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Resumen
El constante crecimiento poblacional conlleva una sobreexplotacion de recursos por parte de
las industrias, generando una crisis climatica. El propdsito de esta investigacion fue la
busqueda de dos alternativas o subproductos que mejoren la calidad y sostenibilidad de la
industria, mediante la revalorizacion de los desechos provocados por la agroindustria, de
manera especifica, al generado por el Brocoli (Brassica oleracea L. var. Italica), debido a que,
en su empleo, alrededor del 70% de la biomasa de la planta es considerada no comestible.
En la obtencién de azlcares se empled un pretratamiento de hidrdlisis acida, la cual se
optimizo aplicando un disefio factorial 274, resultando en pardmetros de temperatura de 120
°C, tiempo de 30 minutos, una concentracion de biomasa de 5% p/v, y una concentracién de
acido de 0,1% v/v, obteniendo 187,31 g/L de azlcares. A este resultado se le aplicé una
hidrolisis enzimatica utilizando la enzima Cellic Ctec2, mezcla enzimatica que contiene
celulasas, 3-glucosidasas y hemicelulasas; bajo las condiciones de pH 4,5, temperatura 50
°C, agitacién de 600 rpm durante una hora, que resulté en 220,4 g/L de azlcares. Mediante
revision bibliografica, se recomienda su uso en la elaboracion de biocombustibles.
Adicionalmente, en la elaboracién de la harina/polvo se utilizé la liofilizacion como método de
secado para preservar la composicion y nutrientes. El analisis bromatolégico realizado
presenta el 37,306% de proteinas, 26,766% de fibra cruda, 25,58% de carbohidratos, 8,724%
de cenizas y una humedad del 0,623%. Su uso puede implementarse en productos de la

industria alimentaria, nutracéutica y cosmética.

Palabras clave: compuestos organicos, cambio climatico, materia prima, compuestos
quimicos
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Abstract
The constant population growth leads to an overexploitation of resources by industries,
generating a climate crisis. The purpose of this research was the search for two alternatives
or by-products that improve the quality and sustainability of the industry, through the
revaluation of the waste produced by the agroindustry, specifically, the waste generated by
Broccoli (Brassica oleracea L. var. Italica), because, in its use, about 70% of the biomass of
the plant is considered inedible. An acid hydrolysis pretreatment was used to obtain sugars,
which was optimized by applying a 2”4 factorial design, resulting in temperature parameters
of 120 °C, time of 30 minutes, a biomass concentration of 5% w/v, and an acid concentration
of 0.1% v/v, obtaining 187.31 g/L of sugars. An enzymatic hydrolysis was applied to this result
using the enzyme Cellic Ctec2, an enzyme blend containing cellulases, 3-glucosidases and
hemicellulases; under the conditions of pH 4.5, temperature 50 °C, agitation of 600 rpm for
one hour, which resulted in 220.4 g/L of sugars. By means of a bibliographic review, its use is
recommended in the elaboration of biofuels. Additionally, freeze-drying was used in the
preparation of the flour/powder as a drying method to preserve the composition and nutrients.
The bromatological analysis carried out shows 37.306% protein, 26.766% crude fiber, 25.58%
carbohydrates, 8.724% ash and 0.623% maoisture. Its use can be implemented in products of

the food, nutraceutical and cosmetic industries.

Keywords: organic compounds, climate change, raw material, chemical compounds
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Capitulo 1. Introduccion
En la dltima década, se evidencia que el crecimiento poblacional genera un aumento en el
desarrollo y consumo de materias primas a niveles preocupantes para el medio ambiente
(Prieto-Sandoval et al., 2017). Se estima que 1.300 millones de toneladas de alimentos se
desperdician anualmente en el mundo, debido a esto, la produccién agroindustrial y la gestién
eficiente de residuos adquieren importancia en la actualidad. La blsqueda de alternativas
sostenibles y rentables se torna fundamental para promover una industria mas respetuosa

con el medio ambiente (Benitez, 2018).

Esta problematica abarca a todos los paises del mundo, pero con mayor énfasis a paises
como el Ecuador, donde el sector agricola posee un papel importante en la economia del pais
y representa el 7,81% del PIB nacional, lo equivalente a 8.410,8 millones de dolares (Banco
Central del Ecuador [BCE], 2019). Entre las materias primas mas utilizadas en la produccién
agroindustrial mundial, se destaca el brocoli que forma parte importante por el nivel de
consumo en diferentes paises en donde resaltan China, India, Estados Unidos, México, entre
otros (Yan et al., 2023).

Asi como, la agroindustria ecuatoriana representa el 2% de las exportaciones del pais, cifra
significativa por lo que enfrenta el reto de gestionar estos residuos de manera eficiente
(Ministerio de Agricultura y Ganaderia [MAG], 2021). Pero actualmente su uso se limita solo
a la parte comestible, proveniente del florete, que compone sélo un 15% de la biomasa total
de la planta, lo cual provoca que el 47% de biomasa perteneciente a las hojas y el 38%
perteneciente a las raices y tallo, no posea algin valor comercial, lo que genera una gran

cantidad de residuo sin aprovechamiento Gtil y rentable (Liu et al., 2018).

Entre las soluciones més prometedoras para combatir esta problemética medioambiental se
encuentra la revalorizacion de los residuos agroindustriales para la produccién de
compuestos con valor agregado como productos quimicos, biocombustibles, alimentos, entre
otros (Tirado et al., 2022). Debido a la composicién lignocelulésica de la biomateria del brécoli
sus residuos se pueden utilizar para formar biocombustibles (Damien, 2010). Otra alternativa
es aprovechar sus destacadas propiedades anticancerigenas, cardiovasculares, entre otros
compuestos de alto valor en la elaboracion de un subproducto (Yan et al., 2023, Krupa-Kozak
et al., 2019).

Al presentarse escasos estudios previos sobre la utilizacién de la biomasa residual del brécoli,
uno de los enfoques de esta investigacion fue probar la presencia de azucares fermentables
en una especie local y proceder a optimizar para obtener un mejor rendimiento en la

produccion de azucares fermentables. A la vez, otro de los enfoques fue conservar la
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composicion nutricional en la elaboracién de un complemento alimenticio. Para demostrar

esto se realiza la elaboracion de dos subproductos.

El procedimiento de hidrdlisis acida se destaca como una de las alternativas mas efectivas
para la obtencion de azlcares fermentables como materia prima en la produccion de
biocombustibles a partir de residuos lignocelulésicos, como los que genera la producciéon de
brécoli (Soto-Romo et al., 2023). Sin embargo, este proceso puede incluir la formacion de
inhibidores que afectan la fermentacion. La optimizacién de las condiciones de este
pretratamiento y la hidrélisis enzimatica es esencial para superar estos obstaculos y obtener

un mejor rendimiento de azucares (Gilon Salazar, 2022).

En este contexto, el presente trabajo tuvo como primer objetivo la obtencién de azlcares y
dentro de este objetivo el identificar y optimizar las condiciones de pretratamiento mediante
hidrolisis acida en la cual se realiza el disefio factorial 2k, bajo condiciones de operacién
controladas como la temperatura, el tiempo, la concentracion de biomasa y la concentracion
del &cido para la posterior hidrélisis enzimatica con las condiciones dptimas resultantes para

aumentar su rendimiento.

Como segunda opcién planteada para la valorizacién de los residuos de brdcoli se elaboré
harina mediante el método de liofilizaciébn bajo parametros de tiempo y temperatura
especificos, y asi conseguir que el producto final posea las propiedades fisico quimicas

requeridas para su posterior uso en la industria alimentaria, cosmética y nutracéutica.

1.1 Objetivos Generales y Especificos

1.1.1 Objetivo General.

Obtener productos de valor afiadido a partir de residuos de brocoli, con el fin de mejorar la

sostenibilidad y la rentabilidad de la produccién agroindustrial.

