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RESUMEN

La Polifenoloxidasa PFO, es una de las enzimas més estudiadas en la industria de los
alimentos debido a que es la responsable de las reacciones de pardeamiento enzimdtico en
frutas y verduras. Una de las razones pof las cuales es importante su estudio es porque
- comercialmente es indeseable, ya que modifica las propiedades sensoriales, nutricionales y

en general de calidad que perjudica la comercializacién de un producto.

El objetivo principal de esta investigacién fue determinar las condiciones 6ptimas de la
concentracion de acido ascorbico, temperatura y tiempo del tratamiento térmico adecuadas
para inactivar la enzima polifenoloxidasa en jugo de cafia, aplicando la metodologia de

superficie de respuesta.

Para cumplir con el objetivo propuesto, primero se extrajo el jugo de cafia para serA
caracterizado en cuaﬁto a grados brix, pH y aiﬁcarcs reductores, encontrdndose dentro de
" los parémetr'os de calidad del jugo de cafia. Luego de ser caracterizado se aplicaron los
tratamientos de acuerdo al disefio experimental de Box Behnken. Inicialmente se agrego
4cido ascérbico en concentraciones de 0,1;‘ 0,15 y 0,2%, luego se apiicc’) tratamiento
térmico a temperéturas de 70,80y 90°C por un tiempo 2,4y 6 minutos; ademas de los

tratamientos mencionados se conto con un tratamiento control:

Después de aplicados los tratamientos se extrajo la enzima Polifenoloxidasa (PFO) del
jugd de cafia y ée detenniﬁé_ su nivel de inactivacion. Mediante la aplicacion de
metodologia de superficie de respuesta se obtuvo que el tratamiento 6ptimo siendo aquel
cuya concentracién es de 0,17% de acido ascorbico a una temperatura de 86,8°C por 4,15
minutos, este tratamiento es capaz de conseguir un 95,6% de inactivacién de la

polifenoloxidasa.



Asf mismo se aplicé la prueba sensorial para determinar el grado de satisfaccién del jugo
de cafia del tratamiento optimizado en comparacién con el jugo sin tratamiento
encontrandose que el jugo de céﬁa'sometido a tratamiento 6pﬁmo presenta una mejor
caliﬁcac‘ién‘ en relacion a las caracteristicas de color y aceptabilidad general (me agrada

mucho).



ABSTRACT

Polyphenoloxidase PFO, is one of the most studied enzymes in the food industry because it
is responsible for enzymatic browning reactions in fruits and vegetables. One of the
changes the sensory properties, nutritional quality and generally harms the marketing of a
product. .

‘The main. objective of this research was to.determine the-optimal - conditions for ascorbic-
acid concentration, temperature and time appropriate heat treatment to inactivate the

enzyme polyphenoloxidase .cane juice, using the response surface methodology.

‘To- meet the objective, first extracted cane-juice-to-be-characterized in terms of degrees
brix, pH and reducing sugars, being within the quality parameters of sugarcane juice. Afier
being characterized treatments were applied according to the Box Behnken experimental
design. Initially ascorbic acid was added in concentrations of 0.1, 0.15 and 0.2%, after heat
treatment was applied at temperatures of 70, 80 and 90 °C for a while 2, 4 and 6 miniites,
in addition to the freatments mentioned, it had a control treatment.

After the treatments applied enzyme was extracted polyphenoloxidase (PFO) sugar cane
juice and determined their level of inactivation. Through the application of response
surface methodology was obtained that the optimal treatment being the one whose
concentration is 0.17% ascorbic acid at a temperature of 86.8 © C for 4.15 minutes, this

treatment is able to get a 95.6% inactivation of polyphenoloxidase.

Also sensory test was used to determine the degree of satisfaction cane juice optimized
treatment compared with untreated juice was found that canejuice under optimal treatment
has a better score in relation to the color characteristics and acceptability general (pleases

me very much).



I. INTRODUCCION

El jugo de cafia es una bebida que se consume de forma natural, es muy apreciada por
sus propiedades energéticas y refrescantes. Sin embargo sdlo se encuentra disponible en las
cercanias de las zonas cafieras en carreteras o mercados en donde se obtlene el jugo de

manera artesanal

El jugo después de ser extraido, debe ser consumido de inmediato debido al rapido
paldeamlento ermmatlco Este pardeam1ento dificulta la ploduccmn del jugo de cafia y

condiciona el proceso de obtenc1on envasado y comercializacion.

El pardeamiento enzimético es el principal problema para la industria de alimentos
~debido a los cambios qlie causa en la apariencia y propiedades organolépticas de frutas y

vegetales reduciendo el grado de acepfacién del producto ( Millan y Roa, 2001).

El pardeamiento enzimético es causado por la accién de la enzima polifenoloxidasa.
Esta enzima al ocurrir la ruptura de las células se pone‘en, contacto con los sustratos - |
fendlicos y en presencia de oxigeno inicia la reaccién que conduce a la formacion de
‘quinonas, las Que' reaccionan entre si con otros compuestos formando melaninas, que son

complejos macromoleculares de color oscuro (Villegas et. al, 2006).

La actividad de la enzima pohfenolox1dasa presente en frutas y vegetales puede ser
inhibida por calentamiento o por remocién de alguno de sus componentes necesarios tales
como: el oxigeno, Cu** o sustrato. Los agentes reductores,. antioxidantes e inhibidores -
enzimaticos, previehen el pardeamiento reduciendo quimicamente las ortoquinonas a
difenoles coloreados inhibiendo la actividad de la enzima por disminucion del pH 0

quelando el Cu?* en el alimento (Gasull y Becerra, 2006).



De los métodos existentes para la inactivacion de la enzima polifenoloxidasa, el
tratamiento térmico y uso de aditivos son los que s emplean mds, sin embargo presentan
inconvenientes ya que la aplicacion de calor y adicion de aditivos produce cambios

indeseables en [as caracteristicas sensoriales del alimento (Schmidt y Pennacchioti, 2001).

La metodologia de superficie de respuesta, es una metodologia experimental y de
modelacién que permite encontrar condiciones de operacion dptimas de un proceso para
mejorar la calidad de un producto. La metodologia de superficie de respuesta consiste en

tres palabras claves: disefio, modelo y optimizacién (Glitiérrez y De La Vara, 2008). |

- El objetivolprincipa] de este trabajo de investigacion fue determinar las condiciones
_éptimas de la coﬂcent_racién de 4cido ascorbico, temperatura y tiempo del tr”at'amiento.
térmico adecuadas para inactivar la enzima poiifenoloxidasa en jugo de cafia a través de la
aplicacion de la fnetodologia de superficie de respuesta, para lo cual se plantearon como -

objetivos especificos:

- Evaluar el efecto.del dcido ascérbico, tiempo vy temperatura en la inactivacién de la

polifenoloxidasa en jugo de cafia.

- Determinar los pardmetros éptimos de concentracion de 4cido ascérbico, temperatura y
tiempo para inactivar la polifenoloxidasa en jugo de cafia mediante la metodologia de

superficie de respuesta.

- Evaluar sensorialmente el sabor, color v la aceptabilidad general del jugo de cafia del

tratamiento ptimeo de inactivacién enzimatica.



IL. REVISION DE LITERATURA

2.1 LA CANA DE AZUCAR
2.1.1 Generalidades -

- La cafia de azicar en el Pert se cultiva en la costa, selva y valles interandinos. Sin
embargo, es en la costa donde se localiza la mayor drea sembrada, debido a que presenta
condiciones climaticas y edaficas Unicas, que permite sembrar y cosechar durante todo el

" afio, y obtener rendimientos excepcionales (Che, -1990).

La cafia de azficar es una hierba gigante que peﬂenccé al género Saccharum. Las
cafias llamadas nobles o nativas; que han sido todas las cafias cultivadas en las regiones
‘tropicales y semitropicales del mundo, hasta la introduccién de las variedades nacidas de
semillas, pertenecen todas a la misma especie: Saccham_[m officinarum. ‘La-sf amplias
variaciones en el tamafio, color y aspecto son resultado de las diversas condiciones de

terreno, clima y métodos de cultivo (Spencer, 1967).

“2.1.2 Clasiﬁcac_iéh Botanica de la Caiia de Azicar

Segun Castillo (2001), la clasificacion taxonomica de la cafia de azlicar es la
siguiente: ‘ : - ‘ ‘

Division ~  : Fanerégamas

Sub Divisién  : Angiospermas

Clase . Monocotiledéneas

Orden . Glumales’
-Familia - : Gramineas

Tribu : Andropogeneas
“Subtribu - : Sacarineae



Género - : Saccharum

Especies - : S. Ofﬁcinarum, S. Barberi, S. Sinense.

2.1.3 Constituyentes de la Caiia de Azacar

El tronco de la cafia de a.‘zﬁcar estd compuesto por una parte‘ s6lida llamada fibra y
una péu“te liquida, el jugo, que contiene agua .y sacarosa. En ambas partes también se
encuentran otras sustancias en cantidades muy pequefias. Las proporciones de los
componentés varian de acuerdo con la variedad (familia) de la cafia, edad, madurez, clima,
suélo, método de cultivo, abonos; liuvias, riegos, etc. Sin embargo, los valores de
referencia general son: agua de 73 a 76 %; sacarosa de 8 al5 % y fibra de 11 a16 % (Che, |
1990). ' | | '

2.1.4 Materiaero Azﬁcares Colorantes Presentes en la Caiia de Azucar
2.1.4.1 Polifenoles’

Los polifenoles presentes en la cafia de azicar sbn de- gran iI‘Vltel‘éS‘ porque
reaccionan pdrticulérmente con el hien‘d y el oxigeno y forman compuestos de colores
0SCUrOS; .e‘sto_s polifenoies incluyen al tanino, derivado del 4cido proto-catético, hidréfilos
fenélicos de la antocianina de la corteza de la cafia, y la sacaretina de la fibra de cafia.
‘Todos estos polifenoles se oscurecen en contacto con el aire'y las soluciones alcalinas

~formando compuestos de colores oscuros con el i6n férrico (Pedrosa, 1975).

2.1.4.2C0mpﬁestos de Aminas ‘

En el jugo de cafia existe pocas centésimas dé.porcentaje de nitrégeno la mitad es
en forma de amoniaco y el resto como aminodcidos y' amidas. Entre los aminoécidos
encontrados se tiene a glicina, vélina y leucina; estos compuestos son de importancia,
porque reaccionan con pequefias cantidades de aZﬁCar’es reductores, formando conipuestos

coloreados (Pedrosa, 1975).

2.2 JUGO DE CANA
Segin NTP 207.001:2005, define el jugo de cafia a la fase liquida que se extrae de la

cafia de azicar (INDECOPI, 2005).



El jugo de cafia tjene ﬁn grado Brix de 10 a 18, un pH de 5,0 é 5,6, abundantes sales .
orgénicas e inorgénicas, aminoé4cidos y otros nutrientes; El conocimiento de la
composicion del jugo y la comprension de “sus propiédades quimicas de sus componentes,
s‘on esenciales para el contfol y mejoramiento efectivo de los procesos de su extraccion a
partir de la cafia de aztcar (Spencer, 1967). En el Cuadro 1 se presenta la composwlon

quimica del jugo de cafia, segun Pedrosa (1975).

2.3 LAS POLIFENOLOXIDASAS (PFO)

Las enzimas denominadas genéricamente polifenoloxidasas (PFO) han sido sujeto de
investigacion desde la década de los 50 con la finalidad de caracterizarlas y evitar su

actividad, beneficiando asi la presentacic’m de los productos (Davila et al., 2007).

Las polifenoloxidasas (PFO) son enzimas ubicuas en plantas que catalizan la reaccién
dependiente de oxigeno que t1asfonna o_difenoles en o_quinonas. Estas quinonas son
- especies muy reactivas capaces de modificar covalentemente un ampho abanico de
especies nucleoﬁlas del interior de las células que conduce a la formacién de pohmeros
marrones 0 negros responsables de importantes perdldas econdmicas en el mercado de

frutos y vegetales (Lee y Whltaker 1995)

Las polifenoloxidasas (PFO) que se encuentran en las plantas son las responsables de
las reacciones de pardeamiento enzimético que ocurren durante el almacenamiento,
mahipulacién y procesamiento de - frutas y vegetales. Laé polifenoloxidasas, también
conocidas como tirosinasas, fenoloxidasasas, monofenoloxidasas o cresolasas, catalizan la
: hidroxilacic')n‘de monofenoles a ortodifenoles, posteriormente oxidados a or_toqui_nonas, las
cuales se polimerizan dando lugar a pigmentos que presentan color marrén, 1ojo o négro
depend1end0 de - los componentes naturales presentes en los tejidos vegetales. Estas
reacciones modifican las caracterlstlcas organoleptlcas y- nutricionales del alimento,

: d1sm1nuyendo su calidad (McEvily et al., 1992 y Matheis y Whitaker, 1984).



