 5 minutos,

a fin de reducir la carga microbiana.
3.5.5. Extraccién de pulpa

Esta operacion se realiz6 en una licuadora industrial, para separar las semillas y

cascaras presentes en el fruto. Con la finalidad de obtener la pulpa.
3.5.6. Almacenamiento de la pulpa

Una vez obtenida la pulpa se procedié a verterlo en un envase forrado con
aluminio para que las condiciones ambientales, tales como la luz o el calor, no
degraden el contenido de los compuestos bioactivos y evitar la fermentacion del
mismo, se procedio a refrigerarlo. La pulpa fresca se sometio a la cuantificacion

de los compuestos bioactivos y capacidad antioxidante.
3.5.7. Concentracién de la pulpa

Se le concentro en un rotavapor “HEIPOLH” hasta un nivel de 16 °Brix. Se tuvo en
cuenta una serie la realizacion una serie de pruebas preliminares para poder llegar
a determinar los pardmetros 6ptimos de concentracién se muestra en la siguiente
tabla 6.
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Tabla 6. Pardmetros para la concentracion de la pulpa

PARAMETROS VALOR
Presion 50 mmHg
Temperatura 50° C
Rotacion 60 RPM
Tiempo 1/2 Hora
Cantidad de pulpa 500 ml
Solidos solubles 16 °Brix

3.5.8. Congelacién

Se empled 150 g de pulpa concentrada con temperatura inicial 19.6° C llegando a
—36 °C de congelacion manteniéndose esta constante. La congelacion se realizd
en el congelador del liofilizador.

3.5.9. Sublimacién

La etapa de sublimacion y desorcién alcanzé a una temperatura de 30 °C con un
vacio desde 5 mbar hasta 0.110 mbar. En la bandeja de liofilizador, se colocaron
sensores alambricos de temperatura “DATA TRECE” con el propésito de conocer
el perfil de temperatura en la pulpa de aguaymanto. Las variables de operacion

para la liofilizacion de la pulpa se muestran en el anexo 06.

3.6. Metodologia para cuantificar el acido ascoérbico, pB-caroteno vy
compuestos fendlicos en la pulpa fresca y liofilizada de aguaymanto
(Physalis peruvianaL.)

3.6.1. Pulpafresca

3.6.1.1. Metodologia para cuantificar el acido ascérbico

Para la cuantificacion del acido ascérbico presentes en las muestras se utilizé la
metodologia basado en la reduccion del colorante 2.6 diclorofenolindofenol
(Methods of Vitamin Assay, 1974); anexo 7.

3.6.1.2. Metodologia para cuantificar los carotenoides totales (B-caroteno)

Para la cuantificacion de carotenoides totales presentes en las muestras frescas
y liofilizadas en el aguaymanto (Physalis peruviana L.) se utiliz6 la metodologia

descrita por Talcott y Howard, (1999); Anexo 8.
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3.6.1.3. Metodologia para cuantificar los compuestos fendlicos

Para la cuantificacion de compuestos fendlicos totales presentes en las muestras,

se utilizé la metodologia descrita por Singleton y Rossi, (1965), anexo 9.

3.6.1.4. Metodologia para determinar la capacidad antioxidante en la pulpa

fresca de aguaymanto (Physalis peruviana L.).

La evaluacion de la capacidad antioxidante presentes en la pulpa fresca de
aguaymanto se utilizé la metodologia descrita por Arnao, (2001); anexo 10.

3.6.2. Pulpa liofilizada

Se sigui6é las mismas metodologias de la cuantificacibn de los compuestos

bioactivos en la pulpa fresca.

3.6.2.1. Metodologia para determinar la capacidad antioxidante en la pulpa
liofilizada de aguaymanto (Physalis peruviana L.)

La evaluacién de la capacidad antioxidante presentes en la pulpa liofilizada de

aguaymanto se utilizé la metodologia descrita por Arnao, (2001); anexo 10.

3.7. Metodologia para determinar las propiedades fisico-quimicos en la
pulpafrescay liofilizada de aguaymanto (Physalis peruviana L.).

3.7.1. Metodologia para determinar humedad
Fundamento

El método se basa en la determinacién gravimétrica de la pérdida de masa, de la
muestra desecada hasta masa constante en estufa de aire. El método es aplicable
a alimentos sdlidos, liquidos o pastosos no susceptibles a degradacion al ser

sometidos a temperaturas superiores a 105 °C.
Procedimiento
Método gravimétrico; metodologia descrita por la AOAC (1980). Método 981.05

1. Se Lavod las placas petri con agua destilada y se sec6 en la estufa a 100°C por
1 horas. Se retiré de la estufa las placas, se enfrié en un desecador.
Posteriormente se pesé 5 g de pulpa fresca previamente homogeneizada.

3. Se colocod la muestra con placa destapada y la tapa en la estufa a la

temperatura y tiempo recomendado 105 °C x 3 horas.
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4. Una vez concluso las 3 horas, se tapo las placas con la muestra y se retiré de
la estufa.
Posteriormente se enfrid en un desecador durante 45 min. Por triplicado.
Para la pulpa liofilizada se sigui6 los mismos procedimientos.

Céalculos

humedad (ui)g) G (g(ﬁzg()gz @) 1100

Leyenda

P1: Peso de la placa mas muestra humada.
P2: Peso de la placa més muestra seca,

m; Peso de la muestra.

Figura 11. Analisis de humedad

3.7.2. Metodologia para determinar acidez
Fundamento

El método consiste en determinar la acidez por medio de una titulacion acido-base
con una solucién de alcali estandarizada, expresando los resultados de la acidez
titulable por 100 g o 100 ml, como equivalente en masa de acido citrico o malico

segun corresponda.
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Procedimiento

Titulacion volumétrica; acidez valorable total, metodologia descrita por la AOAC -
2005. Método 942.15.

En primer lugar se tomé 20 ml de pulpa y se afor6é a 200 ml con agua destilada.

2. De la solucion aforada se tomé una alicuota de 20 ml y se adicioné 2 o 3 gotas
de fenolftaleina.

3. Luego se titulé con la solucién de NaOH a 0.1N agitandolo cuidadosamente
hasta a un punto final de pH = 8.2 (momento en que ocurre el cambio de color
del indicador). Donde se vio el color rosado grosella y se anot6 el gasto.

4. La acidez se expres6 como porcentaje de acido citrico (acido con mayor
presencia en los citricos 0 en aguaymanto.

5. En la pulpa liofilizada se rehidraté de acuerdo a la perdida de agua durante la
liofilizacion. Los analisis se realizaron por triplicado.

6. Se siguié los mismos procedimientos.
Calculos

V(NaOH) * N (NaOH) * meq.acido * FD % 100
ml de muestra titulada

% Acidez =
Leyenda
V(NaOH): Volumen de gasto de Hidroxido de sodio al 0.1N.
N: Normalidad de la base (0,1 N).
meq. acido: mili equivalente del &cido citrico = 0.064
FD: Factor de dilucion

ml: Cantidad de muestra titulada
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Figura 12. Analisis de acidez

3.7.3. Metodologia para determinar sélidos solubles

Los °Brix se determiné con ayuda de un refractometro (0 - 30) °Brix, tomando 1
mililitro de muestra, directamente por la lectura en el refractometro de precisién
ABBE. Metodologia de refractometro descrita por la AOAC - 2005. Método 932.12.
Mientras en la pulpa liofilizada se rehidraté de acuerdo al agua que perdié durante
la liofilizacién. Por triplicado

Figura 13. Andlisis de solidos solubles
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3.7.4. Metodologia para determinar pH
Fundamento

El valor de pH es una medida de la acidez o alcalinidad de una muestra y es
medido con la ayuda del potenciémetro.

Procedimiento

Metodologia descrito por (AOAC), Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales,
2005. Método AOAC 981.12, por triplicado.

1. El potenciémetro fue calibrado inicialmente a través de soluciones de patrén
padrones pH 4.01 a 7.00 en un pH-metro digital.
Se extrajo la pulpa de aguaymanto 30 ml en vaso de precipitado de 50 ml.
La pulpa previamente homogeneizada se tomé una alicuota de 20 mly se hizo
la lectura de pH directamente,

4. La pulpa liofilizada se rehidratd, posteriormente se hizo la lectura. Los andlisis

se realizaron por triplicado.

Figura 14. Andlisis de pH
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3.7.5. Metodologia para determinar actividad de agua
Fundamento

La actividad de agua se determin6é con el equipo HYDROLAB de la marca
OTRONIC, es un instrumento de sobremasa que estd conectado a una sonda
donde introducira la cubeta con la muestra. Cabe indicar que este equipo mide
tanto la actividad de agua como la temperatura, y es necesario llegar al estado de
equilibrio para efectuar la medicion de actividad del agua. El tiempo necesario para
que esto ocurra es muy variable, dependiendo del alimento a medir, el tiempo

puede oscilar entre pocos minutos hasta mas de una hora.
Procedimiento

En primer lugar se triturd el fruto del aguaymanto hasta obtener la pulpa.
Una vez obtenida la pulpa se verti6 en la cubeta del equipo HYDROLAB hasta
que se llene.

7. Posteriormente se esperd el tiempo necesario 1 hora, donde llegé en el estado
equilibrio.
Luego se dio la lectura correspondiente.

Para la pulpa liofilizada se prosiguié el mismo procedimiento.

Figura 15. Andlisis de actividad de agua
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CAPITULO 4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados y discusion de cuantificacién del acido ascérbico, B-

caroteno y compuestos fendlicos en pulpa frescay pulpa liofilizada.

e Acido ascorbico en pulpa fresca y pulpa liofilizada (mg de éacido

ascorbico /100 g de muestra)

A continuacion se reportan los resultados de cuantificacion del acido ascérbico en
la pulpa fresca y pulpa liofilizada. Los valores en base hiumeda fueron calculados
en base seca en la pulpa fresca, asi para evidenciar el porcentaje de perdida en

el proceso de liofilizacién.