1.1.2 Objetivos Especificos.
e Obtener aztcares mediante el pretratamiento acido y la hidrélisis enzimatica a partir
de residuos del brocoli.
e Elaborar y caracterizar una harina mediante el proceso de liofilizacién de los
residuos de brécoli.
e Comparar propiedades de los productos obtenidos con informacién secundaria y

sugerir posibles aplicaciones industriales.
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Capitulo 2. Marco Tebrico

2.1 Residuos Agroindustriales

Entre los afios 2000 a 2021, se presenta un crecimiento de un 54% de los cultivos agricolas
primarios a nivel mundial, como se evidencia en la Figura 1, alcanzando los 9.5 billones de
toneladas de productos que se distribuyen como alimentos, pienso e insumos de productos
farmacéuticos, combustibles, entre otros (Organizacién de las Naciones Unidas para la
Agricultura y Ganaderia [FAQ], 2022). Estas actividades agricolas, y gran parte de las
industrias agroalimentarias, son responsables de producir grandes cantidades de
subproductos de sus operaciones, se estima que 1.300 millones de toneladas de alimentos
se desperdician anualmente en el mundo, lo que equivale entre un tercio y un cuarto de lo
gue se produce, se relaciona esta pérdida a la conducta de descartar alimentos que aun
tienen algun valor por parte de los mayoristas, minoristas y consumidores (Benitez, 2018).
Estos residuos provenientes de materia vegetal se encuentran constituidos mayormente de
biomasa lignoceluldsica y poseen un alto potencial econémico debido a sus caracteristicas,
pero, a su vez, tienen el inconveniente de que no pueden ser almacenados por grandes
periodos de tiempo al aire libre debido a su naturaleza de rapido deterioro y descomposicion
(Damien, 2010).

Billones de toneladas
l

(= w o wy o -
8 8 3 3 g 8
~ ~ ~ ~ ~ ~
e Cereales e Cultivos de azicar == Vegetales = Cultivos oleaginosos
== Frutas = Raices y tubérculos == Otros

Figura 1. Producciéon mundial de cultivos primarios por grupo de productos basicos. Fuente: (FAO, 2022).

2.1.1 Problematica de los residuos agroindustriales

En la década de los setenta se llevan a cabo los primeros estudios sobre los residuos
agroindustriales y su aprovechamiento, debido a que conforman una problematica en
crecimiento por las cantidades significativamente altas de subproductos producidos, a la falta
de interés por la naturaleza, al escaso avance de las tecnologias de tratamiento y una

disposicioén final inadecuada al ser tratadas como residuos domésticos, lo que provoca costos
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adicionales a las empresas y genera grandes perjuicios en ambitos sociales, econémicos y
ambientales (Corredor & Pérez, 2018; Damien, 2010; Saval, 2012). Ademas, segun la
Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO), el 14% de
todos los alimentos se desperdician antes de llegar al mercado, esto demuestra una
ineficiencia del uso del producto cosechado, valorado en 400.000 millones de délares,
ademas, dichos desperdicios y la pérdida de estos productos generan emisiones de gases
de efecto invernadero equivalentes al 8% del total en todo el mundo, lo cual ocasiona severas

consecuencias al medio ambiente (FAO, 2020).

En Ecuador, pais en vias de desarrollo, se demuestra que un porcentaje importante de su
economia proviene de la agroindustria, motivo por el cual, los residuos agroindustriales se
presentan en abundancia, concretamente se estima, a partir de los datos de cosecha
registrados anualmente que se produce alrededor de 2.200 millones de kilogramos de
desperdicios, entre los cuales, la mayoria tienen un potencial de uso debido a sus contenidos
lignocelulésicos o de almidén pero son muy poco aprovechadas (Riera et al., 2018). Las
zonas en donde se producen la mayoria de subproductos de la agroindustria ecuatoriana es
en la region Costa principalmente, con productos cultivados en grandes cantidades para
mercados externos como el cacao, banano y el café; seguido de la region Sierra en donde la
produccion de productos alimenticios y lacteos para el consumo en mercados internos del
pais es relevante (Quevedo, 2013). En el afio 2013, segun el Ministerio Coordinador de
Sectores Estratégicos existe una tendencia hacia la disminucion del empleo y consumo de
biomasas, tales como la lefia y los residuos de la cafia de azucar, como fuentes energéticas
primarias en el pais. Por lo que se relaciona el limitado uso de biomasa en el pais a factores
como: los precios mas accesibles de otros combustibles, la falta de inventarios para la
biomasa dentro del territorio que indiquen su ubicacion y disponibilidad, la falta de impulso de

las tecnologias de tratamiento y la falta de capital del gobierno (Samaniego & Abad, 2015).

2.1.2 Enfoques actuales de los residuos agroindustriales

En el siglo XXI, los residuos agroindustriales constituyen parte fundamental de la energia
producida, especialmente en paises menos desarrollados. Estos residuos se clasifican en:
residuos de campo (hojas, vainas de semillas y tallos) que quedan después de realizar la
cosecha y residuos de procesos (melaza, ciscara, bagazos, vastagos, semillas, hojas, tallo,
paja, pulpa, rastrojo y raices) aquellos existentes luego de transformarlos al producto final
consumido (Romero-Saez, 2022). Algunos ejemplos de residuos agroindustriales que se
pueden aprovechar para la generaciéon de bioetanol o biodiesel son la fibra de maiz, el orujo
de uva, el rastrojo de maiz, tallo de algodon, bagazo de cafia de azucar o de sorgo dulce,

entre otros (Romero-Saez, 2022). Por lo que se sostiene la idea de reducir el desperdicio
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mediante el aprovechamiento de los residuos, esto a su vez, es una solucién a problematicas
mencionadas anteriormente, debido a que reduce el consumo de recursos naturales como
materia prima y genera un nuevo ingreso para las empresas (Corredor & Pérez, 2018). Las
grandes empresas toman la decision de utilizar un gran porcentaje de los residuos como
alimento de ganado o para mantener las condiciones 6ptimas del suelo destinado a cultivos
y evitar su erosion, lo cual tiene un menor impacto en el ecosistema, pero no es del todo
aprovechado el potencial oculto de estas materias residuales donde se puede recolectar una
cantidad significativa en aquellas operaciones para fines energéticos, sin descuidar lo

utilizado para el suelo (Fernandez Salgado, 2009).

Por lo tanto, se estudian diversos avances tecnoldgicos para revalorizar estos subproductos
de la industria agricola y alimentaria, permitiendo tener procesos con mayor eficiencia y de
forma mas amigable con el ambiente (Fernandez Salgado, 2009). Estos avances permiten
generar una gran variedad de bioproductos nuevos, pero con un inconveniente latente de no
ser energéticamente rentables por el momento. Uno de los principales usos de los residuos
es emplear la biomasa presente en su interior para la produccién de biocombustibles
(Damien, 2010).

2.2 Biomasa

La biomasa segun Tursi (2019) se define como “toda sustancia organica derivada directa o
indirectamente de la fotosintesis” (p. 2). Esto indica que la biomasa se encuentra presente en
la mayoria de los seres vivos, tanto en plantas que las producen (forma directa) como en
animales que las consumen (forma indirecta), también resalta lo esencial que es el proceso

de sintesis para el origen de la misma.