Cuadi‘o, 1: Composicién'Quimicai del Jugo de Caiia

Constituyentes . R Porcentaje (%)

TAgia N X O

“Cemizas - T 050
o sio s
KO 012
N©O L 0,01
Ca0 . |00
woo 0 am
Fe20.3-_“-. o '_.' o S trazas' .
CPOss 0,07 |

Flbras . - | 1000
R "Celuloséf " o . 5,50 . ¢ i
Pentbsa (xyl_én) ER. | 2,00
=Go_rri;cl de la Caﬁa ('Arobén) ol _ '0,50‘
. Lignina, et o IS  “ o ; 2,00 -

Addeares | . 140
. ' -Sacarosa - o - 12,50 - .
' Dextrosa . - | DT 10,90
Levulosa - Y IR . 0,60
| | Albuminéides - - ‘0,1'2'
B Amidos (asparagina) o 007

Cuerpos Nitrogenados - ’ L 0,40 -

Grasay Cera - = o o . - 0,20

Pectinas (gomas) . SRR o020

- Acidos Libres .(malico, succinico, etc) | - 0,08

‘ Acidos _'Cqmbinado‘s AR o042

Towl 100, .

Fuente: Pedrosa (1975) '



2.3.1 Categorizacién de la Polifencloxidasa

Seplin el Cbmité de Nomenclatura Enzimética de la Unidn Internacional de la
Bioquimica y Biologia Molecular (IUBMB, 2005), la Polifenoloxidasa es catalogada
- como EC 1.10.3.1 donde: |

EC1 Oxidoreductasas
EC 1.10  ° Actuando sobre difenoles y sustancias relacionadas como donadores.
EC1.103 Corresponde “con oxfgeno como aceptor”

EC 1.‘10.3.1 Polifenoloxidasa o catecoloxidasa

2.3.2 Mecanismo de Accion de la Polifenol_oxidrasa

La polifenoloxidasa es una proteina que contiene cobre como grupo prostético y a
diferencia de la mayoria de las enzimas, puede catalizar dos tipos de reacciones diferentes
(Whitaker, 1972). Estas reacciones incluyen la hidroxilacion de monofenoles para producir

o-difenoles y la remocién de hidrogenos de los o-difenoles para producir quinonas.

En la Figura 1, se muestra el mecanismo de reaccion de la PPO, este se basa en la
catalisis de dos etapas: oiidacién de un monofenol a o-difenol y‘la subsiguiehte‘ oxidacion
de este a o-quinona, actividad cresolasa y catecolasa respectivamente. Siguiendo un
mecanismo ordenado, la enzima liga primero el oxigeno y después el mbnofenol. Se
produce un cambio de 'valenc.ia de los ioﬁes de cobre de Cu'* a Cu** forméndose un
complejo que tiene un enlace Q.- O bien polarizado donde se produce la hidroxilacion a -

. o-difenilo. La oxidacion del o-difenol a o-quinona finaliza el ciclo (Belitz y Grosh 2004)

La polifenoloxidasa es capaz de catalizar reacciones de oxidacién de compuestos
polifendlicos en presencia de oxigeno molecular y la presencia de los compuestos oxidados
por la enzima son precursores de las reacciones de pardeamiento que ociren en los

“procesos de pos-recoleccion y manipulacion de frutas y hortalizas.

La oxidacién del catecol, empieza con la forma DEOXY en el centro de la ﬁgura v
se mueve en sentido contrario a las agujas del reioj, por la mitad superior (a}, luegoe vuelve
a. la forma DEOXY. Para la oxidacién monofendlica, empieza con la forma DEOXY vy se |
mueve en sentido de las agujas del rel_oj, por la mitad inferior. (Martinez y‘_%itaker,
1995) o |
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Figura 1. Mecanismo Cinético Propuesto Para la Oxidacion de o- dlfenol (catecol

(a) yun monofenol (fenol (b)).

2.4 PARDEAMIENTO ENZIMATICO -

Chefte'l y Cheftel (1992) denominan pardeamiento enzimético a la transformacién
enzimdtica en sus primeras etapas, de compuestos fendlicos en poh’méros coloreados,

frecuentemente pardos a negros. En la Figura 2 se muestra las fases de la transformacion.

‘Gauillard y Forget (1997) definen al pardeamiento enzimatico como una oxidacién
enzimitica de componentes fenélicos endégenos por la polifenoloxidasa en presencia de

oxigeno. El gradd de pardeamiento depende del oxigeno y contenido de ‘polifenoloxidasa.
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Figura 2. Transformacion de Fenoles en Polimeros Coloreados

Para que se produzca el pardeamiento es necesario la presencia de los tres
componentes en21ma substrato mas el ox1geno ‘Como nada se puede hacer o muy poco
con el substrato ox1dable los metodos hoy en uso tienden a inhibir la enzima o a eliminar

el oxigeno y algunas veces se combinan ambos métodos (Schmidt y Pennacchioti, 2001).

- En banano (Musa acuminata) las reacciones de pardeamientd resultan de la oxidacion
‘ enzunatlca de la dopamma (3,4 dihidroxi fenil etil amina) por la pohfenolox1dasa su -
maxima actividad se obtiene a un pH de 7.0. Esto s1gmﬁca que la dopamina es el sustrato
mas reactivo para la polifenoloxidasa en comparac;lon con otros sustratos, como por
ejemplo: la D y L dihidroxifenilalanina (dopa), catecol y éacido clorogemco los cuales
presentan valores de constantes cinéticas, que varfan desde 6.3 X 10 hasta 3 x102 M

(Palmer, 1961).

El control del pardeamiento enzimatico durante el procesamiento y almacenamiento
es importante para preservar la apariencia de las frutas y ademas es uno de los principales

objetivos para el procesamiento de alimentos e investigaciones (Soliva-Fortuy et al. ,2004).

- El control natural de la ‘actividad de la polifenoloxidasa se produce
fundament'al‘mente medi_an"m la compartimentalizacién de los sustratos. La enzima se
encuentra en los plastidos y cloroplastos (en los vegetales superiores), y también en el
citoplasma celular, mientras que los compuesfos fenélicoé que pueden servir de sustratos
se acumulan en vesiculas. Cuando se rompe la compartimentalizaciéon por un dafio
 mecanico como el triturado, corte o congelacion y descohgelacio’n, se puede producir la
reaccién de pardeamiento. También se pfoduce‘la inhibicién de la enzima por los

- productos de la reacciéon. Ademés manteniendo la compartimentalizacion, la reaccion de



pardeamiento se puede frenar actuando sobre diferentes factores: evitando el contacto del
oxigeno con la superficie: de corte, bajando la temperatura, reduciendo el pH,
desnaturalizando la enzima, generalmente estos factores actian de forma combinada

(Calvo, 2007).

Ozodlu y- Bayindirli (2002), mencionan como agentes probados contra el
pardeainiento enzimatico al 4cido ascérbico, 4cido isoascorbico, a-cyclodextrina,
'L-cisteina,. dcido benzoico, dcido cindmico y dcido sérbico, del mismo modo Scheel ef al.
(1969) citado por Schmidt y Pennacchiotti (2001) reportan al 4cido ascérbicé como el
mas recomendable para evitar o minimizar el pardeamiento enzimatico, por su cardcter
vitaminico inofensivo. El acido ascérbico por si mismo no es un inhibidor de la enzima:
actia sobre el substrato, de modc que puede adicionarse después de haberse formado las
quinonas; tiene la propiedad de oxidarse a dcido dehi-hidroascérbico, reduciendo la

quinona a fenol.

Productos especialments pmpensoé a empardécer por oxidacién, como manzanas,
peras, duraznos, dam'ascos, ‘ciruelas y platanos entre las frutas, y papas, espérragos,
zanahorias entre las hdrtalizas, deben mantenerse, inmediatamente después de cortadas o
peladas, en agua adicionada de 0,1-0,2 % de dcido ascdrbico y de 0,2% de acido citrico

(Schmidt y Pennacchioti, 2001).

2.5 INHIBICION DE LA POLIFENOLOXIDASA (PFO)

No existen muchos estudios realizado en inhibicién de polifenoloxidasa en jugo de
cafia. Siendo el banano uno de los mas 'es.tudiados, los primeros estudios sobre la
Polli‘fendloxidasa; en banano los realizd Palmer (1961} para la United Fruit Co. En este -
trabajo plantea algﬁnas prop.iedades de la Pélifenoloxidasa’ y las compara con otras fuentes
vegetales de esta enzima. A parttir de este momento, se desprenden gran cantidad de
investigacionés explorando la manera de como inhibir el pardeamiento, especialmente, en
frutas y hortalizas. Palmer (1961) evaltio varios tipos de ‘sustratos, para determinar la
actividad enzimética en mono o difenoles, como por ejemplo dopamina, 4cido clorogénico,

catecol, dopa, entre otros, ver figura 3a v 3b.
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Para inactivar Polifenoloxidasa se han utilizado sustancias como 4cido ascorbico,
C4cido citrice, cloruro de sodio {(Pizzocaro et al. 1993 y Lu et al. 2007), cisteina, 4-
hexilresorcinol (Guerrero ef al. 2004). Buscando otras alternativas se han usado sulfitos,
tioles, cuminadehido (Kubo y‘ Kinst-Hori, 1998), extractos vegetales y ltécnical_s
combinadas como atmosferas contreladas, 4cido ascérbicol y EDTA (Soliva-Fortuny et al.
2002), adicién de sustancias quimicas (Klapp ef al. 1990, Dawley y Flurkey, 1993),
ajustandd las condiciones de pH (Wesche-Ebeling y M_ontgﬁmery, 1990), por exclusion de
oxigeno, y aplicando métodos fisicos como la refrigeracion y procesos térmicos ademas de
tecnologias emcrgéntes como los campos eléctricos pulsados, altas presiohes hidrosﬁiticas,

rayos Gamma Queiroz ef al. (2008) y Oh ez al., (2005).

Los tratamientos por calor o frio para la inhibicién de enzimas sino se realizan
adecuadamente causan sobre las frutas y hortalizas efectos adversos tales como la pérdida
de color, alteraciones en su sabor, olor y perdida de su valor nutricional {Alzamora ef al.

2004).

TH lort] -
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Fuente: Quelroz et al.(2008).

Figura 3a. Estructura de algunos sustratos naturales dela Pollfenolox1dasa.
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Fuente: Queiroz etal (200_8).
Figura 3b. Estructura de Algunos Sustratos Naturales de la Polifenoloxidasa.
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Finalmente entre los métodos comerciales para inhibir la Polifenoloxidasa se tiene
el tratamiento térmico, uso de sulfitos y de dcidos y la eliminacién del oxigeno (Herrera et

al,, 2003).

2.5.1 Inhibidores Enzimaticos de la Peolfenoloxidasa

2.5.1.1 Agentes Reductores

Previenen el pardeamiento enzimatico por la reduccion de o-quinonas a‘o—dife'nole-s
no coloreados. ‘LéS compuestos derivados del azufre son los mas ampliamente empleados
en la industria de los alimentos. Ejemplo el bisulfito (HSO3) y sulfitos (S05%) (Marshall
et al., 2000). En ésta‘ clasificacion también se encuentra al 4cido ascérbico y Ia cisteina, la |

cual tiene efectos negativos sobre el sabor (Amiot, 1997).

2.5.1.2 Acidulantes

Los acidulantes son aplicados generalmente péra. mantener el pH por debajo del
punto optimo de acti\_iidad catalitica de la enzima. Acidulantes como el acido citrico,
malico v fosférico pueden inhibir el efecto de la polifenoxidasa. Los acidulantes son

usados frecuentemente con otros antioxidantes.

2.5.1.3 Quelantes

Un Quelato es un coxﬁpueéto de c_oordinacién en el que un étorﬁo, generalmente un
metal, estd unido mediante enlaces de coordinacién a dos mas atomos de un.a 0 mAas
moléculas llamadas qﬁelantes,_ secuestrantes. Tienen la pecularidad de que _el metal que
contiene no desarrolla funciones bafaliticas como lo podria hacer si estuviera libre o no
quelado.' Las enzimas generaimente poseen iones de metales en su sitio activo. Los agentes
quelantes ‘remueve'n estos iones inactivando a la enzima. Tanto los complejos formados
entre los agentes quélantes y lds prooxidantes tales como el cobre o el hierro, son

inhibidores ( Badui, 2006).

2.5.1.4 Agentes acomplejantes , ,
La mas importante propiedad funcional de la ciclodextrina como agente

acomplejante es su habilidad para la inclusién dé moléculas dentro del nticleo hidrofébico
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Ry ligeramente apblér, convirtiéndose en un éxcelente inhibidor de pardeamiento en frutas
frescas y vegetalés crudos. Una gran variedad de compuestbS naturales y sintéticos, tienen
la capacidad de unirse reversible e irreversiblemente a enzimas especificas y alterar su
actividad. Los inhibidores competitivos, no competitivos-e incompetitivos son reversibles

(Otwell et al., 1992).