Tabla 7. Acido ascérbico en la pulpa fresca y pulpa liofilizada

Pulpa fresca Pulpa fresca Pulpa
(base himeda) (base seca) liofilizada
Acido ascorbico (mg de 36.56 190.21 118.03
acido ascorbico / 100 g de 36.52 183.24 135.84
muestra) 32.36 173.51 129.92
Media 35.15 182.32 127.93
Desviacion estandar 2.41 0.39 9.07

La tabla 7 muestra el contenido del acido ascérbico en la pulpa fresca y pulpa
liofilizada, asimismo la media y desviacion estandar, el valor encontrado en la
pulpa fresca es mayor a 28.55 + 0.10 (mg / 100 g) b.h, y 22.28 + 0.44 mg/100 g
base himeda (156.93 +3.11 mg/100 g base seca), reportados por Repo et al.,
(2012) y Malaga (2013) respectivamente.

Las diferencias encontradas con de los autores mencionados, son atribuidas al
estado de madurez, el tiempo trascurrido de cosecha y el momento del andlisis en

cuanto.

Mientras, en la pulpa liofilizada el valor encontrado fue de 127.93+9.07 mg de
acido ascorbico / 100 g de muestra, se aprecia una disminucién notable de 182.32
+ 0.39 a 127.93+9.07 encontrandose una retencion de 70.13% respectivamente.
Esta disminucibn se dio debido a la liofilizacibn donde proceso afectd

significativamente.
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Tabla 8. ANOVA para el &cido ascorbico en la pulpa fresca y liofilizada

Sumade Grados Cuadrado F p
Fuente Cuadrados  Libertad Medio
Tratamientos 4437.1 1 4437.41 58.15 0.0016
Error 305.253 4 76.3132
Total 4742.66 5

Latabla 8 de ANOVA, reporta diferencias significativas con un p-valor 0.0016 entre
el contenido de &cido ascérbico en pulpa fresca y la pulpa liofilizada. Asi mismo,
la comparacion de pares de medias, método TUKEY reporta diferencias

significativas (anexo 12).

Shofian et al., (2011), encontraron en las frutas frescas un contenido de acido
ascorbico carambola 4.99 + 0.63, mango 8.36 * 2.33, papaya 16.57 + 0.36, melén
2.24 £ 0.35y sandia 1.75 £ 0.37 (mg / 100 g de peso fresco) y en la fruta liofilizada
encontraron carambola 4.67 + 0.42, mango 8.34 + 1.74, papaya 16.84 + 2.31,
meldn 2.75 + 0.16 y sandia 2.38 + 0.11 (mg / 100 g de peso liofilizada), tanto para
meldn fresco vy liofiliza y sandia no fueron significativamente (p> 0,05) diferentes
uno de otro, pero en las otras frutas si encontraron diferencias significativas. Sus
resultados observaron el contenido de &cido ascorbico no vario significativamente

entre el fresco y liofilizado.

Vargas M., (2015), menciona la retencion del &cido ascérbico en polvos de cocona
obtenidos por liofilizacion fueron de 87.5%, 85% para pulpa y pulpa + semilla
respectivamente, para pulpa + semilla + epidermis la retencién fue la mas baja
(44.8%), esto se explico por las pérdidas sufridas durante la preparacion

soluciones.

Sin embargo, los resultados obtenidos son diferentes y se acepta que la retencion
de vitaminas también depende de la naturaleza de los alimentos, las condiciones
sometidas a la liofilizacién y las condiciones de analisis realizada entre otros
factores tales como velocidad de congelacion, presion y la temperatura de

liofilizacion que no fueron controlados.
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o Carotenoides en la pulpa frescay pulpa liofilizada (mg B - caroteno Equi.

/100 g de muestra)

A continuacién se muestra los resultados de cuantificaciéon de carotenoides

presentes en la pulpa fresca y pulpa liofilizada.

Tabla 9. Carotenoides (8 — caroteno) en la pulpa fresca y pulpa liofilizada

Pulpa fresca Pulpa fresca Pulpa
(Base humeda) (Base seca) liofilizada
Carotenoides (mg B - 2.86 14.88 5.13
caroteno Equi. /100 g de 2.77 13.90 5.62
muestra) 2.56 13.73 6.98
Media 2.73 14.17 5.91
Desviacion estandar 0.15 0.62 0.96

La tabla 9 muestra los resultados de cuantificacion de carotenoides totales en
base humeda y en base seca en la pulpa fresca, los valores encontrados son
préoximos a 2.58 + 0.44 en b.h. (18.15£3.08 en b.s.) mg B - caroteno Equi. /100 g
de muestra, por Malaga (2013) y mayor a 1.77+0.02 (mg / 100 g) b.h. reportado

por Repo et al., (2012), respectivamente.

En cuanto a la pulpa fresca Fennema (2000), manifiesta los resultados varian de
acuerdo al lugar de origen de la materia prima. Ademas, sefiala al tipo y cantidad
de fertilizante, asi como factores de la practica agricola que afectan al contenido

de vitaminas en alimentos de origen vegetal.

Las diferencias encontradas se concuerdan con Fennema (2000), porque el lugar

de origen del fruto fue procedente del Distrito de Pacucha.

Mientras, en la pulpa liofilizada el contenido de carotenoides fue de 5.91+0.96 mg
B - caroteno Equi. /100 g de muestra como se muestra en la tabla 9 se observa la
disminucion 14.17 £ 0.62 a 5.911£0.96 (mg B - caroteno Equi. /100 g de muestra).
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Tabla 10. ANOVA para los carotenoides en la pulpa fresca y pulpa liofilizada

Sumade Grados Cuadrado F p
Fuente Cuadrados Libertad Medio
Tratamientos 102.341 1 102.341 156.97 0.0002
Error 2.608 4 0.652
Total 104.949 5

La tabla 10 de ANOVA reporta diferencias significativas entre el contenido de
carotenoides con respecto a la pulpa fresca y pulpa liofilizada a un p—valor 0.0002,
encontrandose una retencién 41.71%. Asi mismo, la comparacion de pares de

medias, método TUKEY reporta diferencias significativas (anexo 13).

Tarin et al., (2015), mostraron menor cantidad el contenido carotenoides en la
fresa que la mora. Los valores obtenidos fueron de 10.947 ug de B-caroteno/ 100
g y de 128.479 ug de B-caroteno/ 100 g para la fresa y mora frescas. El
comportamiento de ambas frutas fue similar al someterlas al proceso de
liofilizacion. Asi, la liofilizacion no causé cambios (p>0,05) en el contenido en
carotenoides de fresa liofilizada y Mora liofilizada; sin embargo, aumenté
significativamente  (p<0,05) en las muestras liofilizadas con goma arabiga
(aumento del 49 % en fresa liofilizada con goma y 7 % en mora liofilizada con

goma, respecto a fresa y mora respectivamente).

Shofian et al., (2011), encontraron en las frutas fresca un contenido de
carotenoides carambola 30.79 + 3.37, mango 660.27 = 61.06, papaya
243.26+28.55, melon 508.18 + 13.72 y sandia 290.37 £ 16.96 (mg B - caroteno /
100 g de peso fresco), carambola tiene menos contenido de 3 - caroteno en
comparacion con otras frutas y en la fruta liofilizada encontré carambola 25.94 +
2.15, mango 487.34 £ 29.72mg / 100 g de peso, papaya 223.42 + 24.08, meldn
523.26 + 2.43 y sandia 165.21 + 5.89 (mg B - caroteno/ 100 g de peso liofilizada).
El contenido de B-caroteno de mango fresco y sandia varié significativamente (p
<0,05) de las muestras secadas por liofilizacién, mientras que no se observaron
diferencias significativas para otros frutos, estos antioxidantes de segunda linea,

tales como B-caroteno podrian haber sido degradados.

El resultado obtenido concuerda con de Shofian et al., (2011). Donde encontré
variaciones en algunas frutas frescas y liofilizadas. Estas variaciones observadas

pueden presentarse debido a que este compuesto es sensible a la luz y presencia
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de oxigeno, variables no controladas en este proceso, la forma de
condicionamiento de las muestras, entre otros factores tales como velocidad de

congelacion, presion y la temperatura que no fueron controlados en la liofilizacién.

e Compuestos fendlicos en la pulpa fresca y pulpa liofilizada (mg de A.

Gélico Equi./ 100 g de muestra)

A continuacibn se muestra los resultados de cuantificacion de compuestos

fendlicos en la pulpa fresca y pulpa liofilizada.

Tabla 11. Compuestos fendlicos en la pulpa fresca y pulpa liofilizada

Pulpa fresca Pulpa fresca Pulpa
(Base humeda) (Base seca) liofilizada
Compuestos  fendlicos 43.74 227.58 225.98
(mg de A. Galico Equi./ 44.32 222.38 224.24
100 g de muestra) 44.04 236.13 220.10
Media 44.03 228.70 223.44
Desviacion estandar 0.29 6.94 3.02

La tabla 11 reporta los resultados en base humeda y base seca en la pulpa fresca;
asimismo, la media y desviacién estandar de los compuestos fenélicos los cuales
son valores préximos a 55.07 £ 2.65 en b.h. (317.28 £ 10.63 b.s.) (mg de AGE/100
g) y 79.23+0.41 (mg de &cido clorogénico/100 g) b.

h. reportados por Malaga (2013), Repo et al., (2012), respectivamente.

Fennema et al., (2000), manifiestan las diferencias encontradas son debido al
estado de madurez, el tipo de solvente usado durante el andlisis y el lugar de
donde proviene. Los compuestos fendlicos disminuyen con el grado de madurez
en las frutas, pero aumentan como respuesta al estrés producido por

magulladoras y por infecciones fungicas.