Pero esta definicibn de biomasa se complementa con lo descrito por la RAE (Real Academia
Espafiola [RAE], 2023) “originada en un proceso biolégico, espontaneo o provocado, utilizable
como fuente de energia” y lo que menciona Puigdevall y Galindo (como se citd en Manrique,
2017) “pueden ser sometidos o no a diferentes procedimientos de transformacion y que son
susceptibles de ser utilizadas por debajo de su tasa de renovacion natural” (p. 11). Estas
definiciones hacen alusién a que este material mediante el proceso de fotosintesis produce
azucares y otros compuestos, los cuales, se utilizan como materia prima de productos
energéticos siempre que se cumpla con la regla de renovabilidad mencionada. No obstante,
en el caso de los combustibles fésiles que se originan a partir de biomasa animal en los
periodos geoldgicos, estos no cumplen con la tasa de renovacion, es decir, no se consideran

como una biomasa al ser una fuente de energia no renovable.
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2.2.1 Biomasa lignocelulésica

La biomasa lignoceluldsica se obtiene de los vegetales, cuya estructura esta compuesta
principalmente por celulosa, hemicelulosay lignina, cuyos componentes comprenden mas del
90% de la composicion polimérica de la lignocelulosa presente en las plantas. Los sustratos
lignocelulésicos se encuentran entre los recursos de biomasa de primera linea que deben
explotarse para la produccién de productos de valor afiadido. Por ello resulta de gran interés
para los investigadores de todo el mundo pues representa aproximadamente el 36% de los
1.300 millones de toneladas de residuos que se producen a nivel mundial cada afio (Okonkwo
et al., 2023). La valorizacion de este tipo de biomasa comprende estrategias de
pretratamiento y transformacién para su despolimerizacién y posterior produccion de
productos quimicos, materiales, energia, forraje (alimento para ganado/animales),
fertilizantes, entre otros (Tirado et al., 2022). Los pretratamientos que se aplican a la lignina
hacen que la utilizacién final comprenda valores inferiores al 2%. Es por ello que se realizan
investigaciones en la actualidad para encontrar una adecuada manera de obtener productos
de valor afadido al utilizar todos los componentes lignocelulésicos y con el minimo

desperdicio posible en cuanto a la lignina (Dessie et al., 2023).

2.2.2 Componentes de la biomasa lignocelulésica

La totalidad de biomasas lignoceluldsicas estdn compuestas de componentes estructurales
mayoritariamente como la celulosa, hemicelulosa y lignina como se observa en la Figura 2. y
de componentes no estructurales en menor medida, tales como compuestos organicos e

inorganicos, almidén, proteinas, entre otros (Pelaez Samaniego et al., 2013).

Los contenidos de las concentraciones de sus componentes estructurales estan sujetos al
tipo o fuente de biomasa. Pero en general se tiene entre un 40 a 50 % de celulosa (polimero
de glucano lineal con mas de 10.000 unidades de glucosa unidas por enlaces [3-(1-4)-
glucosidicos, de gran resistencia mecanica que permite formar la estructura de las plantas y
es el polimero natural con mayor abundancia en el mundo), un 20 a 30 % de hemicelulosa
(mezcla compleja de polimeros de hetero carbohidratos amorfos ramificados de cadena mas
corta conformado por una variedad de azucares diferentes y de tres fenoles propiénicos,
menos resistente térmicamente que el polimero de celulosa), y un 10 a 25 % de lignina
(polimero amorfo complejo basado en estructuras fendlicas, responsables de liberar
compuestos aroméaticos en la degradacion térmica, durabilidad, agente antimicrobiano y
encargado del color de las plantas). La estructura de biomasa lignocelulésica esta compuesta
por fibrillas de celulosa unidas por hemicelulosa y cementadas por lignina (Pelaez Samaniego
et al., 2013, Samaniego & Abad, 2015).
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Figura 2. Estructura de Biomasa Lignocelulésica. Adaptada de: (Okonkwo et al., 2023).

2.2.3 Origen

La biomasa surge a partir de la energia solar que es captada por las plantas en forma de
radiaciones luminicas mediante un proceso denominado fotosintesis, en el cual ademas se
capta dioxido de carbono de la atmdsfera, agua y minerales del suelo para transformar estas
radiaciones en azlcares, las cuales se almacenan en forma de energia quimica en su

organismo y llega a los animales mediante la cadena alimenticia (Madrid, 2012).

Se puede obtener este biomaterial de fuentes como los bosques naturales, plantaciones
forestales, producciones de cultivos y algas o de los residuos de cualquiera de las fuentes
gue se mencionan. También pueden ser derivados de procesos industriales, municipales u

otras operaciones gubernamentales (Nunes et al., 2020).

2.2.4 Clasificacion

La biomasa al ser un término que abarca una amplia gama de conceptos y residuos se
presentan diferentes opciones para su clasificacion, las mas comunes suelen ser: por su
procedencia (naturales y antropoldgicas), su finalidad (cultivos energéticos y residuales), el
contenido de humedad (biomasa residual himeda y seca si su contenido de agua es mayor
o menor al 50% respectivamente), los elementos que la componen (azucarada,
lignocelulésica, oleaginosa, amilacea, entre otros) y el sector que lo suministra (deforestacion,

industria, agricultura, ganaderia y residuos) (Fernandez Salgado, 2009; Manrique, 2017).

Para el caso de este estudio, la biomasa de residuos de Brécoli se clasifica como
antropoldgica, ya que se obtiene de las actividades agricolas e industriales que realiza el ser
humano. Ademas, se considera residual, debido a que no se emplea en procesos posteriores,
salvo el compostaje y presenta un contenido de humedad mayor al 50%, en sus tallos y hojas,

lo que la convierte en una biomasa humeda (Rodriguez & Rojas, 2022). Por dltimo, de
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acuerdo a su contenido se encasilla como una biomasa lignocelulésica, segun el estudio de

Liu et al. (2018), la identifica como un material lignificado con un gran potencial.

2.2.5 Ventajas e inconvenientes del uso de la biomasa

Entre las principales ventajas de la biomasa destaca su caracter renovable lo que significa
que tiene la capacidad de regenerarse por medios naturales. También posee otros beneficios,
ya que en su combustién no desprende hidrocarburos y azufre, o lo hace en cantidades muy
insignificantes lo cual evita la contaminacion, ademas sus cultivos impiden la erosion de
suelos (Roldan Viloria, 2013). Otras ventajas relacionadas con el medio ambiente incluyen un
balance de di6éxido de carbono neutro y la ausencia de emision de particulas sélidas,
contaminantes nitrogenados o sulfurados, a diferencia de otros combustibles (Fernandez
Salgado, 2009).

Entre los inconvenientes de la biomateria esta su costo de produccion a comparacion de
combustibles fésiles, ademas de ser estacional y necesitar un acondicionamiento o
transformaciéon en algunos casos (Fernandez Salgado, 2009). Ademas, se conoce gque no
todos los productos de la biomasa son recuperables y para que su aprovechamiento sea
rentable es necesario disponer grandes cantidades del biomaterial, o cual dificulta procesos
relacionados a su obtencion como la recoleccion, el transporte y el almacenaje, esto

incrementa los costos de su tratamiento (Roldan Viloria, 2013).

2.2.6 Caracterizacion y pretratamientos de la biomasa lignocelulésica.

La caracterizacion de cualquier tipo de biomasa se realiza con la finalidad de conocer sus
caracteristicas fisico quimicas, ademas que es un proceso fundamental, debido a que influye
en la manera en la que se va a realizar procesos tales como el transporte, comercializacion,
transformacion y utilizacién, con o sin fines energéticos (Samaniego & Abad, 2015). Entre los
métodos que permiten conocer caracteristicas basicas destacan el andlisis proximal y
elemental. El analisis proximal posibilita obtener de manera general su composicién mientras
gue el analisis elemental obtiene informacion de la composicién mineral y quimica de forma
detallada. Otro andlisis de importancia es el contenido energético que se mide mediante el
poder calorifico el cual representa el calor desprendido de la combustion completa de la
biomasa. También los valores del contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina son

relevantes (Puente Urbina, 2022).

El método mas utilizado para caracterizar las biomasas es a través de un andlisis proximal,
incluye el contenido de humedad, compuestos volatiles, cenizas, carbohidratos, proteinas y

grasas (Manals-Cutifio et al., 2019). El conocimiento de las caracteristicas de la biomasa
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estudiada del brécoli, permite diferenciarlos de otros tipos de biomasa con similares
caracteristicas, prever su comportamiento en tratamientos o equipos aplicados a lo largo de

la investigacion, o realizar aproximaciones del rendimiento de sus productos.