2.5.1.5 Inhibidores de enzimas

El 4-hexilresorcinol, ¢s un compuesto m-difenélico que esta estructuralmente
relacionado con los sustratos fendlicos, tiene un efecto inhibidof competitivo con la.
Polifenoloxidasa (Otwell ef al, 1992 y Mc-Evily et al, 1992). La actividad de la
monofenolasa y difenolasa de la tirosinasg son inhibidas por el 4-HR. Este es efectivo a
Baj as concentraciones, tiene estabilidad qufrhica, y presenta alto sinergismo con el acido

ascorbico mientras reduce las quinonas (Guerrero et al., 2004),

_ Entre las investigaciones realizadas respecto al uso de inhibidores enzimdticos de
la . polifenoloxidasa, Rivas (1997) evalué el efecto del NaCl, récido aScé.rbico y
metabisulfito de sodio sobre la actividad de la enmma polifencloxidasa en cambur
manzano. Los dos ultimos mhlbldores ademas de causar una dlsmmucwn en la actividad
de la enzima, provocaron un retardo en el inicio de la reaccién. El dcido ascdrbico a una
concentracion .4x10'4 M produje un 77,3% de disminucién en la actividad de la
polifenoloxidasa. Por su parte, el metabisulfito de sodio, a una concentracion de 2,66 x 107
M inhibié un 63,7% de la actividad. Esto significa que las dos sustancias son buenos
inhibidores de la enzima. El NaCl por el contrario no es tan efectivo,-pues se Tequirié una -

concentracton de 5% para reducir la actividad de la enzima en un 50%.

Veliz (2004) realizé el controll‘ del pardeémiento enzimatico de la alcachofa‘
'mediant'e. la tecnologia de factores combinados, utilizando como factbres de estudio acido |
ascorbico en soliicién a dos concentraciones 0,75% y 0,9% con valores de pH 5,0 y 4,5,
dos temperaturaé 2°Cy 18°C (ambiente), para alcachofa en trozos {cubos), fondos y pulpa.
Se realizd ﬁna evaluacién sensorial a los 15, 30 y 60 minutos a las 24 y 48 horas y luego
una evaluacion de formacion de coiof a lo largo del tiempo mediante un espectrofotémetro,
primero cada media hora hasta las cuatro horas y luego a las 8,12y 16 horés. El prqpés_ito

fue observar la tendencia del pardeamiento a lo largo del tiempo. Se determiné que con la
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solucién de. 0,9% de‘ acido 'asééfbico, 4,5 de pH y temperatura de 2°C se retardaba mas la
- formacién del coloir pardo pero no se daba la inhibicién completa del oscurecimiento, tanto
pafa tr0zos como para fondos, pdr lo que se sugiere agregar un factor més de control que
pudiera ser el envasado eﬁ atmésfera modiﬁcada o al vaci6, forma de envasado que es

bastante utilizado en la tecnologfa del minimo proceso.

2.5.2 Inhibicién de 1a Polifenoloxidasa por Accién del Calor

- La polifenoloxidasa puede sér inactivada en forma efectiva por accién del éalor, la’
iﬁtensidad del calentamientb para inactivar las enzimas depende de muchos factores ya qﬁe
cada uno tiene una determinada termosénsibili_dad. El calentamiento produce cambios en
el alimento; si se aplica un tratamiento térmico . suficiente, se recomienda utilizar

temperaturas de 70 a 90°C durante corto tiempo para inactivar esta enzima (Badui, 2006).

Paredes ef al. (2003) establecieroﬁ‘ que el tratamiento térmico para obtener la menor
actividad enzimatica residual de polifenoloxidasa (PFO) en jugo de cafia fue de 80°C por.

4 minutos, permitiendo obtener un producto con caracteristicas organolépticas apropiadas.

Lee et al. (1988) establecieron la inactivacién de polifenoloxidasa, catalasa y
lipoxigenasa en habas verdes a condiciones de temperatura de 82°C por un tiempo de 3.5
minutos. Asimismo la exposicién de la polifénoloxidaSa a témperaturas en el rango de

70°C a 90°C, da lugar a la destruccién de su actividad catalitica (Vamos-Vigyazo, 1981).

‘ ‘Gasull y Becérra (2006) estudiaron las caracterist_icas'd‘e la polifenoloxidasa
extraida de pefas Packam's Triumph y manzanas Red Delicious y establecieron que el pH
y la temperatura dptimos fuefon respectivamente 6,5 y 25°C paré pera, 7 y 30°C para
rﬁanzana,‘ utilizando 50 mM de catecol en buffer fosfato como sustrato. Asimismo ‘
’ realizvaror'i estudios cinéticos y encontrando que larinactivacic")‘n térmica de PFO sigue una

cinética de primer orden.

Diaz et al. (19995) reportan que la actividad de la polifenoloxidasa del jugo de
manzana decrece cuando el pH desciende a valores menores de 6.5 y se inactiva totalmente

cuando el pH se encuentra entre 2 y 2,5. Asimismo Gauillard y Forget (1997) , encontraron
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a través de mediciones isoléctricas de polifencloxidasa en pera, la presencia de isoenzimas

pél'a valores picoapH 4,2y4.5, otros picos menores apH 3,4 y 5,4.
2.6. ACIDO ASCORBICO

~ El écido ascorbico como antioxidante es uno de los aditivos més utilizados en la
- industria de los alimentos como conservante y principalmente como. iphibidor de

pardeamiento.

‘- Una de sﬁs grandes desvehtajas es su inestabilidad a altas temperaturas, la luz y la
concentracion que incrementan la velocidad de degradacion de éste a d4cido
,dehidroéscérbicor. EI dcido ascorbico confiere 1i1_1a prot‘ecéién temporal ya qué es oxidado a
~4cido dehidroascérbico en el pfoéeso de pardealﬁiento, permitiendo gue la quinona se .

acumule y tenga un efecto contrario (Laurila y Ahvenainen, 2002).

"~ Los procesos de pardeamiento suceden de manera lenta a partir de la degradacion del
“acido ascorbico, pero cuando se forma el DHAA la reaccién se acelera. Se han identificado .
dos compuestos de degradacién como son: 3,4-dihidroxi-5—methil—2-5(H)—furanoﬁa y el

dcido 2-furanocarboxilico (Sawamura ef al., 2000):

El efecto del 4cido ascorbico, bisulfito de sodio, y otros reactivos en la reduccion de

la polifenoloxidasa ha sido polémico en los ultimos afies. El efecto del sulfito y dcido

“ascorbico han sido mas estudiados debido a su arnplio uso en la industria de alimentos. Los
primei‘os informes .indican que el 4cido ascérbico no tuvo efecto directo sobre la actividad

de ld polifenoloxidasa. Varoquaux y Sarris (1979), sugirieron que el dcido ascorbico no.‘

inhibe ni activa la enzima. Sin embargo, variosinvestigadores, reportan la inactivacion de

la enzima por el acido ascorbico (Pizzocaro ef al,, 1993). Ultimos estudios demuestran que -

la accién dél 4cido ascérbico en la inhibicién del pardeamiento es debido a que actiia sobre

las quinonas réduciéndollas a o-difenoles no coloreados que son compuestos mas estables

(Marshall er al., 2000)

Los tratamientos para inhibir el pardeamiento enzimatico utilizan el dcido ascérbico

o sus isémeros como el 4cido eritérbico (d-dcido isoascérbice), &cido citrico, EDTA,
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cisteina, y .sus derivados. Trabajos recientes presentan al 4-hexilre's()rcionol como un buen :
-agente 1nh1b1dor de pardeamlento en frutas sm embargo solo ha sido aprobado para

prevenir la decoloracmn en camarones (Guerrero et al., 2004 y Mc- Ev11y et al., 1992)
2. METODOLOGiA DE SUPERFICIE RESP.UESTA

La Metodologla de Superﬁme de Respuesta (MSR) es un conjunto de tecmcasA
-matematlcas utilizadas en el tratamlento de problemas en los que una respuesta de interés
“esta influida por varios factores de caracter cuantltatlvo El propos1to inicial de éstas

.tecmcas es dlsenar un experlmento que proporcione valores razonables de la variable

respuesta y, a contmuacwn determmar el modelo matematlco que mejor se. aJusta a los

‘ datos obtenidos. El obJetlvo ﬁnal es establecer los valores de los factores que optlmlzan el

. valor de la_var_xable_ res_puesta. ‘Por lo tanto lla metodologia de superﬁcws de respuestas
(M'SR) eé .una técnica éstadistica que vper.mi:ce la 6ptirhizaci6n 'dé‘ una respuesta
_ determmada con51derando todos los factores que 1nﬂuyen d1rectamente sobre esta (Reyes
et al 2005) -

Asimismo Ayala"y Pardo (1995) 'deﬁﬁen ala fnetodologia de ’supé'rﬁc'ie respuésfa

como un conjunto de tecnlcas matemat1cas y estadisticas ut111zadas para modelar y anahzar o

) problemas en los que una. varlable de interés-es influenciada por otras. El ObjetIVO es
optlmlzar la Varlable de 1nteres 0 varlable respuesta Esto se logra al determlnar las

' cond1c1ones optlmas de ope1a01on del s1stema

La _optirrllizacic')nA mediante 'sliperﬁc.i.és de réspuesta ‘le permite al .' teAci_lvélb\g(.)".d'e._
- alimentos minimizar ios costos, maximiiar las gananciaé, redlicir el embléo de i’ngredieﬁteé
0 preservantes costosos 1ncrementar las caracter1st1cas deseables del ahmento sin
.comprometer su 1nocu1dad durante el desarrollo. de un- nuevo producto 0 para el

‘meJ oram1ento de uno ex1stente (Reyes et al 2005).
La optimizacién de un procesoﬂ pbr‘m'edio de diséﬁos éXpe’rimentalesv requiere del -

uso de una metodologla 0 estrategla adecuada, que nos lleve por el camlno Seguro y rapldo

para encontrar los Valores optlmos de un proceso baJo estudlo (Ehas et al 20006).
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En la mayoria de los problemas de superficie de respuesta, la forma de la relacién
entre la respuesta y las variables independientes es desconbcida. Por lo tanto, el prhhel'
pasb en la metodologia de superficie de respuesta es encontrar una aproxiniacién
adecuada de ‘la verdadera relacién funcional entre “y” y el conjunto de variables
in‘dependiente's.v Por lo general se emplea un »polinomib de orden inferior en alguna régic’)n
de las variables independientes. Si la respuesta esta bien modelada por una funcion lineal

de las variables independientes, entonces la funcién de aproximacion es el modelo de

- primer orden (o) (Montgomery, 1991).

Y = ﬂo 4‘/313(‘31 +,32x2 .+-.-'-/3kxk e . | » (OL)

Los parametros del modelo se estiman mediante el método de los minimos -
cuadrados ordinarios. Una vez que se tlenen los est1mado1es se sustltuyen en la ecuacion y

se obtlenen el modelo ajustado (B) (Cornell, 1990)

Y =by +bx, +byx, +.b,%, B

Este modelo se utiliza cuando se quiere estudiar el comportamiento de la variable de

respuesta Unicamente en la region y cuando no conocemos la forma de superficie.

En el caso  de que el modelo de prlmer orden no sea adecuado se puede utlhzar el

modelo de segundo orden ().

Y= ﬂ0+2ﬂ,x,+2ﬂ,,x,+ZZﬂyx,xj+g« _
=l “ : i<j e e (§)

Donde los B; son los coeﬁéientes de regresion para los términos de primer orden, ,los
Bii son los coeﬁ01entes para los termmos cuadraticos puros los, los B son los coeﬁmentes
para 1os términos de un producto cruz y & es el termino del error aleatorio. Los términos
cuadraticos puros y los de producto cruz son de segundo orden. El numero de - términos -

en la ecuacién esta dado por p = (k +1)(k +2)/2.

‘Los pardametros del modelo se estiman mediante el método de minimos cuadrados.
Una vez que se tienen los estimadores se sustituyen en la ecuacién (8) y se obtiene el

modelo ajustado con el valor 6ptimo de 1a respuesta (Cornell, 1990 ).
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Y by +be +Zb”x, +ZZby XX,

L (‘Y)

La significancia de los coeficientes estimados y el ajuste del modelo se prueban con
el estadistico F. Una vez que se ha verificado que ¢l modelo tiene suficiencia de ajuste y
que los coeficientes son significativos, se procede a localizar las coordenadas del “punto

estacionario” y se lleva a cabo el andlisis detallado del sistema respuesta (Cornell, 1990 ).

2.8 NATURALEZA SECUENCIAL DE LA METODOLOGIA DE SUPERFICIE
DE RESPUESTA '

La MSR és una técnica secuencial. A menudo, la estimacién inicial de las
condlclones Optimads de operacmn estd alejada del 6ptimo real, asi que el objetwo es,
. usando un. metodo lo més simple y menos costoso p051ble moverse rap:damente hacia las

cercanias del optimo (Gutxenez y De La Vara, 2008).

: En general, se sabe musf poco o nada acerca de 1a relacién existente entre la variable
respuesta y los factores, asf que, en un priﬁcipio, se propone el modelo de aproximacién
mds simple posible, el de primér orden, _ciue suministra la base ijara ejecufar un conjunto
inicial de experimentos que proﬁorcionarén datos correspondientes a los puntos del disefio
de primer orden. Si los datos recogidos permiten hacer una estimacion de la varianza del
‘error, se puede llevar a cabo un coﬁtra_s.te para evaluar el ajuste del modelo. Esto conlleva a
una segunda etapa, que consiste en localizar éreas.de la regidn experimental en las que se
sospe’ché que puedan estar los valores mas deseables de la variable réspuesta. El plan que
se seguird, perrnitifé valores-inéximos en la respuesta, y de ello se cbﬁoce como método
de maxima pendiente en ascenso (en descenso si lo que se desea es minimizar los valores

dela respuesté) (Gutiérrez y De La Vara, 2008).