Asimismo, la tabla 11 se reporta el contenido de compuestos fendélicos, media y
desviacion estandar en la pulpa liofilizada la cual fue de 223.44+3.02 mg de A.
Galico Equi./ 100 g de muestra.
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Tabla 12. ANOVA para los compuestos fendlicos totales en la pulpa fresca y pulpa

liofilizada.
Sumade Grados Cuadrado F p
Fuente Cuadrados Libertad Medio
Tratamientos 41.4488 1 41.4488 1.45 0.2955
Error 114.649 4 28.6622
Total 156.098 5

La tabla 12 de ANOVA reporta que no existen diferencias significativas entre el
contenido de compuestos fendlicos en la pulpa fresca y pulpa liofilizada a un p-
valor 0.2955 mayor al nivel de significancia. La liofilizacion no afecté en el
contenido de compuestos fendlicos, como se aprecia la disminucién es minimo
228.70 £ 6.94 a 223.44 + 3.02 mg de acido galico equivalente / 100 g de muestra,
presenta una retencién un 97.76%. Asi mismo, la comparacion de pares de
medias, método TUKEY reporta que no hay diferencias significativas (anexo 14).

Shofian et al.,, (2011), encontraron en las frutas fresca un contenido de
compuestos fendlicos en carambola 181.71 + 8.83, mango 99.69 + 8.70, papaya
67.76 + 7.36, melén 16.71 + 1.40 y sandia 29.32 + 1.06 (mg GAE / 100 g de peso
fresco), y en la fruta liofilizada encontr6 carambola 137.95 + 4.31, mango 76.57 +
8.11, papaya 40.84 £ 6.74, melén 14.97+ 1.36 y sandia 15.18 + 2.95 (mg GAE /
100 g de peso liofilizada). Observaron que presenté variaciones de las muestras
frescas y liofilizadas concluyendo que los frutos liofilizados se congelaron a -20 °C
durante 24 h y se secaron en condiciones de vacio a -50 °C durante 3 dias antes
del andlisis. Es posible que, a través de este proceso de congelacion, las células
de fruta pueden ser interrumpidas, el des compartimentado de ciertas enzimas,
sustratos y activadores. Por lo tanto presenté degradaciéon, el aumento de la
actividad de las enzimas después de la descongelacién podria haber causado

algunas pérdidas de los compuestos fendlicos

Mientras que Tarin et al. (2015), reportaron el contenido de los compuestos
fendlicos en la fresa fresca 126.32 mg de AG/ 100 g de fruta y de la mora fresca
370.04 mg de AG/ 100 g de fruta, en la liofilizacibn aumenté aunque no
significativamente (p>0.05), en estos compuestos un 8.24% en Fresa liofilizada y

26% en fresa liofilizada con goma y en la mora se observé una pérdida en las
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muestras liofilizadas. Las pérdidas fueron de 51.44 y 13.36% para Mora liofilizada
y Mora liofilizada con goma, respectivamente.

Las diferencias encontradas es debido a la extraccion de los compuestos fendlicos
con diferentes solventes. Ademas el tipo de equipo utilizado para liofilizar. Y otros
factores tales como velocidad de congelacion, presion y la temperatura de
liofilizacion.

4.2. Resultados y discusion de capacidad antioxidante en la pulpa fresca

y pulpa liofilizada.

En el siguiente tabla 13 se muestran los resultados de determinacion de capacidad
antioxidante en la pulpa fresca de aguaymanto en base himeda y base seca y en

la pulpa liofilizada.

Tabla 13. Capacidad antioxidante en la pulpa fresca y pulpa liofilizada.

Pulpa fresca Pulpa fresca Pulpa
(base humeda) (base seca) liofilizada
Capacidad  Antioxidante 1106.25 5755.72 5620.62
(umol de Equi. Trolox /100 1158.30 5811.84 5543.00
g de muestra) 1132.26 6071.15 5581.82
Media 1132.27 5879.57 5581.81
Desviacion estandar 26.03 168.27 38.81

Repo et al., (2012), reportaron con el reactivo DPPH 249.23+8.01 (ug eq trolox/g)
y con el reactivo ABTS Hidrofilica 288.95+3.62 (ug eq trolox/g) y Lipofilica
297.51+4.23 (ug eq trolox/g) estos valores también, es inferior a 5879.57+ 168.27
K mol de Equi. Trolox /100 g de muestra valor encontrado (tabla 13) en la presente
investigacion. Mientras Malaga (2013) refiere la capacidad antioxidante por ABTS
Hidrofilica 3.65+0.20 b.h (25.73+1.40 b.s) (ug eq trolox/g) y Lipofilica 0.30+0.6 b.h
(2.20+0.35 b.s) (Mg eq trolox/g), respectivamente. Estas diferencias encontradas
son debido al indice de madurez de la fruta, el uso del reactivo para la extraccion

y el tiempo de andlisis.

Repo y Encina (2008), sefialan cuando el estado de madurez de aguaymanto
aumenta, sus compuestos bioactivos (contenido de &cido ascérbico, compuestos
fendlicos y carotenos totales) aumentan, obteniéndose una mayor capacidad

antioxidante. También mencionan que la capacidad antioxidante est4
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directamente relacionada con el contenido de pigmentos de la fruta ademas la
capacidad antioxidante de un alimento depende de la naturaleza y concentracion
de los antioxidantes naturales presentes en él.

Las variaciones son atribuidas al estado de madurez, lugar de procedencia del
fruto.

Asimismo, en la tabla 13 se muestran los resultados de la determinacion de la
capacidad antioxidante en la pulpa liofilizada la cual fue de 5581.81 + 38.81 (. mol

de Equi. Trolox /g de muestra). Utilizando el reactivo ABTS.

Tabla 14. ANOVA para capacidad antioxidante de pulpa frescay liofilizada

Fuente Sumade Grados  Cuadrado F p
Cuadrados Libertad Medio
Tratamientos 132989 1 132989 8.92 0.0405
Error 59641.5 4 14910.4
Total 192630. 5

La tabla 14 de ANOVA, reporta diferencias significativas en el contenido de
capacidad antioxidante en la pulpa fresca y pulpa liofilizada a un p-valor 0.0405.
Asi mismo, la comparacién de pares de medias, el método TUKEY reporta

diferencias significativas (anexo 15).

Mientras que Shofian et al., (2011), observaron diferencias significativas para la
actividad de eliminacion de radicales libres entre las frutas frescas y secas por
liofilizacidon, a excepcién de carambola fresca, que mostraron significativamente (p
<0,05) mayor actividad de eliminaciéon en comparacién con la muestra liofilizada.
Concluye que el proceso de liofilizacién probablemente mejora la reaccion de

pardeamiento.

Shofian et al., (2011), consideran que esta técnica puede afectar notablemente la
composicion de algunos otros componentes antioxidantes y la actividad

antioxidante de los frutos.

Las diferencias se deben a los factores tales como los parametros de
concentracion de la pulpa, velocidad de congelacién lenta debido a que el

refrigerante del congelador es R-134a, presion y la temperatura de liofilizacion.
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4.3. Analisis comparativo del efecto de la liofilizacién sobre los
compuestos bioactivos y capacidad antioxidante en la pulpa de

aguaymanto.

A continuacion se muestran los resultados del porcentaje de retencion de los
compuestos bioactivos y capacidad antioxidante de la pulpa liofilizada con
respecto a la pulpa fresca.

Tabla 15. Porcentaje de retencién de los compuestos bioactivos y capacidad

antioxidante en la liofilizacion.

Compuestos hioactivos y Pulpa Pulpa % de
capacidad antioxidante fresca liofilizada retencion
Acido Ascorbico 182.32 127.93 70.17
Carotenoides 14.17 5.910 41.71
Compuestos Fendlicos 228.70 223.44 97.70
Capacidad Antioxidante por ABTS 5879.57 5581.81 94.94

En la tabla 15 se reporta que estos compuestos son influenciados por la
liofilizacion. En cuanto al acido ascérbico presentd una pérdida de 29.87%, los
carotenoides (B — caroteno) presentd una pérdida de 58.29% y compuestos
fendlicos presentd una pérdida de 2.24%, donde este no ha sido influenciado por
la liofilizacion. Asimismo, la capacidad antioxidante present6 una perdida 5.02%.

Huaraca (2011), demostro la liofilizacion es mejor método de deshidratacion que
el método de microondas, teniendo como indicador de eficiencia el proceso de
liofilizacion. Determinaron que la frutilla deshidratada por liofilizacion, conserva
sus caracteristicas organolépticas, el valor nutritivo y nutracéutico de la fruta, la

mayor cantidad de sus componentes se concentran.

Ramirez (2006), menciona que proceso de liofilizacion en alimentos se ha
considerado como el mejor método de deshidratacién que ademas de conservar

las caracteristicas organolépticas y nutritivas de los alimentos.

Liofilizacién, conserva sus caracteristicas organolépticas, el valor nutritivo y
nutracéutico de la fruta, la mayor cantidad de sus componentes se concentran.
Sin embargo, esta influye de manera significativa sobre los compuestos bioactivos
disminuyendo notablemente, como se muestra en la figura 16, ademas estos

compuestos son sensibles a la luz y presencia de oxigeno, ademas, los variables
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como temperatura, tiempo de congelacion y presién durante el proceso de
liofilizacion de pulpa de aguaymanto (Physalis peruviana L.) no se han sido

controlados.

Figura 16. Variacion de los compuestos bioactivos en la pulpa de aguaymanto

por efecto de liofilizacion.

Figura 17. Variacion de capacidad antioxidante en la liofilizacién.