Las metodologias aplicadas para el pretratamiento de la biomasa lignocelulésica tienen como
finalidad obtener un material compuesto principalmente de componentes como la celulosa,
hemicelulosa y lignina en cantidades variables segun la disponibilidad de la materia prima
(Guarnizo et al., 2009). Se clasifican en pretratamientos fisicos, quimicos, fisico quimicos y
biol6gicos (empleados en matrices de biomasas complejas) (Zhao et al., 2017). Estas deben
cumplir con ciertos requisitos como evitar la degradacion de los carbohidratos a formas no
fermentables o toxicas para la levadura (hidroximetilfurfural), y se debe minimizar los costos
energeéticos para que resulte econdémicamente rentable, al mismo tiempo, debe ser amigable

con el ambiente (Guarnizo et al., 2009).

Los métodos mas empleados son la hidrolisis acida y basica, el blanqueo con ozono y
peréxido, explosion de vapor, solventes organicos, disolventes, asistido por ultrasonido y
combinaciones de los mismos (Abolore et al., 2023). Estos procesos suelen verse afectados
por diversos factores como temperatura, presion, duracion, agitacion, pH, entre otros, por lo
tanto, su eficiencia y calidad de la extraccion de los componentes deseados dependen de
estos factores, que se deben controlar y optimizar cuidadosamente (Pinto et al., 2022). Entre
los beneficios que se presenta en la biomasa al aplicar este tipo de pretratamiento se
encuentran la ruptura de la barrera de la lignina y el aumento de la superficie disponible para

futuras reacciones quimicas, microbianas y enzimaticas (Abolore et al., 2023).

2.2.7 Biomasa como fuente de obtencidn de energia

El diéxido de carbono (CO.) se clasifica como uno de los principales gases de efecto
invernadero responsables del calentamiento global. La combustiéon de combustibles fésiles
es una de las principales fuentes de emisiones de CO,. Las emisiones globales de CO;
originadas por la combustion de energia y procesos industriales experimentaron un aumento
del 0,9%, equivalente a 321 millones de toneladas, durante el afio 2022, alcanzando un récord
de 36,8 Gt (mil millones de toneladas). Esta evaluacién se basa en un analisis exhaustivo que
realiza la Agencia Internacional de Energia (IEA), y que abarca un estudio detallado a nivel
regional y segun el tipo de combustible, el crecimiento a lo largo de los afios desde 1900
hasta el 2022 que se presenta en la Figura 3. En la actualidad, estas emisiones incrementan
el interés de la comunidad cientifica por resolver esta problemética medioambiental mediante

alternativas sustentables, entre las cuales se destaca el uso de biomasa (AIE, 2022).
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Figura 3. Emisiones globales de CO2 procedentes de la combustién de energia y procesos industriales, 1900-
2022. Fuente: (Agencia Internacional de Energia [AIE], 2022).

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO, 2020)
menciona la existencia de diversos procesos para producir energia a partir de la biomasa que
van desde lo mas simple hasta lo mas complejo dependiendo del producto que se va obtener.
El desafio de esta alternativa para obtener energia, proviene de la cadena de suministro de
materia prima, como ya se menciond anteriormente, su bajo valor econémico, su naturaleza
variable y sus operaciones logisticas son desventajas que se necesitan optimizar para una

produccién rentable (Nunes et al., 2020).

La biomasa humeda se puede transformar en biomasa seca, y viceversa, a través de
pretratamientos que la adapten a las necesidades particulares, pero se debe tener en cuenta
gue el rendimiento energético se ve afectado negativamente a medida que se emplean mas
pretratamientos (Manrique, 2017). Mediante diversos métodos de conversion, detallados mas
adelante, es posible obtener diferentes formas de energia a partir de la biomasa incluyendo
la eléctrica, la térmica mediante la combustion directa y la mecanica a través de
biocarburantes o biocombustibles aplicados en motores de combustién interna (Roldan
Viloria, 2013).

2.2.8 Tecnologias aplicadas a la biomasa para la obtencion de energia

Para la conversion de la biomasa en energia se utilizan diversos métodos de transformacién
gue son aplicables a cualquier biomasa, pero se subdivide en tres categorias: termoquimicas,
bioguimicas, y fisicoquimicas. Las termoquimicas se producen aplicando calor y procesos
guimicos, las bioguimicas descomponen la biomasa a través de agentes biol6gicos como
bacterias, enzimas, levaduras, entre otros y los fisicos quimicos que emplean procesos como
la esterificacion y transesterificacion para la produccién de biocombustibles de alta calidad
(Tursi, 2019). Los procesos, aplicaciones y/o productos de cada tipo de tratamiento se

presentan en la Figura 4:
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Figura 4. Procesos o tratamientos de conversion de la biomasa. Adaptado de: (Tursi, 2019).
2.3 Brocoli

2.3.1 Generalidades

El brécoli cuyo nombre cientifico es Brassica oleracea var. ltalica pertenece a la familia
Brassicaceae (Cruciferae) la cual estd compuesta de 372 géneros y 4060 especies (Yesilyurt,
2023). Dentro de la familia Brassicaceae, se destacan seis especies que predominan por su
importancia a nivel econémico, por sus semillas oleaginosas, condimentos u hortalizas y
consta de tres especies diploides (B. rapa, B. nigra y B. oleracea), que mediante hibridaciones
da lugar a las tres especies alotetraploides (B. napus, B. juncea y B. carinata) (Koh et
al.,2017). Es una planta cultivada por el contenido de nutrientes presentes en el mismo. La
mayoria de las variedades de brdcoli alcanzan su madurez en un lapso de 60 a 70 dias

después de su siembra (Ghimire et al., 2023).
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Su nombre proviene del término italiano “broco” y su traduccién significa brote o retono, lo
cual hace referencia a su parte comestible (Epigmenio, 2013). Esta hortaliza surge a partir de
la col salvaje (planta silvestre que dio lugar a la coliflor, col, col de Bruselas entre otras
especies), en paises del Mediterraneo y del continente asiatico. La introduccion del bracoli a
los Estados Unidos se realizé por italianos en 1806 y en 1920 se convirtié6 en una planta

comestible muy conocida (Ortiz Huamani, 2019).

Debido a su adaptabilidad, su cultivo se extiende en todos los suelos del mundo que cumplan
con las minimas condiciones necesarias para su crecimiento, es decir, un ambiente adecuado
y un suelo lleno de minerales, los cuales se absorben por la planta, y que posteriormente,
aportan un gran valor nutricional y grandes beneficios a sus consumidores, como su

capacidad de combatir el cancer y enfermedades cardiovasculares (Keck & Finley, 2004).

2.3.2 Produccién y consumo mundial

El brécoli es una de las hortalizas mas consumidas del mundo, como se refleja en su
incremento en las producciones mundiales en la Figura 5, los paises con los mayores
volimenes de consumo en 2019 (combinada con la produccion de coliflor), son China con 11
millones de toneladas con un valor de 9 mil millones de ddlares; en India con 9,2 millones de
toneladas valorado en 6 mil millones de délares y Estados Unidos con 1,2 millones de
toneladas por 1,6 mil millones de doélares; estos paises representan el 78% de consumidores

mientras que México representa el 1,9% (IndexBox, 2020).

Producciéon de Brocoli a nivel mundial
1E+07

S5E+06

Toneladas

1E+06 1E+06
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e ® & < & g g & g
& N y &e“b & ¥ < 3 o 4 & ¢

Paises Top 10

Figura 5. Produccion de brécoli por diferentes paises en 2020 (top 10). Fuente: (Yan et al., 2023).
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La produccién global en 2020 alcanz6 los 25,53 millones de toneladas, liderada por China
con 9,55 millones de toneladas, seguida por India y Estados Unidos, cada uno con mas de 1
millén de toneladas (Yan et al., 2023). Segun la base de datos Market Data Forecast el
mercado del brocoli (combinado con el de la coliflor) se calcula en 23,1 mil millones de délares
y se estima un crecimiento anual con una tasa compuesta de 4,19% durante los afios 2022 a
2027 (Market Data Forecast [MDF], 2023).