- 2.8.1 Método de Méxima Pendiente en Ascenso

El método de méxima péndieﬁte en ascenso consiste en ejecutar una secilencid de
experimentos a lo largo de la linea de méximo in‘cremento de la respuesta. Si el modelo
aJustado de primer orden es adecuado la 1nformac10n que €ste proporciona se utiliza para
determinar una direccion en la cual se espere observar mayores valores de la variable

respuesta. A medida que se avanza sobre la superficie ajustada en la direccién en que se
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ihcrémentan los valores de la respuesta y se va llegando a una regiéh en la 'que haya
curvatura en la super.'ﬁcie real, el incremento en la respuesta se estabilizard en el punto mas

alto de la superﬁcie ajustada. Si se continua en esta direccion y la altura de la superficie
disminuye, se lleva a cabo un nuevo cohjunto de experimentds y se ajusta de nuevo el
modelo de primer orden.. Se determina una nueva direccidn hacia valores crecientes de la
respuesté y se ejecuta otra secueﬁcia de expcrilnentds en la direccion determinada. Este
proceso contintia hasta qﬁe se hace evidente que a partif del método 10 se puede obtener un

incremento en la respuesta o éste s muy pequeﬁd (Gutiérrez y De La Vara, 2008).'

© Si los test de ajuste detectan que puede haber curvatura en la superficie, se aumenta
un grado al modelo afiadiéndole los términos del pi'oducto cruzado y/o los términos
cuadraticos ‘puros y se completa el disefio de primer orden afiadiéndole los puntos
necesarios para ajustar el nuevo modelo de segundo orden. Si el modelo de segundo orden
:se ajusta adecuadamente, se utiliza para describir la forma de la superficie a través de la
' gréﬁcé de contornos en la regién experimental. El modelo ajustado de segundo orden se
_ ﬁtiliza para localizar, en el lugar en el que la pendiente de la superficie ajustada es cero, las
| coordenadas del punto estacionario, que es el punto que proporciona el valor éptimo de la
variable respuesta y, si se detecta que éste se encuentra dentro de los limites de Ia region
experimental, se pasa a determinar su naturaleza (si es maximo, miﬁimo o punto de silla).
Si, por el contrario; el punto estacionario no se halla dentro de la region experimental, se
debe de realizar una nueva experimentacién en la direccion en la que éste se encuentra.
"Una vez que se ha localizado el punto que proporciona valores 6ptimos de la variable
‘respuesta, se describe la superﬁcie en un entorno préximo a éste (Gu_tiérrez y De La Vara,
12008). . | |
2.9 DISENOS EXPERIMENTALES. PARA AJUSTAR 'SUPERFICIES DE

"RESPUESTA

El ajuste y analisis de una superficie de respuesta se facilita con la cleccion apropiada
de un disefio experimental. Un disefio es el conjunto especifico de combinaciones de los
niveles de las k variables que se utjlizara al llevar a cabo el experimento (Ayala y Pardo,

1995).
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2.9.1 Disefios para ajustar‘ modelos de priiner orden

Una clase tUnica de disefios experimentales que minimizan la varianza de los
coeficientes de regresion (ﬂl)son los disefios ortogonales de primer orden. Por ortogonal
se entiende que los elementos fuera de la diagonal de la matriz (x'x) son iguales a cero, lo
cual implica que los productos cruzados de las columnas de la matriz x es igual a cero.
(Montgomery, 2006). '

En eéta clase de disefios ortogonales de primer orden tenemos: ’
| - Disefios factoriales 25' '
- Fraccionales de la serie 2
. - Disefios simplex |

- Disefios Placket - Burman

_ 2.9.2 'Diseﬁos para ajustar modelos de segundo orden - |

Un disefio experimental para ajustar un modelo de segundo orden debe tener al '
menos tres niveles de cada factor (-1, 0, +1) Asi como el disefio de prlmer orden se desea
la ortogonalidad, en este se desea que sea un disefio rotable. Se dice que un disefio es
rotable cuando la varianza de la respuesta predicha en algin punto es funcion solo de la

distancia de] punto al centro y no €s una funcién de la direccion (M_ontgomery, 2006).

La rotabilidad es una plopledad 1mp0rtante dado que la finalidad de la.
metodologla de superﬁc:le de respuesta es optlmlzar y desconocemos la localizacién del
'optlmo, tiene sentido utilizar un disefio que proporcmne estimaciones precisas en todas las

direcciones. (Montgomery, 2006).

- Dentro de los disefios rotables de segundo orden se incluyen:

- Disefio central compuesto
- - Disefio equirradial

- Disefio Box-Behnken

- Existen varios criterios que se pueden tomar en cuenta para seleccionar un disefio

de segundo orden, entre los que destacan:
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- Que tenga un nimero minimo de tratamientos y que perrmta estimar todos los
parametros del modelo de segundo orden.

- Que sea ﬂex1ble en el sentido de que se pueda construir a partir de’ disefios de
primer orden.

. Que tenga buenas prop1edades como ortogonahdad 1otab111dad y/o precision

uniforme, que tienen que ver con la calidad de estimacion del disefio.

En cuanto a écdnomia, el disefio 3* no compite‘con los de.Box Behnken y con el
disefio central compuesto, excepto cuanto se tienen dos factores. El disefio central
: cbmpuesto es el més flexible y se puede cénstruir de manera qué cumpla alguna o varias
propiedades deseables. El disefio de Box Behnken es una buena altemativa, porque tiene
un namero coinpetitivb de tratamientos, ademés de que por su construccion los puntos de
- prueba no son extremos, en el sent1do de que cualqulera de ellos mempre tiene, al menos

uro de los factores en su nlvel intermedio (Gutlérrez yDeLa Vara 2008).

2.9.3 Disefio Box-Behnken _

Box vy Benken han propuesto algunos disefios de tres niveles para ajustar
superficies de respuesta. Estos Diseflos se forman combinando - Factoriales 2k con
dlSCnOS de bloques 1ncompletos Los disefios resultantes suelen ser muy eﬁmentes en

termmos del nlimero de corndas y son 10tables 0 casi rotables (Mongomery, 2006)

El disefio de Box-Behnken se ilustia geométricamente en la Figura 4, en la cual se
o_bserva que el diséﬁo de Box- Behnken es un disefio esférico, con todos los puntos
localizados en una esfera de radio V2 Asimismo, el disefio de Box — Behnken no
cbntiene ningﬁn‘ punto en los vértices de la region cubica creada por los limites superior e

inferior de cada variable.

En el Cuadro 2 se muestra la combinacién de los n1veles supenor medio e inferior

de cada variable en las 15 corridas que lo componen
_Esto podria ser una ventaja cuando los puntos de los vértices del cubo (Figura 4)

representan  combinaciones  de los niveles de los factores cuya prueba  es

- prohibitivamente costosa o imposible debido a restricciones fisicas del proceso,
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-1k

-1

Fuente: '(Montéomery, 20006)

Figura 4. Disefio de Box- Behnken para tres factores

- Cuadro 2. Diéeﬁc_} de Box-Benken para tres variables

" Corrida X3 .X3.'
T 1 1 0
2 5 1 0
3 I T 0
4 I 1 0
3 1 0 1
6 1 0 1
7 1 0 |
3 1 0 1
9 0 1 1
10 0 1 T
¥ | 0. T T
12 0 1 1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0

Fuente: Montgomery (2006)
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2.10 TECNICAS DE OPTIMIZACION

Una vez que se tlene el modelo deb1damente ajustado y validado se procede a-
explorar la superficie descrita por el modelo para encontrar la combinacién de niveles en
los factores que deh por resultado un valor optimo de la respuesta, ro‘ bien para determinar
la direccién dptima de movimieﬁto eh_ la que se debe experimentar en el futuro. Si el
modelo no explica un minimo de 70% del comportamiento de la respuesta, en términos
del R? s DO se recomienda utilizarlo para fines de optimizacion, porque su calidad de

prediccion es mala (Gutiérrez y De La Vara, 2008).

'Si la superficie ajustada es un plano (modelo de primer orden),: el objetivo del
experimento trasciende la actual region experimental y se busca explorar una nueva
“region. Si la superficie es curva (modelo ‘_de segundo orden) el objetivo es determinar el -
punto 6ptimo, si éste existe y se encuentra dentro de la region experimental; si se encuentra
afuera o no éXiste, se determina el mejor punto de operacidn posible adentro de la region
experimental. Asi, cuando' existe curvatura en la superficie no se puede mover el proceso
demasiado lejos de la actual 1eg10n experimental, por eso se intenta obtener el mejor

resultado pos1b1e con el actual dlseno (Gutlerrez y De La Vara, 2008).

-La técnica de. optimizaci(’)_n a utiliza_r depende del tipo de modelo ajustado y existen
- bésicamente tres métodos: escalamiento ascendente o descendente, para modelo de .
primer orden, anélisis candnico yel ana11s1s de cmdlllera para el modelo de segundo orden

(Gutlenez y De La Vara, 2008)

2.11 _EVALUACI()N SENSORIAL

- La evaluacion sensorial de los alimentos se constituye en la actualidad com‘o una de
las herramientas mds importantes para el logro del mejor desenvolvimiento de las
actividades de la industria alimentaria (Urefia et al., 1999). Las industrias de alimentos
necesitén saber cdmo hacer un producto aceptable al mercado, qué es lo que motiva al
consumidor. La actitud que tiene esta relacionada a factores sensor_iales: apariencia, olor,
sabor, aroma, viscosidad y como interaétﬁan entre estés (Daget, 1983; citado por Milacatl,

2003).
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La evaluacion sensorial ha tomado campo notablemente y se ha comenzado a
reconocer como disciplina en la ciencia de los alimentos y consumidores desde la mitad del
siglo pasado. Comprende una serie de técnicas para medir de manera exacta y precisa la
respueéfa del.'consumidor hacia los alimentos y minimizar ctlalquier tipo de informacién
que pueda influir en su percepcién (Lanesé y Heymann, 1999; citado por Milacatl,
2003). Es un método cientifico que se uﬁlizé. para provocar, medir, analizar e interpretar
reacciones que producen las caracteristicas de un producto o alimento tal y como se
_pérciben por los sentidos de la vista, olfato, tacto, gusto y oido (Stone y Sidel, 1993;
citado por Milacatl, 2003). - o

Esta constituida por dos procesos definidos segiin su funcion: el andlisis sensorial y el
andlisis estadistico. Mediante el primero se obtienen las apreciaciones de los jueces o
panelistas a manera de datos que seran posteriormente transformados y valorados por el

segundo, dandoles con ello 1a objetividad deseada (Urefia et al., 1999).

'El analisis sensorial puede ser definido como el método experimental mediante el
«cual los panelistas perciben y califican, caracterizando y/o mesurando, las propiedades
sensoriales de’ muestras adecuadamente presentadas, bajo condiciones ambientales

_preestablecidas y bajo un patrén de evaluacién acorde al posterior andlisis estadistico.

Por otro Iado el analisis estadistico esta dado por la formulacién de supuestos tedricos
(hlpotesm) con los que se podré hacer inferencias o conclusiones sobre una poblacion de
alimentos o personas, y que serdn comprobados a partir de los resultados del tratamiento
estadlstlco de los datos obtenidos del analisis sensorial de la muestra que le represente;
tratamiento aplicado | en base a un adecuado disefio experlmental que asegure la

conﬁablhdad de los datos y sus resultados (Uretia et al., 1999).

- Asi pues, los disefios experimentales estan referidos solo a la secuencia particular en
la cual un conjunto de muestras es presentado a una poblacién especifica de panelistas,
mientras que el andlisis estadistico lo estd a las operaciones matemaéticas especificas

aplicadas a los datos obtenidos del anéiisis:sehsorial (Urefia et al., 1999).

- 2.11.1 Campo de éplicacién de la Evaluacién Sensorial

La industria de alimentos reconoce la importancia de la evaluacién sensorial al

considerarla como un instrumento clave para la seleccion de nuevos productos, el
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desarrollo de ploductos y el control de cahdad de los mlsmos Ademas la evaluacmn
sensonal comprende la determinacién de todas las pwplcdades que ca1acter1zan un
producto; por esta razon se necesita no solamente andlisis fisicos, - qulmlcos 'y
bacteriologicos, sino también una evaluacién sensorial (Ruth Dos Santos 1985 mencionado

por Rosas, 2001).

La evaluacion sensorial de los alimentos se constituye en la acﬁuzilidzid't:omo una
de las mas impoﬁantes herramientas para el logro del mejor desenvolvimiento de las '
act1v1dades de las actividades de la industria ahmentana Por su aphcacmn en el control
de calidad y de procesos, en el disefio y desarrollo de nuevos productos y en la estrategia
del 1anza1mento de los mismos al comercio, la hace, sin duda alguna, la coparticipe del

desarrollo (Ruth Dos Santos, 1985 mencmnado por Rosas, 2001)

- Segin Watts et al. (1992), la informacidn - sobre los gustos y. aversiones,
'preferencias yre'quisitos de aceptabilidad de productos, se obtiene empleando métodos
de andlisis adaptados a las necesidades del consumidor y evaluaciones sensoriales con

~ jueces no entrenados.