La figura 17 muestra la perdida de la capacidad antioxidante presente en la pulpa
de aguaymanto (Physalis peruviana L.) debido a la liofilizaciéon presentando una
variacion notable de 5879.57 a 5581.81 (umol de Equi. Trolox /100 g de muestra)
y reteniendo un 94.94%.

Ramirez (2006), menciona que el proceso de liofilizacion en alimentos se ha
considerado como el mejor método de deshidratacién que ademas de conservar
las caracteristicas organolépticas y nutritivas de los alimentos. Este método no
altera la estructura fisicoquimica del material, pero permite su conservacion
indefinida sin cadena de frio, con menos del 15 % de humedad y alta estabilidad

microbioldgica.

Sin embargo, la liofilizacién tiene efecto sobre la capacidad antioxidante.
Concuerda con Chang et al., (2006) donde menciona, en algunos estudios
anteriores, se han reportado pérdidas de vitaminas del alimento y el valor
nutricional debido a la liofilizacion. Shofian et al., (2011). Menciona también es
evidente que la composicién de algunos antioxidantes y su actividad antioxidante

de los frutos se ven afectados por la liofilizacion.
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4.4. Resultados y discusién de determinacion de las propiedades fisico-

quimicos en la pulpa frescay liofilizada.

A continuacion se muestran, los resultados de propiedades fisico-quimicos.

Tabla 16. Propiedades fisico-quimicos en la pulpa y pulpa liofilizada.

Propiedades fisicoquimicas Pulpa fresca (g) Pulpa liofilizada (g)
80.78 5.80
Humedad (%) por 100 g 80.07 7.90
81.35 6.70
1.82 6.08
Acidez (g de &cido citrico/ 100 g 1.61 5.89
de muestra) 1.77 6.01
14 16
Solidos solubles (°Brix) 14.13 18
14.39 19
3.95 3.82
pH 3.77 3.99
4.09 3.85

4.4.1. Humedad

Tabla 17. Media y desviacion estandar de humedad

Muestras Media Desviacion estandar
Pulpa fresca 80.73 0.64
Pulpa liofilizada 6.8 1.05

En la tabla 17 se muestran la media y desviacion estandar del porcentaje de
humedad en la pulpa fresca, el cual es inferior a 86.10+0.45 y 85.80 reportados
por Duque et al., (2011) y Malaga (2013) respectivamente, ligeramente superior a
79.6 reportado por Torres (2011). Mientras, en la pulpa liofilizada la humedad fue
de 6.8+1.05%. Ademads, se aprecia una disminucion notable del contenido de
humedad de 80.73 + 0.64 % a 6.8+1.05%, esta disminucién son debido a la

perdida de agua libre en la deshidratacion por liofilizacion.
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Segun Vargas (2015), la humedad reportada fue de 92.43 + 1.87,91.38 £+ 0.70 y
89.47 £ 0.42 en la pulpa, pulpa + semillas y pulpa + semilla + epidermis en cocona
fresca, respectivamente. Mientras en la cocona liofilizada report6 una humedad
de 4.24 £ 0.42, 3.55 + 0.50 y 2.993 £ 0.405 en la pulpa, pulpa + semillas y pulpa
+ semilla + epidermis, respectivamente. Indicando que no existen diferencia
significativa entre los valores del contenido de humedad de la pulpa, pulpa +
semillas y pulpa + semilla + epidermis frescas. Sin embargo, concluye que la

liofilizacion influye en el contenido de humedad.

Amores (2011). Determin6 un promedio de humedad de 83.7% en mora fresca y
mora liofilizada 2.2%, donde concluye que la diferencia es concordante ya que la
primera se encuentra en su estado natural y la otra fue sometida a deshidratacion
por liofilizacién por tanto ya no cuenta con agua libre; de esta forma tiene mayor

concentracion de solutos lo que permite un prolongado tiempo de vida Uutil.

La disminucién de humedad que se observado en la pulpa de aguaymanto es
concordante con de Amores (2011). Donde mencionan que la pulpa fresca se
encuentra en su estado natural, mientras la pulpa liofilizada fue sometida a un
proceso de secado y por ende se elimina el agua libre. Vargas (2015) concluye, la
liofilizacion influye en el contenido de humedad.

Las diferencias que se encuentran con estos autores son debido al tipo de fruta,
modo de acondicionamiento y otros factores tales como velocidad de congelacion,

presion y temperatura de la liofilizacién que no han sido controlados.
4.4.2. Acidez

Tabla 18. Media y desviacion estandar de acidez

Muestras Media Desviacion estandar
Pulpa fresca 1.73* 0.11
Pulpa liofilizada 6.00* 0.10

(*) Expresado en porcentaje de acido citrico.

El contenido de acidez en la pulpa fresca se muestran en la tabla 18 el cual es
ligeramente superior a 1.59 + 0.11 y 1.59 £ 0.13 reportados por Duque et al.,
(2011) y Mélaga (2013) respectivamente. Las variaciones que se observan son
presumiblemente al estado de madurez de la fruta (anexo 1). Mientras, en la pulpa

liofilizada el contenido de acidez fue de 6.00+0.10. Se aprecia un descenso de
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acidez de 1.73 + 0.11 en pulpa fresca a 6.00+0.10 en pulpa liofilizada, esta
variacion es debido a la concentracion de la pulpa antes de liofilizarse
entendiéndose que hay menos agua que extraer y mas solutos a obtener.

Amores (2011). Menciona, en la deshidratacion los &cidos se combinan y forman
sales, lo que hace que se neutraliza y por tanto la acidez es baja. El resultado

encontrado es concordante con el autor mencionado.
4.4.3. Solidos solubles

Tabla 19. Media y desviacion estandar de solidos solubles

Muestras Media Desviacion estandar
Pulpa fresca 14.17 0.64
Pulpa liofilizada 17.67 1.53

En la tabla 19 se aprecia contenido de solidos solubles (°Brix) en la pulpa fresca
y en la pulpa liofilizada, los soélidos solubles en la pulpa fresca es ligeramente
superior a 13.60+ 0.59y 13.70 + 0.60 reportados por Duque et al., (2011) y Malaga
(2013), respectivamente. Estas variaciones en cuanto a la pulpa fresca son debido
al estado de madurez de la fruta (anexo 1). Mientras, en la pulpa liofilizada el
contenido de sélidos solubles fue de 17.67+1.53 °Brix.

Ademas, se aprecia un aumento del contenido de solidos solubles de 14.17 + 0.64
a 17.67+1.53 °Brix. Este aumento es debido a la concentracion de pulpa en un

rotavapor hasta 16 °Brix antes de liofilizarse y a la deshidratacion.

Donde Amores (2011), menciona, el contenido de solidos solubles (°Brix) aumenta
en el liofilizado con respecto a la fruta fresca de 7.4% a 13.3 %. Y concluyé que,
el porcentaje de azlcares es mayor en el liofilizado que en la mora fresca, ya se
elimina el agua libre y estos son arrastrados, hacia el exterior del alimento donde
se concentran. El resultado obtenido se ratifica con este autor por que la pulpa se

concentra mas y presenta mas soluto, presentando un aumento en la liofilizacion.
4.4.4. pH

Tabla 20. Media y desviacion estandar de pH

Muestras Media Desviacion estandar
Pulpa fresca 3.94 0.16
Pulpa liofilizada 3.89 0.09
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Duque et al., (2011) y Malaga (2013) en la pulpa fresca, refieren un pH de 3.80 +
0.1y 3.70 = 0.60 respectivamente, inferiores a 3.94 + 0.16 como se muestra en la
tabla 20, que se obtuvo en la presente investigacion. Mientras, en la pulpa
liofilizada se encontré un pH de 3.89 + 0.09.

Las variaciones en cuanto a la pulpa fresca son debido al estado de madurez de
la fruta respectivamente y las condiciones de acondicionamiento para el momento

de andlisis; ademas el tipo de fruta a deshidratar.

Sin embargo, Amores (2011) encontrd en la mora fresca un pH de 3.4, mientras
en la mora liofilizada un pH de 5.2, y concluyé que la diferencia es concordante ya
que el uno esta en su estado natural y el otro ya fue sometido a un tipo de

deshidratacién, en donde los acidos se combinan y forman sales.

En la tabla 20 se aprecia el pH de pulpa liofilizada presenta una disminucion,
donde no concuerda con el autor mencionado, las diferencias se deben a los
factores tales como concentraciéon de pulpa, velocidad de congelacion, presién y

temperatura de liofilizacién, donde estas no se controlados durante la liofilizacién.
4.4.5. Actividad de agua
En siguiente tabla se muestra los resultados de analisis de actividad de agua.

Tabla 21. Actividad de agua

Muestras Actividad de agua (Aw)
Pulpa fresca 0.96
Pulpa liofilizada 0.40

En la tabla 21 se reportan los resultados de actividad de agua, la cual fue 0.96 en
la pulpa fresca y 0.4 en pulpa liofilizada, la diferencia es concordante ya que la
primera se encuentra en su estado fresco, por ende presenta mayor actividad de
agua, de alli es su susceptibilidad al deterioro, mientras la otra fue sometida a la

liofilizacion por tanto ya no cuenta con agua libre.

Barbosa et al., (2000) mencionan, en general, actividades de agua por debajo de
0.8 hacen al alimento muy seguro de un posible problema microbiolégico pero no
se inhiben las reacciones quimicas y bioquimicas, en tanto que con actividades
de agua por debajo de 0.3 los alimentos seran muy seguros en todos los aspectos,

salvo a las reacciones de oxidacion.
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Martinez et al., (1998) menciona. Que los polvos obtenidos por liofilizacion
corresponden a productos deshidratados segun su actividad de agua, ya que
fueron valores inferiores a 0.283. La estabilidad de un producto se puede alcanzar
cuando la Aw se encuentra entre 0.2 y 0.4, que corresponde a la humedad de la

monocapa y se logra la conservacién en condiciones ambientales.