2.3.3 Produccién en el Ecuador

La produccion del brdcoli en el Ecuador en el afio 2021 alcanzé mas de 129 mil toneladas,
de las cuales se exportan 89 mil toneladas por un valor de 150 millones de ddlares, esta
representa el 2% de las exportaciones agricolas de ese afio, su cultivo cubre alrededor del
3% de la superficie de cultivos temporales en la region Sierra. El cultivo de brécoli es uno de
los commodities mas representativos en el comercio internacional del sector agricola en el
Ecuador, sus principales destinos durante los ultimos afios son Japon y Estados Unidos con
40% y 32% respectivamente (MAG, 2021). Segun la Federacion Ecuatoriana de Exportadores
(Fedexpor, 2022) en el Reporte Estadistico de Comercio Exterior, las importaciones que

Japon realiza a Ecuador aumentaron un 23%, sumando 74 millones de doélares.

Durante los ultimos afios se evidencia un auge en la regién andina del pais, su crecimiento
puede observarse en la Figura 6, a causa de las numerosas hectareas de brécoli que se
cultivan en haciendas, la mayoria ubicadas al sur de Quito, para cinco grandes industrias
transnacionales que exportan el brdcoli congelado (Le Gall, 2009). Actualmente, gracias al
aumento en su produccién y su posterior consolidacion en el mercado del brécoli en el
Ecuador, apoya al sector econdmico significativamente y genera fuentes de empleo en las

provincias de mayor produccion (Vélez Duque & Alava Murillo, 2021).

En el Gltimo siglo, Ecuador ocupa el tercer lugar entre los principales exportadores de brocoli
congelado a Europa y el noveno lugar de brécoli fresco a nivel mundial. El proceso desde el
cultivo hasta su transformacion generdé mas de 11.500 puestos de trabajo dentro del pais, y
se estima que sostiene a unas 4.000 familias ecuatorianas (Asociacion de Productos

Ecuatorianos de Frutas y Legumbres [Aprofel], 2003, como se cit6 en Le Gall, 2009).
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Figura 6. Hectareas de Brocoli cultivado en el Ecuador. Fuente: (MAG,2021).

2.3.4 Superficie cosechada y Rendimiento de la produccion

De acuerdo al ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG) y el Instituto Nacional de
Estadisticas y Censos (INEC), en el 2021 el brécoli forma parte de los principales cultivos que
se siembran en el Ecuador, ocupa una cantidad de superficie aproximada para las
plantaciones que ronda las 9.089 hectareas, 8.725 hectareas de superficie por cosecha y un
rendimiento 15,50% de toneladas por hectarea, produce una cantidad de 135.259 toneladas
de producto anualmente (Sistema de Informacion Publica Agropecuaria del Ecuador [SIPA],
2021).

2.3.5 Zonas de produccién

Debido a su posicién geografica estratégica, el Ecuador cuenta con una ubicacion Unica. Las
plantaciones se ubican en areas donde reciben una amplia exposicion a la luz solar directa.
Su produccién se concentra en la region Sierra del pais, en donde se produce el 99% de
brécoli, principalmente en 6 provincias del Ecuador, como se observa en la Figura 7. En
Azuay, Su USO es para consumo interno y se mantiene estable en los ultimos afios (MAG,
2021).

AREAS DE PRODUCCION DE BROCOLI EN
ECUADOR
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1%

16%

79%

Figura 7. Areas de Brocoli cultivadas en el Ecuador. Fuente: (MAG,2021).

Tannya Cristina Orellana Yumbla - Antonio Isaac Ortega Andrade



UCUENCA 28

Entre las empresas que predominan el mercado del brécoli congelado que se destina para la
exportacion se encuentran Provefrut, Padecoza IQF, Ecofroz, Pilvicsa y Valled Foods.
Ademas, se estima que los dos tercios de la produccion de bréocoli proviene del 7% de
productores cuyas haciendas contienen terrenos de cultivo mayores a las 100 hectareas, lo
gue quiere decir que el 93% que representan a medianos y pequefios productores producen
un tercio del total del pais (Le Gall, 2009).

2.3.6 Variedades de brécoli en el Ecuador

Entre las variedades de brécoli que mas se utilizan en el Ecuador segun Santillan, J. (2021)
estan Avenger, Legacy, Marathon, Coronado y Domador. Se nombran otras especies hibridas
como Shogun, Patriot, Arcadia, Samurai, Ninja y Vikingo, todas estas especies se diferencian
en sus caracteristicas fisicas como en su coloracion, tamafio de planta, tamafio del granulo
del florete y periodo de madurez (Vallejo Lépez, 2013). Las mas relevantes son el brocoli
Legacy (presenta mayor cantidad de cabezas homogéneas, grandes tallos y buena calidad
grano liso, apto para cultivos en la Sierra y de buena rentabilidad), Domador (cabeza
compacta de grano fino, coloracién verde oscuro, adaptable a 1.700 a 2.750 m.s.n.m.) y
Marathon (color azul verdoso, cabeza grande de granulos finos a intermedio, adaptable al
clima de zonas intermedias y frias) estas caracteristicas dan a estas variedades la
importancia en su cultivo (Agroactivo, 2023). Las mas representativas se encuentran en la

Figura 8.

Figura 8. Variedades de Brocoli: a. Legacy, b. Domador y c. Marathon. Fuente: (Variedades Del Brécoli
Imagenes y Fotos, 2023).

2.3.7 Estructura y Morfologia

Su gran consumo se debe en gran parte a causa de su estructura y morfologia del cultivo,
gue contiene varias partes distintivas que contribuyen a su apariencia y funcion general. La
planta de brécoli consta del florete, hojas, tallo y raices. Esta planta se caracteriza por tener

una inflorescencia con forma de un florete con cabeza compacta y comestible de color verde,
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sostenido en un tallo, cuyo crecimiento es limitado por la misma y presenta unas pocas
ramificaciones con inflorescencias secundarias ubicadas en los nudos superiores. Su
diametro y altura varian aproximadamente entre 2 a 6 cm y 20 a 50 cm, respectivamente

(Toledo, 2003). A continuacién, se describe la morfologia de cada parte del cultivo:

2.3.7.1 Florete. La inflorescencia tipo pella puede llegar a medir 20 cm de diametro y
pesar hasta 2 kg, estd presente en forma granulada y se compone de numerosos
brotes florales del brocoli de tamafio pequefio, conocidos como floretes, los cuales se
encuentran unidos al tallo mediante un peddnculo, estos se recolectan antes de que
se desplieguen completamente. EI momento 6ptimo para la cosecha comercial de
brécoli es cuando las cabezas estan firmemente compactas, momento en el cual

tienen un color verde oscuro y brillante (Ghimire et al., 2023; Toledo, 2003).

2.3.7.2 Flores. Si se permite que la planta del brécoli madure completamente, los
brotes florales se abrirAn en pequefas flores amarillas perfectas y actinomorfas,
tipicas de la familia Brassicaceae. Estas flores son cruzadas y tienen cuatro pétalos
en forma de cruz, a esto se le atribuye su antiguo nombre de la variedad Cruciferae.
Su polinizacién se realiza por via cruzada, mediante insectos como las abejas y
moscas (Borja Martinez, 2023; Toledo, 2003).

2.3.7.3 Tallo. El tallo es largo y cilindrico, donde nacen las hojas y la parte superior
sostiene el florete, su grosor puede variar dependiendo de su estado de maduracion
siendo delgado cuando es joven y grueso si este ya ha pasado el limite de madurez

para el consumo (Borja Martinez, 2023).

2.3.7.4 Hojas. En los nudos del tallo del brocoli se encuentran las hojas estas se
encuentran entre 15 a 30 hojas grandes, que presentan una silueta ondulada con
peciolos alargados, limbos profundamente lobulados, un tamafio aproximado de 30
cm de ancho y 50 cm de largo, suelen tener bordes dentados y marcadas nervaduras
de color blanco. Ademas, en su superficie cuentan con una cuticula cerosa
impermeable (Borja Martinez, 2023; Toledo, 2003).