2.11.2 Clasificacién de las Pruebas Sensoriales

Las pruebas sensoriales pueden clasificarse en pruebas afectivas orientadas al
consumidor y pruebas analiticas orientadas al producto. Las pruebas afectivas son aquellas
en la que el juez expresa su reaccion subjetiva ante el producto, indicando si le gusta o le

disgﬁsta, si lo acepta o lo rechaza (Larmond 1977 citado por AnzaldGa-Morales 1994).

Amerine et al. (1965), sostiene que las pruebas afectivas, son las mas diffciles de
- interpretar y- son las que presentan mayor variabilidad en los resultados.’ Las pruebas
afecuvas incluyen Ias pruebas de preferencza pruebas de aceptablhdad y pruebas del grado

de satlsfacc:lon

Witting de Penna (1981), menciona que el 'objetivp de 105' estudios de preferencia
del consumidor son: determiinar el mercado potencial, conirolar la calidad de productos
existentes y determinar las caracteristicas especificas que interesan al consumidor.
Asimismo indica que existen factores que pueden influir en los resultados de los test de los

- consumidores. Factores tales como :poblacion muestreada, cantidad de muestra que se
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entrega, método de muestreo, cantidad de repeticiones, tamafio del error estadistico,
interpretacion de los resultados, las consideraciones psicoldgicas, cuestionarios y la hora

“de degustacion.

En las pruebas con consumidotes no se erhplean jueces entrenados ni seleccionados
por su agudeza sensorial. Sin embargo, los jueces deben ser usuarios del producto, lse
debe seleccionar una muestra aleatoria numerosa, compuesta de personas representativas‘
de la poblacién de posibles usuaribs, con el fin de obtener informacién sobre las actitudes o

preferencias del consumidor (Watts ef al., 1992).

Resper;to a la cantidad de jueces necesarios para llevar a cabo este tipo de pruebas
no hay un écgerdo unanime, Watts et a{. (1992)_ mencionan qué por lo general para este
tipo de pruebas se gntrevisfan de 100 a 500 personas. Sin embargo, Ellis (1961) y ASTM
(1968) mencionados por Anzaldua-Morales (1994) reportan que el numero minimo dé
jueces tipo 'r_;onsumidor'debe estar conformado por 30 pérsonas, mientras Amerine ef al,
(1965); Larmond (1977) y Anzaldﬁa-MoraIes (1994), indican que es preferible contar con

- 40 jueces para cada muestra.

Para seleccionar a-los juéces consumidores se emplean entrevistas o pruebas que
pueden realizarse en un lugar central tal como un mercado, uﬂa escuela, un centro
comercial 0 un centro comﬁni_tario, o también en los hogares de los consumidores .Debido

: 3; qﬁe este proceso es caro y requiere bastante tiempo, frecuentemente se utilizan paneles
internos de consumidores en la etapa iniciﬁl de los estudios de aceptabilidad de un -

producto (Watts et al., '1992).

Okayasu y Naito (2001), evaluaren las .caraoteristicas sensoriales de jugo de

- manzana mediante consumidores y panelistas entrenados. El panel estuvo conformado por
140 coll.sufnidores y 10 panelistas entreﬁados, esta investigacidn tuvo como objetivos

. estudiar la preferencia de los consumidores, obtener las caracteristicas seﬁsoriales
mediante un pane] entrenado y la relacion entre la preferencia de los consumidores y los
atributos del panel entrenado; Se estudiaron las relaciones de interdependencia de las

caracteristicas sensoriales mediante Analisis de Componentes Principales (ACP).
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' TIL. MATERIALES Y METODOS

3.1 LUGAR DE EJECUCION

'El presente trabajo de investigacion se realizé en el Laboratorio de Quimica y‘

Biologfa de la Universidad Catélica Santo Toribio de Mogrovejo. Chiclayo. Lambayeque. -

3.2 MATERIA PRIMA

Se utilizé cafia de azficar (Saccharum officinarum) Variedad H 32, proveniente del

distrito de Pomalca de la provincia de Chicléyo. Lambayeque.

3.3 MATERIALES

- Tennérhgtro de mercurio (0-120°C). -
- Recipieﬁte de'e‘l'cero inoxidable -
- . Vasos de Pfeéipitacién Pirex de 100 y 500ml
- ‘Pipetas volumétricas de 0,5, 1 y IOnﬂ
- - Varillas de agitacién
- Tubos de ensayo Pirex
- Gradillas. | »
- Mat.raz:‘Erlehmeyer'Pire)l( de 50, 250 ml.
- Embudo de filtracién |
_ TuBbs. espectrofotofnétricos
- Buretas - '
- Probétas de 10 y 100ml
- ~ Pinzas de Soporte universal
- SOporteﬂ_Univcr'éal |
- Mechero Bunsen

- 'Papel Whatman No. 1
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3, 4 EQUIPOS

_ -" Espectrofotornetro GENESYS serie 10 UV
- Bafio termostatlco Memmert -

S Potenc1ometro Hanna

- B Refractometro HRNB 32 ATC escala 0 - 32 brix

T Balanza Boeco

| - - _Refrlgeradora Bosch Intelllgent
. = »Estufa Memmert '
- ‘_ ” Centrlfuga Hettlch Rotoﬁx 32
- Traplche : ‘

35 REACTIVOS
= Acido asc_érbicd grado alimentario.
- :Solucién de catecol 0,1M
- - . Solucién de buffer fosfato 0,2M
- | Agua destllada ,
o H1drox1d0 de sod1o 0.1N
- Fenoltalem_a » v B
AEI Hipoclorito de Sodio al 6.25% marca Clorox
: ‘3.6. : METODOS DE ANALISIS
3 6. 1 Anallsls FISICO QlllmlCOS
- 'Acidez titulable total Método de la AOALC. (1995)'
- ’_Determmaclon del pH Metodo dela A, AC. (1995) :
- Sohdos Solubles Metodo de la A O A. C (1995)

- Determmacmn de azucares reductores NTP 2007 12- Ol 022 2005 (INDECOPI
' 2005) )



3.6.2 Evaluacién Sensorial

En la evaluacmn sensorial se utlhzo la metodologla recornendada p01 Costell y
Duran (1981a y b), mostrada enla Flgura 5 y descrita a continuacién:
3.6.2.1 Planteamiento

El objetivo al aplicar  las pruebas sensoriales fue 'determinar el grado de

" satisfaccion del jugo de cafia que corresponde al tratamiento optimizado en comparacmn

©con el Jugo sin tratamiento.

A En cuanto a las muestras; la cantidad enfregada de cada tratamiento fue de 50 ml
(Urefia et al., 1999). La. presentacion fue én vasos de plastico transparente siﬁ tapa y
" codificadas con ntimeros de tres digitos (sin repeticién por muestra), ademas de vaso con

~ agua de mesa sin gas como vehiculo de limpieza bucal (Anzaldta-Morales, 1994).

3.6.2.2 Planificacién o
La selecc1on de pruebas genero el uso de: la prueba de g1ado de satlsfacc1on

'V(Anzaldua-Morales 1994) para evaluar el nlvel de aceptamon del tratamiento optlmo en
* cuanto al sabor, color y aceptablhdad general, se empleo una escala hedonica de 5 mveles
- 1: Me desagrada Mucho

2: Me desagrada o

3: No me agrada ni me desagrada

4. Me agrada |

-5: Me agrada muého

_ Para la seleccion de panelistas, la prueba afectiva empleada no requiere de
. panehstas entrenados, por lo tanto se emplearon como panelistas, alumnos consumidores
- de jugo de cafia de azucar, seleccionados del nivel de pregrado de la Universidad Catélica
Santo Toribio de Mogrovejo de Chiclayo. Lambayeque. Segln lo recomendado por Zook y

" Wessman (1977) se emple6 una encuesta de preseleccion, a partir de ella se conformé un

fgrupo de edades entre 18 y'25 afios integrado por personas de ambos sexos, 100 en total. -
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- Planteamiento . -

Objetivo - ' : ' Parametros amedir- - | : Muestra a evaluar

\

- Planificacién

y
- " Seleccién de pruebas | " | . ‘Seleccion de jueces’ -, Disefio estadistico
\

Ejecucion de la prueba -

Aspectos Informativos o VA'mbiehte de la prueba ~ | . Aspectos Practicos

Andlisis de datos

' Estadistico - .. - 7 | Tecnolégico -

RgSultado final

. Fuente: Costell y Durén (19812)

; Figu-ra‘S.. Metbdologl;a General del Aﬁélisis Sen_sprial '
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3.6.2.3 Realizacion . _

| En los aspectos ambientales, informativos y practicos, segln Cosfell y Duran
(1982) las condicionés de evaluacién fueron lo mas pafecidas a las que rodean a lds
consumidores grupo objetivo de la 1nvest1ga01on para estudios de preferencia o aceptacmn
Las pruebas sensoriales se desarrollaron en las instalaciones de la Universidad, en areas
libre de olores extrafios y ruido fuerte. Asimismo’ dichos consumidores recibieron las

- indicaciones para facilitar la evaluacion.
3.6.3 Analisis de a Inactivacién Térmica

- La extraccién de la enzinﬁa Polifenoloxidasa fue de acuerdo al Método de Potig y

Joslyn citado por Paredes et al. (2003).

- . La inactivacién de Polifenoloxidasa fue determinado mediante la metodologia

usada por Ozodlu y Bayindirli (2002).

3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Para cumphr con los obJetlvos planteados en esta mvest1gac1on el trabajo se realizd en

4 etapas tal como se muestra en la Flgura 6.

-Extraccién y

Caracterizacion del jugo de cafia

Aplicacic’)n de los Tratamientos

Extraccién de la enzima

v

Determinacién de la inactivacion de la
Polifenoloxidasa en el jugo de cafia

Figura 6. Etapas de la Metodologia Experimental
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Las etapas de la metodologia experimental se describen a continuacién.

3.71 Primera'Etapd. Extraccion y caracterizacion del jugo de cafia.

La - cafla var1edad H 32 ‘provino del mismo campo de las plantacmnes de la
Agroindustrias Pomalca S.A para evitar interferencias en los resultados La cafia fue
lavada con agua potable con la finalidad de remover la suciedad, tierra y otras sustancms.
adheridas a la caﬁa, ‘despué‘s las cafias fueron desinfectadas en una solucion de 50 ppm de -
hipoclorito de ‘sodio durante 5 minutos, con la ﬁnaiidad inactivar la carga microbiana
' presente enla cafla. Las cafias después de lavadas y desmfectadas fueron cortadas con una-
longltud aprox1mada de 50 cm para luego extraer en un molino el jugo; este jugo fue
filtrado y recepcionado en un recipiente de acero: inoxidable, para los tratamientos
respectii/os Antes del tratamiento ei jugo fue caracterizado determinando los s6lidos

- solubles (Brix), pH, y % de azucares reductores En la Figura 7 se muestra el dlagrama de

flujo de extracc1on del jugo de cafia.
' ' Cosecha
Transporte

- Recepcién

v

agua : La.vadof:
E— ’

E Hi.proclorito de

Desinfeccion
' > .
sodio 50 ppm _ l
.Cortadd
Extraccion
A4
Filtracién

v

Jugo de cafia
Figura 7. Dlagrama de flujo para la Obtencmn del Jugo de Cafia
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3.7.2 Segunda Etapa. Aplicacién de los Tratamientos

‘ Extraido el jugo de cafia se tuvob la muestra lista para el tratamiento, se realizo la
épliévacién de los tratamientos de acuerdo al disefio experimentaln de Box Behnken.
Inibialmente se agrego acido ascérbico en concentraciones'de 0,1% 0,15% y 0,2, luego se
aplico el tratamiento térmico a terﬁpera_turés de 70, 80y 90°C feﬁﬁperaturas recomendadas
por Badui (2006), el tiempo fue de 2, 4'y 6 minutos; ademés se tuvo una muestra control o

- “testigo sin ningln tratamiento.

-Para aplicaf el tratamiento térmico se tomaron 50 ml de jugo para éada tratamiento
y fueron colocados en vasos de precipitacion, luégo se coloco en bafio maria el cual debe
estar a la temperatura corréspondiente al tr_étamiento, al ser introducidos los vasos se debe
esperar el tiempo hasta que el jugo tenga la temperatura correspondiente, esto se realiza
colocando el termémetro en el jugo de cafia, si este se encuentra a la temperatura del

tratamiento a partir de alli empezar a contabilizar el tiempo del tratamiento térmico.

3.7.3 Tercera etapa. Extraccién de Ia Enzima

Para extraer la enzima se uso el método de extraccién de la Polifenoloxidasa de

Potig y Joslyn por citado por Paredes et al. (2003). ‘

_Luégo de la aplicacién de los tratamientos se tomo 40 ml de jugo y 160 ml agua
destilada helada, luego se centrifugo por 15 minutos a 1500 rpm., el liquido se coloco en
- un erlenmeyer con tapa de 250 ml, previamente esterilizado, y colocado en bafio de hielo

picado para ser utilizado como fuente enzimética.

Preparacién del sustrato

En un erlenmeyer de 250 ml se adiciono 3 ml de catecol 0,1M y 96ml de famp(’)n

 fosfato 0,2M, pH 6, se estabilizo la temperatura a 30°C en bafio marfa.