La pulpa liofilizada presenta una actividad de agua 0.4 que se ubica en el rango
indicado por Martinez et al., (1998), que corresponde a la humedad de la mono

capay se logra la conservacion en condiciones ambientales.

4.5. Perfil de temperatura en el proceso de liofilizacion

e Curvade congelacion

A continuacién, se muestra curva de congelacion seguido durante la liofilizacion;
ademas el anexo 4 se muestra los datos de la relacion de tiempo y temperatura

de congelacién y sublimacion de la pulpa de aguaymanto.

Curva de congelacion de la pulpa de aguaymanto
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Figura 18. Curva de congelacion de la pulpa

En la figura 18 se aprecia, a medida que pasa el tiempo la temperatura desciende
donde se inicia el punto de congelacion de la pulpa a -2.9 °C; asi mismo, presenta
una tendencia lineal negativa, la etapa de congelacién completa lleg6 hasta una

temperatura de -36 °C (solidificacion) punto eutéctico. Durante 120 minutos o0 2
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horas, la congelacion fue lenta debido al uso del refrigerante R-134a en el
congelador.

Bautista et al. (2014) observaron. En el fruto de aguaymanto liofilizado sin
cascaras, a medida que pasa el tiempo la temperatura del producto desciende
llegando al punto donde se inicia la congelacion, cercano al 0°C, después de 25
minutos. Luego continda el descenso de temperatura hasta -34°C a partir del cual
la tendencia se hace asintética, lo que indica el fin del congelamiento donde se
alcanza el mayor porcentaje de nucleacion de cristales del agua contenida en el

producto.

El resultado obtenido en cuanto a la curva de congelacién de la pulpa de

aguaymanto fue similares al de Bautista.

Ramirez (2006), mencina “la congelacién de un producto puede tener efectos
dafiinos debido a la concentracion de las sales 0 azucares en la regién intersticial
de la matriz. Si el crecimiento del hielo en la formulacién es relativamente lento,
entonces el ingrediente activo, por ejemplo proteinas, en el fluido intersticial esta
expuesto por largos periodos a una solucion electrolitica concentrada, bajo esas
condiciones, las proteinas se desnaturaliza o se vuelve inservibles para el uso final
pretendido. En las células, la formacién de una solucion de sal concentrada,
causara un incremento de la presion osmoética, el exceso del agua que ingresa a

la célula destruye la membrana”.
e Curvade sublimacién

A continuacion se reporta la curva de sublimacién seguido durante la liofilizacion,

asimismo se observan los datos de dicha curva en anexo 05.
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Curva de Sublimacién de la pulpa de aguaymanto
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Figura 19. Curva de sublimacién de la pulpa

Para la sublimacion a una presion de vacio 0.110 mbar, donde se mantuvo
constante hasta que la sublimacién de la pulpa alcance a una temperatura de 30
°C. También, la temperatura del condensador fue — 85 °C. El tiempo sublimacion
fue de 17 horas. El tiempo total de la liofilizacion durd 19 horas. Asi mismo, se ha
observado que la temperatura de sublimacién de hielo incrementa con el tiempo,
y presenta una pendiente positiva, hasta alcanzar a un constante como se aprecia
en la figura 19. Segun Bautista et al. (2014), En la sublimacion del fruto de
aguaymanto liofilizado sin cascaras, apreciaron también una relacion directa, es
decir a medida que aumenta la temperatura debido al suministro de calor de
sublimacion, también se incrementa la temperatura llegando hasta un maximo de
40°C, a partir del cual la curva tiende a una asintota y cualquier tiempo adicional
ya no modifica la temperatura del producto. El tiempo de liofilizacion fue de 72.5

horas y la temperatura de secado fue de 40° C.

Odette (2012), en su investigacion. Determind un protocolo de liofilizacién para
pulpa de frambuesa cuyo ciclo de congelacién alcanz6 hasta -40 °C en 135 min,
seguido por un ciclo de secado primario a 15 °C durante 1140 min y un secado
secundario a 25 °C durante 120 min, ambas temperaturas de secado se realizaron

bajo una presion programada de 200 mTorr. Cuando en el proceso de liofilizacién
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Orrego (2003), menciona “cuando en el proceso de liofilizacibn comienza el
calentamiento empieza a formarse un frente de sublimacion o interfase entre la
capa seca y la capa congelada de la muestra el cual avanza progresivamente, y,
para un determinado instante, a una temperatura de interfase le corresponde una
determinada presion de saturacion. La transferencia de masa ocurre por la
migracion de vapores a través de la capa seca de la muestra bajo la accion de una
diferencia de presion, esta transferencia es alta cuando la diferencia de presion es

grande”.

Estas variaciones son debido al control de temperatura y programacion de estos

factores en un equipo de liofilizador.
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CONCLUSIONES

La liofilizacién es un método de conservacién, conservan propiedades propias
de la fruta fresca. Sin embargo, este proceso disminuyé moderadamente los
compuestos bioactivos y capacidad antioxidante presentes en la pulpa de
aguaymanto a excepcion de los compuestos fendlicos.

En la pulpa fresca de aguaymanto el contenido de compuestos bioactivos
como el acido ascorbico fue mayor a los reportados por los autores, los
carotenoides (8 — caroteno) estan en el rango o cercanos, y los compuestos
fenolicos fueron cercanos, estas diferencias son debido al estado de madurez
donde esta influye directamente en los contenido de los compuestos

bioactivos.

En la liofilizacién el contenido de acido ascérbico presentd una pérdida de
29.87 porciento, el B — caroteno de 58.29 por ciento y compuestos fendlicos
de 2.24 por ciento respecto a la pulpa fresca, siendo los carotenoides el que
se perdi6 mas en este proceso y el compuesto fenélico tuvo mayor retencion

y el menos influenciado.

En la pulpa fresca la capacidad antioxidante encontrado fue mayor a los

valores reportados por otros autores.

En La liofilizacién se pudo evidenciar una pérdida de 5.02 por ciento de la

capacidad antioxidante con respecto a la pulpa fresca.

En el proceso de la liofilizaciéon sufrieron cambios significativos la humedad,
acidez, solidos solubles y actividad de agua, a excepcion el pH respecto a la
pulpa fresca. Esta pérdida es muy importante para considerar a la liofilizacion
como un proceso de conservacion en el alimento debido a que bajos valores

de actividad de agua inhiben el crecimiento de microorganismos.
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RECOMENDACIONES

Es muy importante el uso de los agentes encapsulantes, para la liofilizacion de
pulpa de aguaymanto (Physalis peruviana L.), ya que estos encapsulan e
incrementan la retencién de dichos compuestos estudiados y capacidad
antioxidante evitando la higroscopicidad de la pulpa, con una actividad de agua

mucho menor.

Realizar a futuro una investigacién estudiando la influencia de la velocidad de
congelacién y de la velocidad de sublimacion de la liofilizaciébn sobre los
compuestos bioactivos y propiedades fisico-quimicos en el aguaymanto

(Physalis peruviana L.).

Realizar un estudio de la densidad de carga para someter a la liofilizacion de
la pulpa de aguaymanto (Physalis peruviana L.).

Complementar la investigacion tomando en cuenta los factores como la
temperatura y presion de vacio que afectan en el proceso de liofilizacion de
pulpa de aguaymanto (Physalis peruviana L.) frente a sus compuestos
bioactivos y su actividad antioxidante.

Después del estudio realizado con la pulpa de Physalis peruviana L. liofilizada,
se recomienda estudiar mas a fondo el proceso de liofilizacion en frutas,
puesto que aparte de la temperatura y la presion de vacio, existen otras

variables que afectan al alimento durante éste proceso.
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Anexo 1. Caracteristicas de materia prima, color externo e interno y

caracteristicas del aguaymanto en diferentes estados de madurez.

Caracteristicas Media Desviacion estandar
Ceniza (%) por 100 g. 0.56 0.06
Proteina (%) por 100 g. 1.06 0.03
indice de madurez 8.18

Pardmetros *Externo *Interno
L 69.49 + 4.48 60.75 + 3.87
a* 12.09 £ 1.38 10.31 £ 0.47
b* 57.39+1.44 44,19 + 1.23
*El analisis fue realizado por triplicado.
°Brix % de indice de madurez
Estado  Externo del fruto minimo  acido °brix/%acido
citrico
Fisiolégicamente desarrollado, 9.4 2.69 35
cero color verde oscuro
uUno Color verde de poco mas claro 114 2.70 4.2
Color verde se manifiesta en las 13.2 2.56 5.2
zonas cercanas al caliz y hacia el
centro del fruto aparecen unas
Dos tonalidades anaranjadas
Color anaranjado claro con visos 14.1 2.34 6.0
Tres verdes hacia la zona del caliz
Cuatro Color anaranjado claro 145 2.03 7.1
Cinco Color anaranjado 14.8 1.83 8.1
Seis Color anaranjado intenso 151 1.68 9.