2.3.7.5 Raiz. Segun Toledo (2003) describe a la cabellera ramificada de raices que se
extienden en el suelo del brécoli como: “el sistema radicular es pivotante y lefioso. La
raiz primaria puede profundizar hasta 0,8 m en el perfil del suelo y generalmente se

pierde durante la extraccion del almacigo.” (p. 10)

2.3.7.6 Fruto. El fruto de esta hortaliza es una silicua que contiene mas de 10 semillas

gue son liberadas espontaneamente cuando la planta alcanza la madurez. Estas
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semillas tienen forma esférica con un diametro de 2 mm y de coloracién entre marrén
y rojizo (Toledo, 2003).

2.3.8 Propiedades nutritivas y prebioticas

Segun la escala de ANDI (Aggregate Nutrient Density Index) en el afio 2022 se encuentra
dentro de los 20 mejores alimentos por la relacion de las calorias frente a las vitaminas,
minerales y fitonutrientes medidas por esta escala (Cuesta & Fusari, 2022). Esto se debe a
gue su parte comestible aporta diferentes compuestos bioactivos a la salud como
carotenoides, esteroles vegetales, vitaminas (A, B6, B12, C, D, E, K, tiamina, riboflavina,
niacina, acido félico) principalmente C o K, minerales antioxidantes (calcio, potasio, sodio,
fésforo y pequefias cantidades de zinc, selenio, hierro, magnesio y manganeso) y fibra (Vélez
Duque & Alava Murillo, 2021). Los valores de estas propiedades del florete se ven reflejadas

en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicion nutricional del florete en 100 gramos de brocoli. Fuente: (Zamora, 2016).

Nutriente Valor
Agua (%) 91
Energia (kcal) 28
Proteina (g) 3.0
Grasa (Q) 0.4
Carbohidrato (g) 5.2
Fibra (g) 1.1
Ca (mg) 48
P (mg) 66
Fe (mg) 0.9
Na (mg) 27
K (mg) 325
Vitamina A (Ul) 1542
Tiamina (mg) 0.07
Riboflavina (mg) 0.12
Niacina (mg) 0.64
Acido ascorbico (mg) 93.2
Vitamina B6 (mg) 0.16

Las propiedades prebibticas del brocoli hacen de ella una de las plantas de cultivo de gran
interés pues favorecen en la salud humana, inhibiendo el crecimiento tumoral dando lugar a
la muerte de células cancerigenas, impidiendo la aparicion de enfermedades
cardiovasculares o neurodegenerativas, la diabetes y la anemia, también actida como
antioxidante, desintoxicante celular y actividad antimicrobiana, y esto se debe al contenido de
compuestos anticancerigenos denominados glucosinolatos. (Cuesta & Fusari, 2022; Zamora,
2016)
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Los compuestos hioactivos del brécoli se describen en la Tabla 2, en donde los glucosinolatos
son compuestos que contienen nitrégeno y azufre (Langston et al., 2023). Tienen propiedades
antioxidantes, antitumorales y cardioprotectores. Los compuestos fendlicos son antioxidantes

gue pueden evitar enfermedades cardiovasculares (Cuesta & Fusari, 2022).

Esta planta contiene enzimas llamadas mirosinasas producidas por la hidrdlisis enziméatica de
las B-Glucosidasas y como consecuencia se forman los isotiocianatos en altas
concentraciones siendo tdxicas para insectos o microorganismos. Por ello resulta de interés

Su uso como pesticidas naturales (Cuesta & Fusari, 2022).

Tabla 2. Compuestos bioactivos del brécoli. Fuente: (Cuesta & Fusari, 2022; Golli et al., 2023).

Compuestos Bioactivos Derivados
Glucosinolatos Glucorafanina, Glucobrasicina.
Isotiocianatos Sulforafano, Indol-3-Corbinol.

Flavonoides (quercetina, kaempferol y rutina son los mas
Compuestos Fendlicos abundantes en el brécoli), antocianos, acidos
hidroxicinamicos.

Los metabolitos bioactivos del glucosinolato (isotiocianatos) en la quimioprevencion, la
neuroproteccion, y tratamiento del sindrome metabélico hacen de la estructura de este
alimento un tema a estudiar con minuciosidad en los ultimos afios (Langston et al., 2023).
Pero al ser el objeto de estudio las partes no consumidas de la planta de brécoli, las partes
como el tallo y las hojas principalmente, debido a que abarcan la mayor cantidad de biomasa
de la planta (70%), y al poseer distintas caracteristicas de composicion del florete, se detalla
sus caracteristicas nutricionales con su valor en la Tabla 3.

Tabla 3. Composicién nutricional de las hojas y tallos en 100 gramos de brocoli. Adaptado de: (Rodriguez &
Rojas, 2022).

Caracteristicas Brécoli

Nutricionales Hoja Tallo
Energia (Kcal) 50,9 29,8
Carbohidratos disponibles (g) 9,0 6,3
Materia grasa (Q) 0,5 0,1
Proteinas (g) 2,5 1,0
AzUcares totales (g) 1,2 1,2
Sodio (mg) 55 49,38
Fibra dietética total (g) 10,4 8,3
Fibra dietética soluble (g) 1,9 1,3
Fibra dietética insoluble (g) 7,9 6,8
Humedad (g) 76,3 82,5
Cenizas (g9) 1,3 1,8
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2.3.9 Composicion quimica

El brécoli presenta ciertas caracteristicas fisicoquimicas y bioquimicas propias de la hortaliza,
gue difieren ligeramente entre especies, debido a factores propios de la variedad o mezcla
de variedades en el caso de los hibridos, las condiciones climatolégicas de la zona de
cosecha y los fertilizantes a utilizar (Wadmare et al., 2019). Pero al no ser significativas
aquellas diferencias se emplea la informacion de brécoli fresco descrita en la Tabla 4, que

presentan los siguientes resultados:

Tabla 4. Composicion quimica aproximada del brécoli fresco. Adaptado de: (Wadmare et al., 2019).

Parametros valor
promedio (%)
Humedad 86.36
Grasa 0.37+0.01
Proteina 4.98+0.02
Carbohidrato 5.59+0.12
Fibra Cruda 89.53+0.20
Ceniza _ 1.3+0.2

En comparacién a estudios realizados por Alban y Velasquez (2019) presentados en la Tabla
5, los residuos de brécoli no presentan una diferencia en las composiciones quimicas que
tienen en comun en la Tabla 4 del brécoli fresco; pero estos al ser la materia prima utilizada

en esta investigacion, se utilizaran de referencia los siguientes datos.

Tabla 5. Composicion quimica de residuos de brocoli. Adaptado: (Alban & Velasquez ,2019).

Parametros Valor (%)
Proteina 2.27
Humedad 92.00

Grasa 0.35
Cenizas 1.49
Carbohidratos 3.89
Fibra Cruda 2.23

No obstante, sus propiedades cambian en operaciones de conversion de productos, tal es el

caso en la produccién de harina, sus propiedades cambian debido a los procesos de secado,
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por las temperaturas de calentamiento, perdiendo agua libre en el proceso y la desintegracion
de algunos compuestos volatiles presentes en su interior, como se puede ver en los

resultados de la Tabla 6.

Tabla 6. Propiedades fisicoquimicas y bioguimicas de las harinas de florete, tallos, hojas. Adaptado de:

(Campas-Baypoli et al., 2009).

Propiedades Florete Tallos Hojas
Proteina (g/100g peso seco) 2 22.41+0.41 12.131#0.71 8.76x0.71
Ceniza (g/100g peso seco) @ 7.87+0.12 14.67+0.21 9.24+0.34
Grasa (Lipidos totales) (g/100g peso 459+0.35 6.72+0.21 6.58+0.44
seco)?
Carbohidratos totales (g/100g peso 65.13 66.48 75.42
seco) P
Fibra cruda (g/100g peso seco)? 11.65+0.24 12.83+0.36 15.7440.77
indice de absorbancia de agua (g 7.26+£0.24  13.04+0.59 15.64+0.75
gel/g solidos) ©
indice de solubilidad al agua (g 40.57+0.87 28.5%+1.21 24.35+0.97
so6lidos/g sdlidos originales) ©
indice de tamafio de particula ® 54.47+2.00 62.37+1.16  44.30+3.47
pH® 5.18+0.03  5.31+0.05 5.47+0.03

Nota: 2 datos expresados con desviacion estandar de 5 ensayos por triplicado, ® Carbohidratos totales
=100 - ¥ (Proteina +Ceniza +Grasa), ¢ datos expresados con desviacion estandar de 3 ensayos por
triplicado.