Al sustrato se le adiciono 1 ml del extracto enzimatico, luego se hombgenizé

répidamente para realizar la lecturas correspondientes en el espectrofotometro.
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3.7.4 Cuarta Etapa. Determinacién de la Inactivacién

Se realiz‘ar'on las lecturasli en el espectrofotometro GENESYSi serie 10 UV a una

longitud de onda de 420 nm.

La inactivacion de Pohfenolox1dasa fue determinado de acuerdo a Ozodlu y
 Bayindirli (2002) ’

AE. — AE
© % Inactivacibn = [CT~ij *100

C.
Donde:

AE ¢: Absorbancia de la muestra control o testigo

AE t1: Absorbancia® del tratamiento.

3.8. - DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

Con el fin de optimizar la concentracmn de 4cido ascérbico, temperatura y tlempo de
tratamiento térmico a través de la metodologla de superficie de respuesta que maximicen la
inactivacion de la enzima Pohfenolomdasa, se utilizé el dlseno Box Behnken con tres
factores (K=3) y tres niveles, para evaluar la combinacion del efecto de las tres variables

_independientés: acido ascérbico, temperatura y tiempo de tratamiento térmicb, codificados -
como Xi, Xy X3y "'los niveles asignados como se muestra en el C\iadro 3. La variable

respuesta fue inactivacién de la enzima Polifenoloxidasa; se empled un o = 0,05.

Cuadro 3: Variables independientes, cddigos y valores utilizados en la optimizacion

Variable = S : Cadigo de niveles
: Unidades .| Simbolo : ‘
independiente - : ' -1 -0 1
‘ Acido Ascérbico ‘ % _ X1 0,1 0,15 0,2
Temperatura - °C Xy 70 80 .90
Tiempo ) Minutos A X; . » 2 4 - 6
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El disefio completo consistié-en una matriz de datos que sirvié para ejecutar el
Programa Statgraphics Plus 5.1, como se muestran en el Cuadro 4. Con el disefio

propuesto se realizaron 3 repeticiones por tratamiento.
Para optimizar las’ variables de concentracién de d&cido . ascorbico, tiempo y
~ temperatura se aplicé la metodologia de superficie de respuesta, el analisis de los datos se

realiz6 con el uso del software Statgraphics Plus 5.1.

Cuadro 4: Matriz para'él Disefio Box-Behnken

Concentracidn de acido Témperatura Tiempo
| Tratamieﬁtos ‘ ascérbico(%) (°O) (min)
1 - 0,1 ‘ Y 4
2 0,1 | T80 2
3 . 0,1. ' 80 6
4 . 0,1 - | 90 4
5 _ 0,15 170 2
6 0,15 - 70 6
7 0,15 : 80 4
8 0,15 - 80 4
9 0,15 : .. 80 4
10 015 90 2
11 0,15 T 90 6
‘12 : 0,2 _ : 70 4 .
13 - 0,2 : - 80 2
14 ' ‘- 0,2 - 80 6
15 02 ‘ 90 4

3.8.1 Analisis Estadistico de la Evaluaciéh Sensorial del Sabor, Color y Aceptabilidad

del Jugo de Caiia con tratamiento 6ptimo y sin tratamiento

Para el andlisis estadistico de los resultados de 1a prueba sensorial entre el jugo de |

cafia- sometido al tratamiento optimizado y el jugo de cafia sin tratamiento alguno, se
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‘ utlhzo la prueba de comparacmn de medxas pareadas (Gutlerrez y De La Vara 2004 ).

Por lo tanto el estadlst1co a calcular es:

4
Ao‘
1l
Q)
o

gl=n-1

~ d= Diferencia promedlo entre la puntuac;lon de las caracterlsncas sensouales sin el
' tratamlento y con el trata1mento ' - _

52 = desviacién estandar de las d1feren01as entre las puntuacion de las caracterlstlcas ,

sensonal sin tratannento y con tratamlento

n= Numero. de panehstas

gl= grados de libertas
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CARACTERIZACION DEL JUGO DE CANA

Las muestras de jugo de cafia utilizadas en la presente investigacién presentaron las

siguientes caracteristicas (Cuadro 5).

_Cuadro 5: Caracteristicas del Jugo de Caiia

- Caracteristica . Promedio
°Brix - _ o 16,3
e | sst
Azucares R‘eductoresv(%)_ . | 1,64

El brix promedi‘o del jugo de cafia es .de 16,3, este valor coincide con lo que
fn‘enciona' Larrahondo (1995), que refiere que el jugo de cafia de buena calidad debe -

presentar valores de 10 a'17 grados Brix

El pH promedio del j jugo de cafia es 5, 51 esta caracteristica 4cida se exphca por la
presenc1a natural de una variedad de 4cidos naturales presentes en el jugo de cafia tales
" como el aconitico, citrico, mélico, oxalico, tartérico, succmlco, fumarlco. Durmooa,
: ét.al.(2008) encontraron en su investigacién que el pH del jugo de cafia extraido es de 5,6

valor similar encontrado en esta investigacion.

- Larrahondo (1995) refiere que el valor promedio de azucares 1eductores en jugo de -

cafia madura debe estar entre 1 a 5%, si este valor aumenta puede ser por causa del
~ deterioro o falta de maduracmn de la planta. El valor encontrado en la presente
investigacion fue de 1,64, lo que confirma que la cafia utilizada para esta investigacion se

encontraba entre los parametros requeridos
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42 EFECTO DEL ACIDO""ASC(')RBICO 'TIEMPO Y TEMPERATURA EN LA
INACTIVACION DE LA POLIFENOLOXIDASA EN J UGO DE CANA
Enel Cuadro 6 se muestra 1os resultados de 1nact1va01on en el jugo de cafia tratado, se

_ observa que el porcentaje de inactivacién de la enzima Pol1fenolox1dasa osc1la entre 10,34

y 92,86%.

‘ Cuadro 6 Resultados del Porcenta_]e de Inactlvacmn de la Enz1ma Pohfenoloxxdasa

. en Jugo de Caiia

5 ‘ Porcentaje de
“Tiempo © inactivacién

) Concentracién de | Temperatura (°C). (min) " (Repeticiones)

Acido Ascérbico (%)

T | 2.1 3

B I I 4| 1034 10,71 | 10,34

02 | 70 | 4 | 6034 | 57,14 6207

0% W R T T & [ 6724 6786|6897

02 | %0 - | 4 91,38 | 92,86 | 91,38

o1, | 80 2 | 27,59 | 26,19 | 27,59

02 O 68,97 | 67,86 | 67,24

T 015 | 80 . | 4 | 81,03 |82,14 8448

01 . T80 | 6 | 3862 |53,57 »__56,90

02 '.  o ' 80 ¢ - ‘. 6 '72.41 173,21 1 72,41

015 70 | 2 | 2931 [2679 2414

015 90 | 2 | 7414 | 7321|7414

015 | 70 | 6 | 5517 |53,575517

015 . | %0 | 6 77.59 | 80,36 | 79,31 |

015 | 80 | 4 | 8448 |87,50] 8621
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" La medida de la ‘a'ctrividat-i enzimatica de la polifenoloxidasa esta determinada por su |
cinética, de esta forrha se evalud su dis1ni11ucién o inhibici6n del pardeainiento‘enzima‘tico
- después de los tratamientos aplicados. El método para medir la actividad de
Politbndlokidasa fue por espectrofotometriz determinando la longitud de -onda (Anexo 4)
siendo esta de 420nm este valor es similar encontrado por Gasul y Becerra (2006) quienes |
caracterizaron a la prolifenoloxidasa‘extrai‘da de pera, asi mismo Réquésa y Ligia (2007) y
Bladf et.al,(2010) determingron la actividad de la Polifenoloxidasa en tallos de claves y

rodajas de carambola respectivamente leyendo Ia absorvancia a 420nm .

En la presente'inves'tigaciéri se utilizé el 4cido ascérbico, este antioxidante ayuds a
inactivar la Polifenoloxidasa, este resultado es corroborado pues en aquellos tratamientos
en el cual se utilizé el 4cido ascorbico,. la inactivacién fue mayor. Diversos estudios
demuestran que la accion del é.ci.do' ascorbico actia en la inhibicién del pardeamiento

{Marshall et al., 2000).

El porcentaje mds bajo de inactivacién de la Pol'ifeno_loxidasa és aquel juge de cafia
qu_é fue tratado a una temperatura de 70°C por 4 minutos y 0,1% de acido ascérbico. El
‘méximo porcentaje de inactivacion ocurre cuando el porcentaje de dcido ascorbico fue de

0,2%, el tiempo de tratamiento de 4 minutos y la temperatura de 90°C.

En investigaciones similares al aplicar tratamienfo térmico a jugos de rhanzéna se
determino que la actividad enzimatica de la polifenoloxidasa es reducida dependiendo del
tiempo y la temﬁeratura al que es sometido. A 60°C después de 5 miputos de tratamiento
s inactivé el 56% de la actividad enzimdatica, mientras que a 80°C déspués de 5 minutos se
inactivé la pollifenoloxidas:i en un 98% (Herrera, 2007) comparandolo con los tratamientos |
* utjlizados se encuentran sirhilitudes respecto z la reduccion de la actividad enzimética en el
jugo de cafia el cual sometido a temperaturas de 90°C y 4 minutos de tratamiento se tiche
una ihéctivaeic’)n pfomedio de 92 % de inacfi\?aéién de la Polifenoloﬁidasa Asi mismo
Gasul y Becerra (2006) Determinaron el efecto de la temperatura sobre la actividad de
Polifenoloxidasa, determinaron que la temperatura Optima para la actividad de
“Polifenoloxidasa de pera es 25°C, mientras gue para manzana és 30°C, pero esta actividad
desciende bruscamente cuando se aumenta la temperatura a distintos tiempos, incubando la

enzima durante 30 minutos a 30°C, la misma permanece inalterada, pero al "calentar la

39



enzima durante. 20 minutos a 50°C, la actividad de la misma disminuye un 40 %, y se
_ encuentra practlcamente inactivada calentando durante 10 minutos a 70°C En cuanto a la
Pohfenolox1dasa de manzana, esta d1sm1nuye en un 40% cuando es calentando durante
20 minutos a 50°C, pero, a dlferen01_a de lo ocurrido con la Polifenoloxidasa de pera, la

inactivacion précticamenté total se produce calentando 30 minutos a 70°C.

En Vla Figura 8 se presentan los efectos estandarizados para evaluar la significancia
estadistica de los factores y la intefaccién entre ellos sobre el porcentaje de inactivacion de
la enzima Polifenoloxidasa en el jugo de cafia, en dicha figura se muestra el efecto
obtenido como consecuencia de la aplicaéién del los tratamientos. En el gréfico N° 8 se
identifica la influencia de las variables siendo la temperatura y el acido ascérbico los que
mayor influencia tienen en la inactivacién enzimética. La temperatura, concentracién de
4cido ascérbico y el tiempo tiene una significancia positiva. en la inactivacién de la

-Polifenoloxidasa, las interacciones de los tratamientos también tiene influencia

significativa.

~ Segin Lee et al. (1988) la temperatura ejerce un mayor efecto que otras varlables como
el pH, coincidiendo con lo 1ep01“tado por Vamos—Vlgyazo (1981), que establemeron la
destruccmvn de 1a actividad catalitica en un rango de temperatura de 70 a 90°C, seguida por

el efecto del pH del medio y tiempo de tratamiento.

En la Figura 9 se presentén los efectos principales de la concentracion, temperatura y
~ tiempo en esta se puede observar, segin el modelo Box Behnken en la figura se muestra el
efecto que ejércen sobre la inactivacion de la enzima PFO, a medida que aumenta la -
»temperatura la 1nact1va01on de la enzuna aumenta lo mlsmo sucede con la concentracmn :

de 4cido ascorblco y el tiempo dado a los tratamientos.
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Figura 9. Representacién de los Efectos de las Variables en la Inactivacion de Ia

Enzima Polifenoloxidasa

En ¢l Coadro 7 sé muestra el resultado del Analisis dé Varianza (ANOVA) del
modelo, en el que se divide la variabilidad de la inactivacién de Polifenoloxidasa en
distintos segmentos separados para cada uno de [os efectos (tratamientos y sus

interacciones).
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. Cuadro 7: Andlisis de varianza para porcentaje de inactivacién de polifenoloxidasa

Cuadrado

Fuente Suma de Gl Razén-F | Valor-P
» Cuadrados | | ~ Medio |
A:Concentracion de  4cido 6361.9 - 1 . 6361.9 673.81 0.0000
ascorbico
B:Temperatura 9734,47 1 9734,47 |1031,01 0,0000
C:Tiempo 167534 1 1675,34 (177,44 0,0000
AA. 2527,0 1 12527,0 267,64 0,0000
‘AB 489,091 1 489,091 . (51,80 0,0000
AC 446,032 1 446,032 47,24 0,0000
BB 1765,7‘5 1 1765,75 187,02 0,0000
BC . 384,201 1 384,201 140,69 0,0000
CcC 2196,44 1 12196,44 232,63 0,0000
Error total 330,46 | 35 | 944172
Total (corr.) 25052,9 44

- Como se puede observar en el ANOVA -todos los factores e interacciones y sus
efectos cuadraticos resultaron significativos por tener un P_valor menor que 5%, lo que
significa que la Concentracién de 4cido ascérbico, temperatura, tiempo y sus respectivas

interacciones y efectos cuadraticos influyen en la inactivacion de la polifenoloxidasa.