Fuente: (INCOTEC, 1999)
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Anexo 2. Equipos usados de laboratorio

Estufa Eléctrica
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pH metro digital Thermo cientific Orion

Refractometro ABBE
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Liofilizador marca LABCONCO MODELO 7754040
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Anexo 3. Obtencion de la pulpa frescay pulpa liofilizada de aguaymanto

Seleccion de materia prima

Lavado y Desinfeccién
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Pulpeado

Concentracion de la pulpa
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Liofilizacién de pulpa

Pulpa Liofilizada
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Anexo 4. Relacién de tiempo y temperatura de congelacion de la pulpa

Tiempo (min) Temperatura de la pulpa (°C)
0 19.6
5 14.6
10 9.6
15 4.6
20 -04
25 -2.9
30 -3.6
35 -4.2
40 9
45 -10
50 -15
55 -21
60 -26
65 -29
70 -33
75 -33
80 -33
85 -34
90 -35
95 -36
100 -36
115 -36
110 -36
115 -36
120 -36
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Anexo 5. Relacién de tiempo y temperatura de sublimacion de la pulpa

Tiempo (Horas) Temperatura (°C)
0 -36
0.5 -36
1 -30
1.5 -28
2 -26
3 -24
4 -22
5 -20
6 -14
7 25
8 27
9 28
10 28
11 29
12 29
13 29
14 30
15 30
16 30

=
~
w
o
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Anexo 6. Variables de operacién para la liofilizacion de la pulpa

Variables controladas Valor
Presion de vacio 0.110 mbar
Temperatura del condensador -85 °C
Temperatura del equipo 40 °C

Peso de la muestra

Temperatura de la muestra antes de congelar
Temperatura inicial de congelacién de la pulpa
Diametro de las bandejas

Espesor de las bandejas

Solidos solubles de la muestra (°Brix)

Temperatura de congelacion de la muestras

Temperatura de secado de muestra

Tiempo de secado

150 g de pulpa
19.6 °C
-29°C

30cm x 30 cm
25cm
16 °Brix

-36 °C

30 °C

19 horas
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Anexo 7. Metodologia para cuantificar el acido ascérbico.

Fundamento

La determinacién de acido ascérbico por el método espectrofotométrico, se basa
en reduccion del colorante 2-6 diclorofenolindofenol, por efecto del &cido ascérbico
en solucion. El contenido de acido ascorbico es directamente proporcional a la
capacidad de un extracto de muestra para reducir una solucion estandar de

colorante determinada espectrofometricamente. Methods of assy, 1974)

Procedimiento

=

Se peso 5 g de la pulpa fresca bien homogeneizado.

N

En una solucion de 25 ml acido oxalico al 0.4% se adicioné los 5 gramos de

muestra.

3. Homogeneiz6 por un minuto la mezcla y se centrifugd por un tiempo de 15 min.
a 4000 rpm.

4. Luego se tomo6 una alicuota del sobrenadante del centrifugado y se determiné
L1.

5. En un tubo Il colocd 1 ml del filtrado (muestra) mas 9 ml de agua destilada y
con esta se ajusto a cero la absorbancia.

6. En el tubo IV se coloc6é 1 ml de filtrado (muestra) mas 9 ml de solucion
coloreada y se registré la absorbancia L2 después de 15 minutos.

7. Posteriormente se coloc6é (L1-L2) y se obtuvo la concentracion de éacido

ascorbico a partir de la curva de estandar.

Curva de calibracion para el acido ascorbico

En la siguiente figura se muestra la curva de calibracion de acido ascoérbico.
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Curva de calibracion de acido ascorbico

0.3

0.25

o
N

y = 0.0533x - 0.0137

2=
015 R2 =0.9933

Absorbancia (520 nm)
o
i

0.05

0 1 2 3 4 5 6
mg acido ascérbico / 100 g muestra

Figura 20. Curva de calibracién para el &cido ascorbico

Célculo de la concentracién de acido ascorbico

e Parala pulpafresca

Para la pulpa fresca de aguaymanto se tuvo en cuenta la concentracion teérica de
la pulpa (26.00 mg/ 100 g de pulpa); es por ello necesitamos diluir la muestra; ya
gue la ecuacion de la curva que se realizé esta en un rango de concentracion 1
mg/100 mL- 5 mg/ 100 mL. Para hallar el volumen de muestra a diluirse se aplicé

la siguiente formula.
1V =GV,

En la aplicacion de esta ecuacién se tiene por objetivo calcular el V; que se tiene
gue extraer la pulpa fresca, para que sea diluido en una fiola de 100 mL (V;)
suponiendo que la pulpa fresca tiene 26.00 mg de acido ascorbico (C;) y el (C,)
es la concentracion de la curva que se le da a 3 mg/ 100 m. es asi aplicando todo
esto podemos hallar el V; ; donde indica la cantidad de zumo que se tiene que

extraer.

Para hallar el verdadero valor de concentracion de acido ascoérbico de la muestra

se tiene en cuenta el factor de dilucién; que es:

Fd = volumen de la fiola (50 ml)
~ volumende la uestra (V1)

84



e Parala pulpa liofilizada

Se peso la bandeja de liofilizador y la muestra; antes de ingresar al proceso de
liofilizacién.

Luego pasado el proceso se pesa nuevamente, la pérdida de peso el agua que se
ha eliminado en el proceso de liofilizacion; es asi que tiene que agregarle que se
ha eliminado; volviéndola a su estado natural (rehidratacién) de la pulpa (antes de
ingresar al proceso de secado por liofilizacién) para poder analizar la
concentraciéon de acido ascérbico, compuestos fendlicos totales, carotenoides
totales (B-carotenos) y capacidad antioxidante. Es asi que se pudo realizar la
cuantificacién de acido ascérbico, compuestos fendlicos totales, carotenoides
totales (B-carotenos) y capacidad antioxidante en la pulpa liofilizada de

aguaymanto, y encontrar la influencia del proceso.

En la siguiente figura se observa la cuantificacién del acido ascorbico.

Figura 21. Cuantificacion de acido ascorbico
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Anexo 8. Metodologia para cuantificar los carotenoides totales (B-caroteno)

en la pulpafrescay liofilizada.

Fundamento

Los carotenoides totales se determinan espectrofotométricamente usando una

curva de calibracion de [B-caroteno. Las concentraciones calculadas por este

método se reportan en (ug/g) del total de carotenoides en frutas.

Preparacion

1.

10.

En condiciones oscuras se afiadi6 dentro un matraz con tapa,
aproximadamente 2 g de muestra y sele adicioné 20 ml de una solucion de
acetona: etanol (1:1) que contenga 20 mg/ BHT (Butilhidroxitolueno).
Esta mezcla se homogeneiz6 hasta obtener una consistencia uniforme.
Se lavo el remanente del homogeneizador con menor cantidad posible del
solvente.
Se filtr6 el homogeneizado atreves de papel whatman #4, lavando con el
solvente (acetona: alcohol) hasta que no se observe mas cambio en el color.
Se evita exceder un volumen de 100 ml.
Se trasfirié la solucion a una fiola de 100 ml y se afiadi6 solvente hasta obtener
un volumen total de 100 ml. Luego se transfirié la solucién a una pera de
decantacién, que tenga la capacidad minima de 150 ml.
Seguidamente se afiadi6 50 ml de hexano a la mezcla y se agité
vigorosamente y se dejo la solucion en reposo por 20 min hasta que ocurre
una separacion.
Luego se afadio 25 ml de agua nano pura y se mezclé la solucién y se dejo la
solucién en reposo hasta una separacion de fases.
Se llevé el espectrofotometro a cero usando hexano como estandar.
Se colocé un alicuota de la solucion de carotenoides que es la que se
encuentra encima de la solucién (fase hexano) en una cubeta de vidrio, la cual
se llevo a espectrofotometro a una lectura de 470 nm.
Posteriormente se calcul6 la concentracion de carotenoides usando la curva
de estandar y la siguiente ecuacion.

Y =0.0048 x

Donde:

Y: Absorbancia a 470 nm.
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El contenido de carotenoides totales se expresa en mg de -caroteno/100 g y

se calcula mediante la ecuacion.

En la siguiente figura se observa la cuantificacion de carotenoides totales (B-

caroteno)

Figura 22. Cuantificacién de carotenoides totales
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Anexo 9. Metodologia para cuantificar los compuestos fenélicos en la pulpa

frescay liofilizada.
Fundamento

Los polifenoles se destacan por su amplia disponibilidad en la naturaleza y su
elevada capacidad antioxidante, por lo que el potencial beneficio para la salud de
los alimentos de origen vegetal esté relacionado con su contenido en compuestos

fenolicos.

El ensayo Folin-Ciocalteu, ha estado utilizado durante muchos afios, como medida
del contenido en compuestos fendlicos totales en productos naturales. Aun asi, el
mecanismo basico es una reaccién redox, por lo que se puede considerar, como

otro método de medida de la actividad antioxidante total.
Procedimiento

Se us6 el método recomendado por Swain y Hills (1959). Este método se basa en
la reaccién de oxidacién que ocurre entre los compuestos fendlicos y el reactivo
Folin-Ciocalteu. La intensidad de color formado es proporcional al contenido de
compuestos fendlicos totales presentes en la muestra analizada. El procedimiento

es el siguiente:

1. Sepes65gdepulpaylgde pulpa liofilizada y se licué con 200 m de Metanol
dentro de un tubo falcén.

2. Posteriormente se mezclé en un homogeneizador a alta velocidad hasta una
consistencia uniforme (0.5 a 1 min.).
Luego se dejé macerar a 20 a 74 horas a 4° C.
Transcurrido ese tiempo se centrifugé 29000 G o 14500 rpm por 15 min.
Con un micro pipeta se tomé 0.5 ml de la muestra (sobrenadante claro) y se
adicion6 8 ml de agua nano pura en un tubo y se centrifugé. A la vez se preparé
el blanco 0.5 ml de metanol.

6. Se afadi6 0.5 ml del reactivo Folin-Ciocalteu 0.25, se mezcla y dejar
reaccionar por 3 min.

7. Pasado tiempo se afiadié 1 ml de carbonato de Sodio 1 N con una micropipeta,
se dejo reaccionar por 1 hora.

8. Se centrifugd por 15 min. A 29000 G o 14500 RPM.

9. Se llevo el espectrofotébmetro a cero con una solucion en blanco de metanol.
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10. Se coloc6 una alicuota del sobrenadante en una cubeta de vidrio y se lleva a
espectrofotdmetro a una lectura de 725 nm.
11. El contenido de compuestos fendlicos totales se expresé como mg de Acido
Galico Equi./100g de peso basado en la curva estandar realizado.
Y =34,351X 40,0477
Donde:
Y: mg é&cido galico / g de muestra
X: Absorbancia de la muestra (725 nm)

En la siguiente figura se observa la cuantificacion de compuestos fendlicos totales.