2.3.10 Potencial de los residuos de brocoli a nivel mundial

El florete de brdcoli, se exporta congelado para preservar sus propiedades naturales y se
utiliza en diversas aplicaciones, como infusiones de té, sazonadores y concentrados. Su
composicion nutricional es similar al brécoli residual, con carbohidratos (55,7%), fibras
(32,6%-36,5%), proteinas (23,2%-25%), y fitonutrientes. Los residuos de esta hortaliza son
abundantes en toda la cadena alimentaria y se analiza anualmente por su potencial
crecimiento en el mercado, se tiene pérdida en varios sectores y etapas a lo largo de los afios,
como se observa en la Figura 9, que presentan los datos de Australia con una pérdida de
hasta 65% (FAO, 2022).
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Figura 9. Porcentaje de pérdida de brécoli en diferentes pasos de 2012 a 2019. Adaptado de: (Yan et al.,
2023).

Nota: (A) Porcentaje de pérdida de brécoli en diferentes etapas. (B) Porcentaje de pérdida de brécoli en
diferentes afos.

Estos residuos se pueden aprovechar para la fabricacién de alimentos, la produccion de
biocombustibles (bioetanol y biodiesel) mediante extraccion de azucares, alimentos para
animales, obtencién de extractos, y otros usos, promoviendo una produccion circular con cero
residuos. Cabe destacar que alrededor del 70% de la planta es residual después de la
cosecha, ya que al exportar y consumir generalmente solo el 30% se aprovecha (Cuesta &
Fusari, 2022; Instituto de Promocién de Exportaciones e Inversiones [PRO ECUADORY], 2018;
Soto-Romo et al., 2023).

2.3.11 Procesos de Extraccién y Obtencién de Productos de Valor Afiadido

Existen varios estudios sobre el procesamiento de residuos agroindustriales, sin embargo,
especificamente de residuos de Brécoli las investigaciones son limitadas, el interés de
mejorar estos procesos para que sean econémicamente viables tiene especial relevancia en
la actualidad. Se pueden obtener extractos para tratamientos postcosecha (Damas-Job et al.,
2023), y alternativas que incluyen produccion de compost, alimento balanceado,
biofumigantes y fertilizantes (Cuesta & Fusari, 2022). Ademas, otros estudios sugieren
beneficios para la salud, como su contribucién a la prevencion de los sintomas graves de
COVID-19 (Bousquet et al., 2021); y la extraccion de compuestos bioactivos con aplicaciones
en medicina, cosmética y nutracéutica (Borja Martinez, 2023; Keck & Finley, 2004). En
biorrefinerias y produccion de bioetanol a partir de tallos de bréocoli (Soto-Romo et al., 2023),
mientras que la produccién polvo de hoja de brocoli (Krupa-Kozak et al., 2019) es otra opcion

viable.

En la presente investigacion, se da un enfoque en la etapa de pretratamiento para optimizar

la eficiencia en la obtencion de azlcares como materia prima para biocombustibles
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especificamente para la produccién de bioetanol y emplear su potencial para subproductos

alimentarios con la elaboracion de harina mediante liofilizacion a partir de estos residuos.

2.4 Obtencidon de Azlcares

2.4.1 Pretratamiento de la biomasa

El pretratamiento de la biomasa es la etapa inicial del proceso de conversidén de la biomasa
en biocombustible, en esta etapa se mejora la biodigestibilidad del material y su accesibilidad
enzimatica, modifica la estructura y composicion quimica de la biomasa lignocelulésica de
manera que se simplifiguen sus componentes, se elimine la lignina, se conserve la
hemicelulosa y se reduzca la cristalinidad de la celulosa, facilita que los &cidos o enzimas
puedan acceder con facilidad a la biomasa y descomponerla en monémeros mediante la
hidrdlisis, tienen el efecto de aumentar la superficie y la porosidad de la biomasa (Espinosa
Negrin et al., 2021). Los principales pretratamientos tradicionales que se aplican a la biomasa
lignoceluldsica son fisicos, quimicos, fisico quimicos, bioldgicos o su combinacion, otros
métodos son aquellos que se basan en solventes mas limpios (Gorozabel et al., 2022). La
efectividad del pretratamiento a usar depende del producto final que se desea obtener. El
pretratamiento adecuado permite obtener un rendimiento ideal de carbohidratos 6éptimos para
procesos de fermentacion, ventajas como la velocidad o el rendimiento o desventajas como
la formacion de sustancias inhibidoras dependiendo del tipo, en el desarrollo del proceso de
produccion del producto final (Malik et al., 2022). Los tipos de pretratamientos que se

mencionan se presentan en la Figura 10.
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Tipos de Pretratamiento de la

Biomasa
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Figura 10. Tipos de pretratamiento de la biomasa. Adaptado de: (Espinosa Negrin et al., 2021).

2.4.2 Hidrélisis
La hidrdlisis de la biomasa es fundamental en la formacion de azUcares, al hidrolizar a la
biomasa lignocelulésica bruta en productos intermedios, es mas sencillo realizar una

transformacion quimica o biolégica (Swigtek et al., 2020).

2.4.2.1 Hidrélisis &cida. Este proceso elimina la hemicelulosa de la biomasa
mediante el uso de soluciones acidas diluidas o concentradas para la produccién
directa de azlcares monoméricos, tanto de celulosa como de hemicelulosa
dependiendo de las condiciones del proceso, emplea reactores resistentes a la
corrosion. El uso de &cidos concentrados tiene la desventaja de producir grandes
cantidades de residuos de neutralizacion por tanto el uso de soluciones diluidas
previene la degradacion de azucares y la formacion de inhibidores como el
hidroximetilfurfural o el furfural (Liao et al., 2020). Los factores que se pueden controlar
en la hidrélisis acida pueden ser, el tiempo y temperatura, como emplea Gundupalli &
Bhattacharyya (2019) con tiempos de reaccidn cortos y temperaturas altas o tiempos

de reaccion mayor con temperaturas mas bajas, que al aplicarse en diferentes
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biomasas lignocelulésicas muestran una diferencia significativa en el rendimiento de
sacarificacion, al afiadir otros factores como la concentracion de la biomasa y la
concentracion del acido, son cuatro factores que se experimentan en varios estudios

con este tipo de biomasa, se citan algunos en la Tabla 7.

Tabla 7. Datos experimentales usados y adaptados en diferentes estudios para la hidrdlisis acida.

T

150

120

125

120

60

121

CB CA t Autor y Afio Articulo

1.84 054 90 Siglencia, J. Soler, J. & Hidrdlisis acida de cascarilla de
Menéndez, M. (2018) arroz para la generacion de
azUcares reductores.

10 3,26 90 Suarez Rumiche, J. A,, Obtencién de azucares
Castillo Valdiviezo, A., & reductores por hidrélisis &cida a
Souza Najar, R. I. (2021). partir de un consorcio de

microalgas amazénicas
cultivadas en agua residual.

25 05y 30 Sanchez Orozco, R., & Hidrdlisis de residuos de naranja
0.75 Vazquez Velazquez, J. para la obtencion de
(2017) carbohidratos fermentables.
- 2 90 Gutiérrez, J. A., Reyes, H.,  Analisis fisicoquimico de las
& Castafieda, J. F. (2017). hojas de eucalipto

camaldulensis y su hidrolizado,
como sustrato en la produccion

de xilitol.
5 - 60 Santos Tanamachi, K., Revaloracion de residuos de
Alvarado Ahedo, N. C., fruta y verdura para la

Géarate Ruiz, J. R., Restrepo produccién de biocombustibles.
Elorza, M. del P., Gonzalez
Guerra, G. M., Gébmez
Castro, F. ., & Hernandez
Castro, S. (2022).