El 4cido ascérbico por si mismo no es un inhibidor de la Polifenoloxidasa, este
© actla sobre el substrato y se oxida a acido dehi-hidroascérbico, reduciendo la quinona a
fenol. Gasull y Becerra (2006), analizaron el efecto inhibitorio de acido ascorbico, dcido
benzoico y cloruro de sodio en la inactivacién de la Polifenoloxidasa en pera y manzana,
frente a catecol comio sustrato, del analisis de los datos obtenidos al determinar el efecto
inhibitorio, se encontré que el inhibidor mas potente para polifenoloxidasa de las frutas
analizadas es el 4cido ascérbico, que presenta una inactivacion del 50%. El &cido R
ascérbico actiia fnés como un antioxidante que como un-inhibidor enzimatico porque el
mismo reduce la quinéna formada inicialmente por la enzima al difenol original, antes que
se produzcan las reacciones secundarias, las cuales dan lugar a la fofmaci()n»de los
~ pigmentos. El acido aScérbicQ también havsid.o reportado como causa irreversible de

inhibicién enzimdtica (Golan et al., 1984). Ademas determinardn los efectos de la
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éstabilidad térmica de Polifenoloxidasa‘ incubando a las temperaturas 30, 40,50, 60 y
70°C, teniendo un efecto significativo a medida que se aumenta la temperatura este. efecto
tamblen sucede en presente investigacién en la cual se determind la inactivacién de
-pohfenolox1dasa a concentraciones de 0,1%, 0,15% y 0,2 % de &cido ascorbico a

temperaturas de 70, 80, 90°C.

Con resp_ecto al estadistico R indica que el 98,343% de la variacién explicada en el
porcentaje de inactivacién de la enzima polifenoloxidasa depende de la concentracion de
4cido ascérbico, temperatura y tiempo, interacciones y efectos cuadréticos, por lo tanto la
ecuacion de regresioén para -ajustar los datos experimentales fue obtenida del programa

Statgraphics 5.1 Plus:

| IPFO = -1422,03 + 3403 44(Cas) +25,2627 + 64,12t ~ 6041 61(Cas) ~12,77(Cas)T
-60,97(Cas).t — 0,13t-0,28.T.t- 3,528 '

Donde:
| IPFO  : Inactivacion de Polifenolbxidasa (%)
' [CAS] : Concentracién de acido ascorbico (%)A
T . Temperatura (°C) |

t : Tiempo (min)

El analisis estadistico iindica que el modelo propuesto fue el adecuado, ya que en
relacién al valor de R correspondlente al porcentaje de 1nact1va01on de la polifenoloxidasa
este fue de 98,348%, Gutiérrez y De La Vara (2008) senalan que cuanto mas cerca esté al
100% los modeios propuestos se ajustan fhejér a los datos reale_s.. Por otra parte, cuanto
menor s.ea el valor de R? menor importancia tienen las variables depéhdientes en el modelo
al explicar el comportamiento de las \}ariéciones. Los valores de probabilidad (P) de todos -
los modelos de regresién fueron de 0.000, por lo tanto no hubo necesidad de eliminar

alguno de los términos en la ecuacidn de regresion.
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43 OPTIMIZACION DE LA CONCENTRACION DE ACIDO ASCORBICO,
TEMPERATURA Y TIEMPO PARA LA INACTIVACION DE LA ENZIMA
POLIFENOLOXIDASA EN'JUGO DE CANA
La relacion de las variables en el efecto de la inactivacion de la enzima

polifenoloxidasa muestran una representacion de superficie de respuestas de forma

alabeada y de variacion local suave (Figura 10), tal como lo tefiere Gutiérrez y De La Vara

(2008).

Porcentaje de Inactivacién

0.12 014 0.16 0.18 02 0 e
Concentracion de &dido asobrbico

Figura 10. Superficie de respuesta de la inactivacién de la enzima polifenoloxidasa

En la Figura 10 se presenta el grdfico de contorno de las superficies de respuesta de
la inactivacién de la enzima polifenoloxidasa. En el nivel mas bajo se observa que la
inactivacion es més lenta, incrementdndose posteriormente hasta alcanzar el nivel esperado
(95,6 % de inactivacion). El efecto de todas las variables se da en razén a la disminucion
de la actividad catalitica, Diaz et al. (1995) encontraron que cuando el pH desciende a
valores menores de 6.5, paulatinamente se inactiva la enzima hasta una total inactivacion a
pH entre 2 y 2,5, lo mismo sucede con el jugo de cafia donde su pH desciende al agregarle
el acido ascorbico. Por otro lado Veliz (2004) evalué la tendencia de la inactivacion con
respecto a la temperatura y tiempo de tratamiento y establecié que existe un efecto
combinado, ademas de que al incrementarse la temperatura y transcurrir el tiempo, mayor
sera la inactivacion de la enzima.

En las Figuras 11,12 se presentan &l grafico de contorno de la inactivacion de la
enzima polifenoloxidasa, y la optimizacion de las variables independientes. La mejor

combinacién (punto central) muestra el nivel de tratamiento 6ptimo en la inactivacion. Las
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Temperatura

varigbles. que maximizaron la inactivacion se obtuvo una concentracién de acido ascorbico
(0,17%), a una de temperatura 86,8°C constante por el tiempo de tratamiento de 4,15

minutos, definido como tratamiento optimizado.

En 1a Figura 13 se muesira los puntos del tratamiento optimo teniendo en cuenta las
variables de tiempo, concentracion de acido ascorbico y la temperatura, en esta se muestra

el porcentaje de inactivacién al optimizar las variables independientes.
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Figura 11. Contornos de superficie de respuesta para establecer los pardmetros

optimos de tratamiento.
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Temperatura

Contomnos de la Superficie de Respuesta Estimada
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Figura 13. Contornes de superficie de respuesta: Punto Optimo
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En el Cuadro 8 se muestra los resultados de optimizacién de niveles de los. factores.

que maximizan el porcentaje de inactivacion de la polifenoloxidasa en el jugo de cafia, los

niveles éptimos encontrados son: 0,17% de concentracién de dcido ascérbico, 86,84°C y

4,15 minutos los cuales nos dan como respuesta un 95,6% de inactivacion de la Enzima

polifenoloxidasa. Paredes

et al. (2003) quienes realizaron la comparacion de la

inactivacion de polifenoloxidasa en jugo de cafia a diferentes pH (4 y 5) y diferentes
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.temperatmas y tlempos determmando que 1as mejows condlcxones de 1nact1vac1on sona

un pH de 4, 80°C y 4 rnlnutos de pasteurlzacmn

Cuadro 8 vaeles de Parametros de Tratamlento en la Maxnmlzacmn de la

‘ Inactlvacxon dela Enz1ma Pohfenolox1dasa '

Factor e | . Bajo CAlto — Optimo
y Concentrac:lon de ac1d0 ascorblco (%) 0,1 0,2 B - .0,17
Temperatura (°C) Lo S ‘“ 70,0 90,0 | ‘_ 86,34
Tiempo (mm) . - S o v '.20 o 60 v 4,15 ‘

v Meta maximizar porcentaje de mactwacmn valor opt1mo 95.5806 -

Avallone ot al (2000) reportan porcentajes de inactivacién que llegan hasta el 100%
medlante el uso de en21mas inhibidoras. Vlllegas et al (2006) reportan resultados sumlares o

S a los encontrados en la opt1m1zac1on

M1llan y Roa (2001) evaluaron el pérdeamiento en . cambur ‘prvocesado por.

o 1mpregna010n al Va01o, med1ante el anahsls de superﬁc1e de respuesta a partlr de los datos ‘

experlmentales lograron establecer medlante .esta metodologla los ‘niveles optlmos de

Jarabe con 300 ppm de sulﬁto de SOle, 1% de 4cido L- ascorbico, 1% de a01do citricoy

30% de sacarosa para mlnlmlzar el camblo neto de color del cambur o

. 44 EVALUACION SENSORIAL DEL SABOR COLOR Y ACEPTABILIDAD DEL |

' JUGO DE CANA CON TRATAMIENTO OPTIMO DE - INACTIVACION' e

ENZIMATICA

Se reahzo la evaluamon sensor1al a traves de la prueba del grado de satxsfaccwn en

cuanto al sabor color y aceptablhdad general tanto para el j jugo ‘de cafia con tratalmento o

‘optlmo asi como para el ] Jugo de cana sin tratamlento Los resultados del promedlo y de la.r
| desv1a010n estandar de los 100 panehstas consum1dores que evaluaron ambos productos se
: muestran enla Cuadro 9 “En los Anexos 3 y 4 se presentan los resultados ‘de la prueba :
sensorial’ reahzada Asimismo en el Cuadro 10 se presenta los resultados del anallsls -

f"'estadlstlco de las pruebas de comparacmn de medlas
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'Cuadro 9. Resultados de la Prieba del Grado de Satisfaccién del Jugo de Cafia

. Jugode Cafiacon |  Jugo de Caiia sin
ST . Tratarhiento_ Optimo  Tratamiento
- -Caracteristicas Evaluadas |~~~ : 1
B = o : |, Desviacién - | Desviacién
Promedio . o Promedio ' g
_ , | - Estandar .~ -| Estédndar
Color . ]33 ) oss0 | 143 0,573
Sabor . . 1 .362. | 0616~ |. 371 | 0715
| Aceptabilidad general | 3,58 . | 0,781 1,85 . 0,609
" Nitimero depanclistaS’ 1o T 100

Cabe menc:lonar que las pruebas de T de student para muestras pareadas entre otras
se usan solo para cuando se desea comparar resultados entre dos muestras En los Anexos' o

12 13,14 se muestra el anahsls estadlstlco

. Cuadro 10. Resultados de la Prueba de Comparacién de Medias Pareadas (0.=0.05)

ATRIBUTO | T |pvalor | RESULTADO
Color .. ], -1.95 0,000‘ . Serechaza la hipétesis nula
‘ S.abAor' _,. | . 0’,09.. - 1.0,341 Se acepta la hipéfcsis nula .
Ac‘ep'tabilidad general | -1.73 - 0,000 .| - Se reche-;"za la hipétesis nula -

- En relacmn al grado de sat1sfacc1on por el color, el Jugo de cafia con tratamiento

S 'optlmo obtuvo un promedio de 3 38 equlvalente al nivel  de’ me agrada mucho en

' ,_comparacmn con el grado de satlsfaccmn por el color en el j Jugo de cafia sin tratamlento o

' ~con un promedlo de 1.43 equlvalente a me desagrada mucho Al realizar la comparacmn B
de medias entre el grado de satlsfaccmn por el color de las muestras evaluadas se obtuvo
que ex1ste diferencias 51gn1ﬁcat1vas a un nivel a = 0, 05 por lo que la muestra que obtuvo

el meJor color fue la de Jugo de cafia con tratam1ento optlmo B
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En cuanto al grado de satlsfaccmn por el sabor se observa que tanto el jugo de cafia .

~con tratam1ento 6ptimo (3,62) asi como el jugo de cafia sin tratamiento 3. 71) obtuv1eron el
" mismo mvel de agrado, es decir me agrada mucho a través de prueba de comparacwn de _
- m_edlas se obtuvo que no ex1sten»d1ferenc1as s1gn1ﬁcat1vas aun o = 0,05, por lo que se
considera que el sabor de las muestras agrada en la misma medida a los panelistas

consumidores.

En relacién a la aceptabilidad general, la tendencia €s mﬁy similar que lo ocurrido en
la evaluacion del color a un nivel de o= 0,05 se obtuvo que ex1ste d1ferenc1a srgmﬁcatlva
en la aceptabilidad general de las muestras. La muestra con mayor nrvel de aceptab1l1dad

- general fue el jugo de cafla con tratamiento Optimo (3,58 ~ me agrada mucho) en
- comparamon con el j Jugo de cafia sin tratamiento (l 85 ~me desagrada mucho) El jugo de |

cafia con tratamiento Optimo present6 la mayor aceptabilidad general.

Los resultado's obtenidos refllerzan la hipétesis de la presente investigacion, en el
sentldo que el tratamiento optlmlzado es capaz de inhibir el efecto de pardeamlento del
jugo (efecto en el color) sm afectar su sabor al ser comparado con el jugo de cafta sin
tratamiento. Adicionalmente.’ El jugo de cafia sometido al tratam1ento optimo, produjo en -’

el panel sensorial una mej or cahﬁcacwn en color y en aceptab1lrdad general
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V.  CONCLUSIONES

Se determind que la concentracion de 4cido ascérbico, temperatura y tiempo ‘al
que fue sometido el jugo de. cafia tienen influencia significativa sobre la

_inactivacién de la enzima Polifenoloxidasa. -

Mediante la metodologia de superficie de respuesta se obtuvo que el tratamiento
optimo capaz de conseguir una inactivacién de la polifenoloxidasa en un 95,6% es
a una concentracion de 0,17% de 4cido ascérbico, temperatura a 86,8°C y tiempo -

de 4.15 minutos |

El jugo de cafia sometido al tratamiento Optimo no presenta diferencia signiﬁcativa
- respecto al sabor frente al jugo de cafla sin tratamiento, obteniéndose como -

respuesta promedio me agrada mucho.
El jugo de cafia sometido a tratamiento 6ptimo presenta una mejor calificacion en

relacién con el jugo de cafia sin tratamiento en las caracteristicas de color y

" aceptabilidad general (me agrada mucho).