Figura 23. Cuantificacion de compuestos fendlicos totales

89



Anexo 10. Metodologia para determinar la capacidad antioxidante con el
reactivo ABTS.

Fundamento

Método recomendado por Arnao (2001) y adaptado por thaipong et al. (2006) tiene
como fundamento la decoloracién del radical catibn (ABTS+) que se produce por
la reaccion de ABTS (2,2 acido azinobis- 3-etil-benzotiazolin-6-sulfonico) con
presulfato de potasio formado por un radical de color verde intenso, el cual es
decolorado en presencia de compuestos antioxidantes.

Procedimiento

Se colocaron 3 g de pulpa fresca y 1 g de pulpa liofilizada se afadié 25 ml de
metanol.
Se mezclé con un homogeneizador, se almacené 12 — 24 horas a 3 — 4° C.
Se centrifugé el homogeneizado por 20 minutos a 15000 RPM.
El sobrenadante se extrajo con una pipeta y se colocé en tubos con tapas
herméticos de 10 ml de capacidad. Este extracto sirve para medir la capacidad
antioxidante hidrofilica.
Luego se llevo el espectrofotometro a cero con metanol.
Se aseguré una absorbancia inicial a 734 nm de solucién diluida de ABTS que
puede estar alrededor de 1.1+0.02.
Con una micro pipeta se afiadié una alicuota de 150 uL de la muestra (puede
ser fase acuosa u organica) con 2850 pL de la solucién diluida de ABTS de un
vial de plastico limpio, se corrié un blanco con 150 uL de solvente puro (de
acuerdo a la solucién de extraccion) hasta obtener un factor de correccion.
Posteriormente se calcula la disminucion de la absorbancia debido a los
antioxidantes como sigue:

AABTS = ABTS; — (A734)Muestra

Donde:
AABTS Es la disminucion de la absorbancia debido solo al antioxidante.

ABTS, Es la absorbancia del ABTS debido al efecto de la dilucion con 150 pL. de
solvente (este valor es cerca de 0.58 cuando la medida es a 515 nm. Luego se
estimd la actividad antioxidante como equivalente de Trolox usando la respectiva
curva de estandar.

90



Trolox Eq.= (a+bX)*(0.25) (ml extracto total / g muestra) (150 pL de muestra

reactante / pL extracto de la muestra).

Trolox Eq.= ug Equivalete de Trolox / g tejido.

a.

0,25 es usado para expresar Trolox en unidades g es obtenido a
partir de proceso molecular del Trolox. Por ejemplo 0.25 ug de
Trolox = 1 micromolar de Trolox.

El termino de 150 pL. de muestra reactante / pL. extracto de
muestra, es el factor de dilucion.

El termino extracto total se refiere a los ml del solvente + ml de la
muestra (donde, 1 g de muestra = 1 ml de muestra, asuma
densidad 1).

El término a + bX viene de la curva de estandar. La curva puede

también ser expresada como bX.

Y =1,2816 X + 0,003

Ecuacion de la curva para la pulpa de aguaymanto

Figura 24. Capacidad antioxidante
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Anexo 11. Distribucién de probabilidad para los compuestos bioactivos en

la pulpafrescay pulpa liofilizada de aguaymanto (Physalis peruviana).

Grafica de distribucion
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Anexo 12. Comparacion de pareja de medias de pulpa fresca y pulpa
liofilizada en el contenido de &cido ascorbico

a. Método TUKEY

Fcal =58.15 > F (o,05,1,4) = 7.71; se rechaza la hipdtesis nula y se acepta la hipétesis
alternante. Concluyendo que existe diferencias significativas entre el contenido
entre las medias de &cido ascoérbico en pulpa fresca y la pulpa liofilizada con un
nivel de confianza 95 %.

Ho: iy = Ur
Hy:pri # Uro

Son necesarios los promedios de los dos tratamientos (pulpa fresca y pulpa

liofilizada)
XPulpafresca = 18232 y XPulpaliofilizada = 127.93

Para determinar el valor critico de Tukey, se requiere la siguiente expresion

CMj

Ty = qo(k, N — k)

4

Donde:
CMg: Es el cuadrado medio error.

n: Es el nUmero de observaciones por cada tratamiento en este caso la pulpa

fresca y liofilizada.
k: Es el nimero de tratamientos.
N — k: Grados de libertad para el error.

a: Es el nivel de significancia prefijado y el estadistico q,(k, N — k) son puntos

porcentuales.
Realizando los calculos
Datos:

CMgp =763132;n=3; k=2, N—-k=4 ya=0.05
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76.3132
T = qo.05(2,4) — 3

qo.0s(2,4) Se tomd la informacién pertinente de las tablas de rango estandarizado
dadas en el apéndice A tabla A4 del libro Gutiérrez Pulido (2008) para a = 0.05,

se obtiene qq 05(2,4) = 3.93 de manera que el valor critico es:

76.3132
T, =393 |—5—

T, = 19.82

En consecuencia la diferencia significativa entre la pulpa fresca y pulpa liofilizada

se declara significativamente a menos que Xpyipa fresca — Xpuipa liofilizada
XPulpafresca - XPulpa liofilizada = 182.32 — 127.930 = 54.93
54.31 > 19.82 SIGNIFICATIVO

Se concluye que los tratamientos de pulpa fresca y tratamiento de pulpa liofilizada

frente al &cido ascorbico son significativamente diferentes.

b. Graficas
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Anexo 13. Comparacion de pareja de medias de pulpa fresca y pulpa

liofilizada en el contenido de carotenoides totales.
a. Método TUKEY

Fcal = 156.97 > F (095 14) = 7.71; se rechaza la hipotesis nula y se acepta la

hipétesis alternante.

Concluyendo que existe diferencias significativas entre el contenido entre las
medias de carotenoides totales en pulpa fresca y la pulpa liofilizada con un nivel
de confianza 95 %.

Ho:pr1 = pir2

Hyp:pury # Uro

Los promedios de los dos tratamientos (pulpa fresca y pulpa liofilizada)
Xpuipa fresca = 1417 Y Xpupa tiofitizaza = 591

Para determinar el valor critico de Tukey, se requiere la siguiente expresion
Realizando los céalculos

Datos

CMy =0652,n=3,k=2,N—k=4 ya=0.05

0.652
3

Ty = qo.05(2/4)

qo.05(2,4) Se tomo la informacion pertinente de las tablas de rango estandarizado
dadas en el apéndice del libro Gutiérrez Pulido (2008) para a = 0.05, se obtiene

qo.05(2,4) = 3.93 de manera que el valor critico es:

0.652
T, =393 |-
T, = 1.832

En consecuencia la diferencia significativa entre la pulpa fresca y pulpa liofilizada

se declara significativamente a menos que )'(Pulpa Fresca — Xpulpa liofilizada

XPulpa fresca — XPulpa liofilizada = 1417 — 591 = 8.26
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8.26 > 1.832 SIGNIFICATIVO

Se concluye que los tratamientos de pulpa fresca y pulpa liofilizada frente a los

carotenoides totales son significativamente diferentes.

b. Graficas
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Anexo 14. Comparacion de pareja de medias de pulpa fresca y pulpa

liofilizada en el contenido de compuestos fendlicos.
a. Método TUKEY

Fcal = 28.6622< F (095 14) = 7,71; se acepta la hipotesis nula y se rechaza la

hipétesis alternante.

Concluyendo que no existe diferencias significativas entre el contenido entre las
medias compuestos fendlicos totales en pulpa fresca y la pulpa liofilizada con un
nivel de confianza 95 %.

Ho:pr1 = pir2

Hyp:pury # Uro

Los promedios de los dos tratamientos (pulpa fresca y pulpa liofilizada)
Xputpa fresca = 22870 Y Xpuipa tiofitizaza = 223.44

Para determinar el valor critico de Tukey, se requiere la siguiente expresion
Realizando los céalculos

Datos:

CMgp =286622,n=3,k=2,N—-k=4 ya=0.05

28.6622
T = qo.05(2,4) — 3

qo.05(2,4) Se tomo la informacion pertinente de las tablas de rango estandarizado
dadas en el apéndice del libro Gutiérrez Pulido (2008) para a = 0.05, se obtiene

qo.05(2,4) = 3.93 de manera que el valor critico es:

28.6622
T, =393 |—5—

T, = 12.14

En consecuencia la diferencia significativa entre la pulpa fresca y pulpa liofilizada

se declara significativamente a menos que )'(Pulpa Fresca — Xpulpa liofilizada

XPulpa fresca — XPulpa liofilizada — 228.70 — 223.44 = 5.26
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5.26 < 12.14 NO SIGNIFICATIVO

Se concluye que los tratamientos de pulpa fresca y pulpa liofilizada frente a los

compuestos fendlicos totales no son significativamente diferentes.

b. Graficas
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Anexo 15. Comparacion de pareja de medias de pulpa fresca y pulpa

liofilizada en la capacidad antioxidante.
a. Método TUKEY

Fcal =8.92 > F (0.95,14) = 7.71; se rechaza la hipétesis nula y se acepta la hipétesis

alternante.

Concluyendo que existe diferencias significativas entre el contenido entre las
medias compuestos fendlicos totales en pulpa fresca y la pulpa liofilizada con un
nivel de confianza 95 %.

Ho:pr1 = pir2

Hyp:pury # Uro

Los promedios de los dos tratamientos (pulpa fresca y pulpa liofilizada)
Xpuipa fresca = 5879.57 Y Xpuipa tiofitizada = 5581.81

Para determinar el valor critico de Tukey, se requiere la siguiente expresion

Realizando los calculos
Datos

CMp =149104 ,n=3,k=2,N—-k=4 ya=0.05

14910.4
T = qo.05(2,4) — 3

qo.05(2,4) Se tomo la informacién pertinente de las tablas de rango estandarizado
dadas en el apéndice del libro Gutiérrez Pulido (2008) para a = 0.05, se obtiene

qo.05(2,4) = 3.93 de manera que el valor critico es:

f1491o.4
T =393 |—5—

T, = 277.06

En consecuencia la diferencia significativa entre la pulpa fresca y pulpa liofilizada

se declara significativamente a menos que )'(Pulpa Fresca — Xpulpa liofilizada
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XPulpa fresca — XPulpa liofilizada = 5879.57 — 5581.81 = 297.76
297.76 > 277.06 SIGNIFICATIVO

Se concluye que los tratamientos de pulpa fresca y pulpa liofilizada frente a los

compuestos fendlicos totales son significativamente diferentes.

b. Graficas
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Anexo 16. Resumen del andlisis estadistico de los compuestos bioactivos y

capacidad antioxidante

En consecuencia, la diferencia entre la pulpa fresca y pulpa liofilizada con respecto
a las medias, del acido ascorbico se declarara significativo estadisticamente,  —
caroteno se declarardq estadisticamente significativo, compuestos fendlico se
declararé estadisticamente no significativo y capacidad antioxidante se declarara
significativo.

Compuestos Diferencia Diferencia Limite Limite  Significancia

Acido ascérbico  Xpr —Xp,  18232—12793 5493 >  19.82

Significativo
Carotenos Xpr — Xp,, 14.17 — 591 8.26 > 1.83
totales Significativo
Compuestos
fenélicos Xor — XL, 228.70 — 223.44 5.26 < 1214 No
significativo
Capacidad
antioxidante Xpr —Xp, 5879.57 —5581.81 297.76 > 277.06  Significativo
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Anexo 17. Calculos de energia

El proceso de congelacion tiene una gran influencia en las propiedades térmicas
del alimento. Asi como el agua dentro del alimento cambia de liquido a sélido, la
conductividad térmica, el calor especifico y la densidad del alimento cambian
gradualmente, a medida que decrece la temperatura. Estas propiedades fueron
calculadas mediante la ecuacion de Chow and Okos (1986) que se basa en la

composicion del alimento, las mismas que se muestran en la siguiente tabla.

Propiedades Valor

Calor especifico del producto antes de congelar
3.663 kJ/Kg °C
(Cpno congeldo)

Calor especifico del producto congelado (Cp pielo) 1.784 kJ/Kg °C

Densidad (p) 938.44 Kg/m?

Conductividad térmica (k) 0.482 W/m °C

Liofilizador LABCONCO
Modelo: 7754040

Sistema de refrigeracion: 1hp
Calentador: 1000 Watts

Refrigerante para el congelador:
R-134a

Tiempo de liofilizacion: 19 horas
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1. calorretirado en el enfriamiento
q =mC,(T; — T)

Leyenda

q: Flujo calor retirado en el enfriamiento (W)

C,: Calor especifico de pulpa antes de congelar (3.663 kJ/Kg °C)

T;: Temperatura de la muestra antes de congelar (19.6)

T.: Temperatura de inicio de congelacién (-2.9 °C)

m: Flujo méasico del producto (0.045 Kg/h)
Masa del producto a liofilizar fue de 150 g por bandeja, el liofilizador tiene 3
bandejas entonces la masa total de pulpa es 450 g equivalente 0.450 kg por

tiempo de secado 19 horas, entonces el flujo masico es 0.024Kg/h
q= 0.024% * 3.663 E—; °C (19.6 °C — (—2.9°C))

— K, 1h _
q1—1.978h*605—

32.971 (W)
Es el calor retirado en el enfriamiento de la pulpa

2. Flujo de calor generado del alimento

30cm

j
iy
I

El espesor de capa seca que se considera es: 0.5 cm

25cm A

k
q=E(Ts_Tf)
Leyenda

q: Flujo especifico del calor (W)
k: Conductividad térmica del solido (W/m °C)
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AL: Espesor de capa seca (0.0025 m)
Ts: Temperatura de capa seca (°C)
T;: Temperatura del plano de sublimacion o capa congelada (°C)
Datos
k =0.482 W/m 2C
AL = 0.0025m
T, = 30 °C
Tr = —36 °C

0.482w9C
m
0.0025m

q= (30°C — (—36°C))
q, = 12724.8W

3. Flujo de calor en el placa en el interior de liofilizador
q=hA(T, - Ty)

q: Flujo especifico del calor (W)

h: Coeficiente convectivo del aire forzado en el interior del liofilizador

(suponiendo 100 W/m °K)
Ts: Temperatura de interior del equipo (30 °C)
T.: Temperatura de las placas (40 °C)

A: Area del material acrilico (0.126 m?)

w
q = 100 —— * (196.126 m?) (40 — 30)
q= 100 mZVOK % (196.126 m?) (283.15 °K)

gz = 3567.69 W

4. Flujo de calor en la puerta acrilica del equipo

kA

q=E(Tf_Ta)

Leyenda

q: Flujo especifico del calor (W)

k: Conductividad térmica del material acrilica (0.18 W/m °K)

104



x: Espesor del material (0.00048 m)
T;: Temperatura de interior del equipo (40 °C)
T,. Temperatura del ambiente (25 °C)

A: Area del material acrilico (0.126 m?)

0.18%WeK x 0.126 m?2
m
0.00048 m

Qs = 13615.09 W

q= (40 °C — 25 °C)

5. Flujo de calor la pared de liofilizador compuesta por acero inoxidable mas
aislante térmico poliuretano

T, —T,
1% %
Alkl AZkZ

T;: Temperatura de la placa (40 °C)

T,: Temperatura del ambiente (25 °C)

k;: Conductividad del acero inoxidable (54%)

k,: Conductividad de aislante térmico poliuretano (0.023 %)

A,: Area del acero inoxidable (0.135 m?)
A,: Area del aislante térmico poliuretano (1.07 * 10~* m?)
x1: Espesor del acero inoxidable 0.00194 m

X,: Espesor de aislante térmico poliuretano 0.001 m

~ (40 — 25) °C
9= 770.00194 m 0.001 m
w W
0.135m2 * 54 —x—  1.07 * 104 m?2 * 0.023 —sr
m °K m °K
~ 288.15 °K
9= 7"0.00194m 0.001m
w W
0.135m2 * 54 —a—  1.07 * 10~ m2 * 0.023 ——
m °K m °K
q=0.709 W * 5
Qs = 3.546 W

Calculando el calor total

Qrotal =d1+ 92+ q3 +q4 + Qs
Qrotal = —32.97 (W) + 12724.8 (W) + 3567.69 (W) + 13615.09 (W) + 3.546 (W)
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QTotal = 26667.156 W * 0.0034048%

Potencia
P =90.796 hp
Potencia del calentador P = 1hp
Protal = 90.796 hp + 1hp
Protal = 91.796 hp

Pulpa seca obtenida: 60.46 g por corrida

r-t
Leyenda

P: Potencia

E: Energia

t: Tiempo

E =91.796 hp * 0.746 KWatts/1hp * 19 horas

E =1300.07 Kw *x h

Suponiendo el costo de energia por 1Kw h es: S/ 0.50
1kW * h —  s/050

1300.07Kw+*h —» X

X = 650.01 Soles

Entonces el tiempo de liofilizacion fue 19 horas y la cantidad de energia gastado
es 1300.07 Kw+h en soles es 650.01 Soles por Bach para secar 60. 46

gramos de pulpa de aguaymanto.
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Anexo 18. Matriz de consistencia

PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES INDICADORES VALORES INSTRUMENTO
GENERALES
General
Determinar el efecto de liofilizacién sobre Acido ascorbico mg acido ascorbico/100 g
los compuestos bioactivos y capacidad
antioxidante en la pulpa de aguaymanto Compuestos
(Physalis peruviana L.). bioe?ctivos Carotenos totales mg de B-caroteno/100g)
Espectrofotometria
Especificos Compuestos
e Cuantificar acido ascorbico, - fen%licos mg acido galico/100 g.
caroteno y compuestos fendlicos en e .
¢Cuédl es el efecto de la pulpa fresca de aguaymanto L? tlloflllzam.on.f t|$ne c idad Capacidad
liofilizacion sobre los (Physis peruviana L). goebcreo los :(;%"stt“ég anftjligiiiilaﬁte Antioxidante ug eq. trolox/g
compuestos bioactivos y | e  Cuantificar &cido ascorbico, f- bioactivos capaci dad ABTS
capacidad antioxidante caroteno y compuestos fendlicos en o y cap
presentes en la pulpa de la pulpa liofilizada de aguaymanto ant|OX||dante [I)resentgs Humedad (%) Estufa
Aguaymanto (Physalis (Physalis peruviana L.). en a " pu pF?h I'e
Peruviana L)? e Determinar la capacidad aguaymanto  (Physalis Acidez (% de acidez) Por titulaciéon

antioxidante en la pulpa fresca
aguaymanto (Physalis peruviana L.).

e Determinar la capacidad
antioxidante en la pulpa liofilizada
aguaymanto (Physalis peruviana L.).

e Determinar las propiedades fisico-
quimicos de la pulpa fresca y
liofilizada de aguaymanto (Physalis
peruviana L.).

peruviana L.).

propiedades
Fisico-
guimicos

Solidos solubles

(°Brix)

Refractémetro

pH

Adimensional

Potenciometro

Actividad de agua
(Aw)

Adimensional

Equipo analizador
HYDROLAB
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