V. RECOMENDACIONES

Realizar la caracterizacién de la Polifenoloxidasa extraida del jugo de cafia

~ Realizar el tratamiento de la cafia antes de extraer el jugo y evaluar la inactivacion de

la Polifenoloxidasa.-

Realizar un estudio de vida en anaquel del jugo de cafia con la finalidad de

determinar el tiempo de vida dtil
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Anexo 1

Formato de la‘ Prueba Sensorial del Jugo de Caiia

Nofnbre: ........... ....................... :..........‘Fecha ..........

Por favor evalué las dos muestra presentada de jugo de cafia’ en cuanto al color, sabor y

aceptabilidad general y marque segin corresponda.

: | Color

Sabor

Aceptabilidad.
General

. Escala . — .
' . 347 418

347 .

418

347 | 418

- 1. Me desagrada mucho

2. Me desagrada

3.No me agrada ni me

desagfada -

4. Me agrada

| 5. Me. agrada mucho

Comentarios............ec.ueeennii, e PP ST

~ Gracias por su apoyo a la presente investigacion
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" Anexol

o _Resulta‘ddsﬁ de la ?rugba Sensorial del Jugo de Caiia: Tfatamiéxi,to Optimb (418) -

Panelistas |- Color 'Sabor ‘ "Aceptabilidad-
‘ N T R 3 , 4
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...Continuacion

36
37

38
39

40
41

42
43

44
45

46

47

48
49

50
. 31

52
53

54
55

56
57
58

59
- 60

61 .

62

63

64
65

66.
67
68

69
70

71

72
73

74 .
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...Continuacion

76
77
78

79
80
81

82
83

84
85

86

87.
88

89
90
- 91
92

93 .
94

95 -

96 -

97

98 .

99
100
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- Anexo 3 o

| _Resultadds de la Pr_ue,ba Sensorial del Jugo de Cai_ﬁ_a: Sin Tratamiento (347) :

" Aceptabilidad

Sabor -

color -

~ panelistas -
10

11

12 .

13
14

15
16 -

17. .

18

19
20 - .

21

22
23
24

25

26

27
- 28

29

30
31

32
33
34

35

36
37
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. "...Continuacion -

38
39
40

4] .
42

43 -
. 44
.45 .

46

47

48

49

50
51 -

52 .

53

54
55

56

58

59
60

e
62 .

63
64

65

66 -
67

.68
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...Continuacion .
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._.AneXo4 o

Anallsrs Estadlstlco de la Evaluacron Sensorlal del Sabor, Color y Aceptabllldad del o
' ‘ Jugo de Cana

v A Prueba De Hrpotesxs Para el Color

1) Planteamlento de Hlpotesm

_ AHo ! Bmn = ;Lmo El puntaje promedro de la evaluac1on del color de la muestra natural o sin
‘ tratam1ento del jugo de cafia es 1gua1 al puntaje promed1o de la evaluaclon' o

" del color de la muestra opt1m1zada
N H, ! Pn < pmo El puntaje promedio de la evaluacién del color de la mue'strévnatural osin
' tratamiento del Jugo de cafia .es menor que el puntaje promedlo de la

" evaluacién del color de la muestra opt1m1zada

. mh= Muestra natural ,
mo = Muestra Optimizada -

~2) Nivel de significancia.

a=0.05

Ct=a72

3) Prueba Estad1st1ca Se ut1l1zo la prueba estadxsuca de t de student para pruebas
pareadas N : : L , _

67



t=0,74/0.206 =2.49 -
4) Conclusi(’)n' como el t tabular es menor que el t _calculado, entonces no se rechaza

la hipétesis nula, por lo tanto se concluye que con un mvel de s1gn1ﬁcan01a del 5% que

el puntaje promedlo de la evaluacion del Color de la muestra natural o sin tratamlento _

~ del jugo de cana es 1gua1 al puntaje promedlo de la evaluacmn del color de la muestra ,

) optlmlzada B

" B. Prueba de Hip'(’)'tésis' Para el Sabor. .-
S ' Planteamiento, de Hipﬁtésis' ‘

: ‘Ho uA up El puntaJe promedxo de la evaluacxon del Sabor de la muestra natural 0 sin
tr atam1ento del jugo de cafia es igual al puntaJe promedlo de la evaluac1on |

del Sabor de la muestra optlmlzada S
. Hy . Pa<tp: El puntaje promédio de la evalﬁacién IdleAl Sabor de la muestra natural o sin
tratamlento del jugo de cana es menor que el puntaje promedio de la

evaluac1on del sabor de la muestra optlmlzada

2) Nivel de significancia.

C@=005 .



t =-1.72

3) Prﬁeba Estadistica. Se utiliz6 la prueba estadistica de t de student para pruebas
pareadas ' '

t=-1,09/0.66 = - 1.65

4) Co.xvlclusién: como el t_tabular es menor que ."el t_calculado, eﬁtonces no se rechaza
o la hipétesis nula pOr-Io tanto sé Concluyé que con un nivel de significancia del 5% el
puntaje :p_rorriedi_o de la evaluacién sensorial del Sabor de la muestra natu,r}a‘xl 0 sin
tratamiento del jugo de cafia es igual al puntaje pfomedid de la evaiuacit’m sensorial del -

| sabor de la muestra optimizada
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~ C.Prueba de Hipétesis Para la Aceptabilidad

1) Planteamiento de Hipétesis
Ho ! i = Mo : El puhtaje promedio de la evaluacion de la aceptabilidad de la muestra
- natural o sin tratamiento del jugo de cafia es igual al puntaje promedio de

la evaluacion de la aceptabilidad de la muestra optimizada.

H; @ pmn < Pmo : El puntaje promedio de la evaluacién de la aceptabilidad de la muestra
natural o sin tratamiento del jugo de cafia es menor que el puntaje

promedio de la evaluacion de la aceptabilidad de la muestra optimizadé.

>2) Nivel de significancia.

a=0.05

=172

3) Prueba Estadistica. Se utiliz6 la prueba estadistica de t de student para pruebas
pareadas ' ‘

70



' =-1091/0.83= -13.163 -

4. ‘Conclusién:' como él t_tabular es mayor qué el t;calcixlado, entonces se rechaza la
hipétesis nula por lo tanto se acepta la hipétesis alternativa, y se cdncluye con un

- nivel de significancia del 5% de que el puntaje promedio de la evaluacién de Ia
aceptabilidéd de la muesfra natural o sin tratamiento del jugo de cafia es menor que el

| puntaje promedio de la evaluacion de la aceptabilidad de la muestra optimizada.

71



"Anexo 5

_ : Lect.u.ras‘dve Absorciéh' -Para la Construccion del Espectrb de Méxima - B

e _Absorcién de la Enzima de Pblifenoloxidasa

Longitud de Ondanm °~ | -~ Absorbancia -
380 - : 0,089 -
381 5 0,093
382 : - 0,094
383 | 0.098
384 - . 0.100
385 . ~0.101 -
386 0.105
387 .. : 0.108
388 - - | .. 0411
.38 ST0015 0
390 - L0119
391 . - . 0.123
392:. - i 10,132
1393 . 0,136
L0394 L 0,141
395 St 0,145 -
396 : 0,148
397 . - © 70,153
©.398 - 0,157 .
399 . : .- 0,159
o400 - - 10,163 ¢
401 - : 0,166
402 ;o 0,168
403 - 0,172
404 - 0,175
- 405 . 0,177
406. . ¢ . 0,179
407 - ] 0,181
408 - 0,183
409 . - . 0,186
410 - < | - 0,188
411 : 0,189 .
412 s 0,19
413 - - ’ 0,191
- 414 . 0,192
415 0,192
416 0,193
417 - 10,194
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418

0,194

- 460
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419 0,195
420 0,195 -
421 0,194
422 0,193
423 0,192
424 0,191
425 0,19
426 0,187
427 0,185
428 0,183
429 - 0,181 .-
. 430 . 0,178
431 0,175 -
U432 . 0,171 -
433 0,168 -
S 434 0,165
435 0,16
436 0,155
437 0,149
- 438 . 0,145
439 . 0,14
o440 0,134
- 441 - 0,131
442 0,125
443 0,118
. 444 0,113
445 0,107
. 446 - 0,1 -
447 - 0,093 .
448 0,086 .
449 . 0,079
450, . 0,073
451 0,066 -
452 0,059 -
453 0,053
454 - 0,046
1455 0,036
456 . - 0,03 -
457 0,021 . -
458 0,018
459 0,015
0,011

...Continuacién



de Polifenoloxidasa

nzima

Absorcion dela E

Xima

-
a

Espectro de M

Absorbancia Vs Longitud de Onda

440 450G

426G

=]
1

390 400 414G

380
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Anexo 7

‘Modelo Bok Behnken de los Tratamientos para la Inactivéé_iéh ‘de Ia Enzima

Polifenoloxidasa
N° 7} Concentracién de.Acido Temperatura Tiempo
Ascorbico %.
1 0,1 70 4
2 0,1 ‘ 80 2
3 0,1 .80 6
4 0,1 90 4
5 0,15 70 2
6 0,15 .70 6
7 0,15 - 80 4
8 0,15 80 4
9 0,15 80 4
10 0,15 90 2
11 0,15 90 6
12 0,2 70 -4
13 0,2 80 2
14 0,2 80 6
15 0,2 90 4
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~Anexo8

o Resul_tados del Pdré_entajé de Iﬁactiﬁciéh de Polifendloxidasa Aplicahdo los

Tratémientos'4en Jugo de Caiia

%

. Concentracién de . - L
+acido ascorbico % ‘Temperatura . . Tiempo ™

Porcentaje de -

inactivacion

0,15 .. o .80 .- 1. 4

84,48

0,1 o0

- 10,34

02 70

" 60,34

0,1 T 90

- 67,24

02 - . 90

791,38

01 - | 80

27,59

0,2 80

68,97

o015 | 80

81,03

0.1 .| 80

58,62

0,2 , 80

72,41

0,15 . T 70

729,31

0,15 90

74,14

0,15 . 0

55,17

- - 0,15 - 90 -

71,59

0,15 .80

184,48

015 | .80

- 89,29

o1 . | 70

10,71

02 |10

57,14

01 . | - 90

67,86

02 | - 90

92,86

oL - . | - 80

26,79

02 . .| .80

67,86

015 - .| 80

82,14

01 . | . 80

753,57

02 - |- 80

73,21

0,15 Sl 70

26,79 -

015 | 90

73,21

015 | 170

53,57

015 [ 90

80,36 .

0,15 | - 80

87,5

0,15 | 80

- 87,93

0,1 . L 70

10,34

SRRV RN SRS S TR ST EN) RN TR CTCY INCY 1S IS (SN P P [T [T [Py [P YUY U (P VUG Y (Y U P

-h-.r;A’-p-oxoxwt\)o\'cn.n_‘mm-&#-#‘-&-&#mmpwmm»mw#&_p#

T 62,07

70,2 1 70
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...Continuacién

7

3 0,1 90 4 68,97 -
3 0,2 90 4. 91,38
3 0,1 - 80 2 27,59
-3 0,2 80 2 67,24
3. 0,15 80 4 84,48
3 0,1 80 6 56,9
3 - 0,2 80 . 6 72,41
-3 0,15 70 2 - 24,14
3 0,15 90 2 - 74,14
3 0,15 70 6 55,17
3 0,15 - 90 -6 79,31
3 0,15 80 4 86,21




Apegxo 9

Resultados Experimentales de laboratorio: Aplicacién de los Tratamientos en el

Jugo de Caiia Segiin Modelo Box Benhken

e

[ VR P

En la presente grafico se observa las muestras después de realizado los tratamientos

realizados al jugo de caiia,

78



Anexo 19

Resultados Experimentales de Laboratorio: Extraceién de la Enzima del Jugo

de Cafia.

En la presente grafico se observa las muestras después de realizado los tratamientos al jugo

de cafiay extraida la enzima Polifenoloxidasa.
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Anexo 11

Lecturas de Absorcién de los Tratamientos de Jugo de caiia
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.- Anexo 12

" -Resultados de la Prueba T: Color del Jugo de Cafia

Estadisticos de Grupo
Tratamiento N | Media | Desviacién. | Errortip. de
] Ry ‘ tipica. . la media
Color | tratamiento - 100 {3,380 | . '0,8502 0,0850 -
- | éptimo ‘ S L o '
‘sin tratamiento 100 | 1,430 0,0573
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Anexq 13

~ Resultados de 1a Prueba T: Sabor del Jugo de Caifia

Estadisticos de Grupo

Tratamiento ‘N Media .| “Desviacién' | Etror tip. de

- - tipica. la media
sabor | tratamiento 100 3,620 ,6159 ,0616

optimo ' '

sin tratamiento 100 " 3,710 ,7148 ,0715
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Anexo 14.

Resultados de la prueba T: Aceptabilidad del Jugo de Céu‘ia

- Estadisticos de Grupb

83

' » ‘Desviacién: | Error tip .dela
Tratamiento N Media tipica. “media
- laceptabilidad - |Tratamiento éptimo 100 3,580 ,7808 ' ,0781>
' | sin tratamiento 100 1,850 " | ,6093 0609