0.5 0.5 30 Vargas Rico, M. P., Diaz Evaluacion de la produccion de
Rodriguez, A. G., Manriquez azUcares fermentables usando
Zuldiga, A. N., Martinez residuos de hojas de brocoli.
Ifiguez, F. G., de la Cruz
Bosques, A., Arenas
Grimaldo, C., & Molina
Guerrero, C. E. (2022)

Nota: T= Temperatura en Celsius, CB= Concentracion de biomasa en % peso/volumen, CA=
Concentracion de 4acido en % volumen/volumen, t= Tiempo en minutos.
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2.4.2.2 Hidrélisis enzimatica. La hidrélisis enzimatica es un proceso de reaccion
catalitica en donde se usan enzimas principalmente celulasas y hemicelulasas,
producidas por bacterias y hongos. Las enzimas que se utilizan en la sacarificacion
son las celulasas que consisten de tres tipos de enzimas endoglucanasas,
celobiohidrolasas y B-glucosidasas que actuan en conjunto (Yang et al., 2011). “Las
endoglucanasas se encargan de hidrolizar los enlaces B-(1,4) glucosidicos para
generar extremos de cadena no reductores; las celobiohidrolasas actian sobre los
extremos no reductores y reductores hidrolizando cadenas cortas de celulosa,
liberando celobiosa y las B-glucosidasas hidrolizan la celobiosa y oligosacéridos
pequenos a glucosa” (Arismendy et al., 2019, p. 65). La enzima comercial Cellic Ctec2,
contiene celulasas, B-glucosidasas y hemicelulasas, se utiliza en la investigacion de
biocombustibles, para convertir los carbohidratos de biomasas lignocelulésicas en
azucares simples antes de la fermentacién (Sinche Arias et al., 2022). El
pretratamiento de la biomasa es fundamental para la hidrélisis enzimatica, debido a
gue prepara el sustrato para las enzimas. Las condiciones 6ptimas para este tipo de
enzima incluyen un pH de 4,5 a 5 y una temperatura de 45°C a 50°C, con control de
pH y tiempo de reaccién. Mayor cantidad de enzimas implica mayor actividad y
rendimiento. La degradacion de la biomasa depende de la estructura de la celulosa,

el mecanismo enzimatico y factores ambientales (Yang et al., 2011).

2.4.3 Cuantificacion de azlUcares

Los métodos de cuantificacion de azucares en investigaciones cientificas abarcan tanto
técnicas tradicionales, tales como espectrometria de absorcién atdbmica y cromatografia
liguida de alto rendimiento, como métodos colorimétricos que involucran reactivos como
antrona, fenol, orcinol o resorcinol. Uno de los mas utilizados es el método Fenol Sulflrico
para cuantificar azUcares totales, se basa en la reaccién del &cido sulfarico con carbohidratos,
genera complejos coloridos que se cuantifican por espectrofotometria y simplifican la
determinacion de carbohidratos. La espectrometria de absorcion atdmica se emplea para
obtener resultados cualitativos y cuantitativos mediante curvas de analisis conocidas por
ejemplo con soluciones de glucosa, destaca por su alta sensibilidad, simplicidad y rapidez en

la cuantificacion de azucares (LOpez-Legarda et al., 2017; Navarro et al.,2022; Skoog, 2001).

2.4.4 Diseiio experimental factorial 2"k no replicado.

El disefio factorial 27k es una herramienta valiosa en la investigacién y optimizacion de
procesos cientificos e industriales, por ejemplo, en la sintesis de nanoparticulas de plata que

analiza Cuervo-Osorio et al. (2020), la obtencién de azucares fermentables a partir de aserrin
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de pino por; Lépez-Miranda et al. (2009) y en la optimizacién de productos a base de soja por
Rojas Villa et al. (2010). Para la obtencion de productos de valor afiadido de residuos de
brécoli, se utiliza un disefio factorial 2*k no replicado, debido a que es una estrategia que
recomienda Gutiérrez & De La Vara (2008) con experimentos iniciales que contienen cuatro
0 mas factores, como en el caso de esta investigacibn que tiene cuatro parametros
controlables (concentracién de biomasa, concentracion de acido, temperatura y tiempo) y la
concentracion de azlcares como variable de respuesta. El objetivo es obtener el mayor
rendimiento posible en el pretratamiento de esta biomasa para su uso en la produccion de

biocombustibles, especialmente bioetanol.

El andlisis se basa en el principio de disparidad de efectos y utiliza la Gréafica de probabilidad
de Daniel para identificar interacciones significativas y despreciables. En la estimacion de
efectos en un disefio factorial k=4, se analizan los efectos individuales y combinacion de
factores con niveles superiores e inferiores de la Tabla 14 (Capitulo 3). Los valores
significativos, que se evallan mediante contrastes especificos, son esenciales para optimizar
el rendimiento de azucares en el pretratamiento o hidrélisis 4cida. La adicién de puntos
centrales en el disefio factorial 2k ayuda a estimar si se presenta curvatura en los resultados
y si esta va 0 no a afectar en las estimaciones de efectos. Con cuatro factores (k=4) el
contraste ABCD se representa como (a+ 1) (b +1) (c £1) (d = 1) con efectos individuales y
combinados (a, b, ab, c, ac, bc, abc, d, ad, bd, abd, cd, acd, bcd y abcd) (Gutiérrez & de la
Vara, 2008, Montgomery 2004).

2.5 Obtencién de harina/polvo

En la industria de productos alimenticios, el mercado de productos secos experimenta una
expansion significativa en los ultimos afios; y muchos productos se ofrecen en forma de polvo.
Las investigaciones sobre las frutas y verduras secas registran una tasa de crecimiento anual
del 3,3% en la mayoria de los paises del mundo. Los alimentos en polvo son de especial
interés para profesionales activos en la industria alimentaria porque pueden utilizarse como
materia prima en la produccion de otros subproductos o pueden ser el producto final en si

mismos (Oyinloye & Yoon, 2020).

2.5.1 Liofilizacién

La liofilizacion segun Reale & Giner (2021) es un procedimiento fisico en el cual se extrae el
agua de un producto que ha sido congelado previamente. Se basa en el mecanismo de
sublimacion por deshidratacién directa (Oyinloye & Yoon, 2020). Su finalidad es disminuir la
descomposicién de compuestos volatiles responsables del sabor y aroma de los alimentos,

como comunmente sucede en otros tipos de secado convencionales (Orrego, 2008). Se
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fundamenta en el fendmeno de la sublimacién en donde la temperatura del agua y la presion
de vapor deben ser inferiores del punto triple del agua (0,01°C y 0,612 KPa) . El producto
debe congelarse al reducir su temperatura, después la presion de vapor tiene que disminuir
del punto triple, para recibir un aumento de temperatura en la sublimacion (Bhatta et al.,

2020). El proceso de liofilizacién produce un perfil de temperatura en tres etapas, como se
visualiza en la Figura 11.

Congelacion Secado primario Secado secundario

60 <€ > € > € P 250

T2

40 = . 200

= Temperatura del estante
5 20 o
2, - 150 ©
= =
: - £
£ 0 Presion  eeee =
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2 LETE | | R () - 100 °Z
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E 20 =

40 - Temperatura del producto = 50

-60 0
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Figura 11. Perfil de temperatura del producto durante el proceso de liofilizaciéon. Fuente: (Bhatta et al., 2020).

Nota: T1 (linea de puntos) es la temperatura critica y T2 (linea de puntos) es la temperatura de transicion vitrea

de los sélidos secos.

2.5.1.1 Etapas de liofilizacién. El proceso consta de un enfriamiento bajo cero y de
un secado en dos etapas a través de la sublimacion en la etapa de secado primario,
y mediante la desorcién en la etapa de secado secundario descrito en la Tabla 8.
(Bhatta et al.,2020; Orrego, 2008).

Tabla 8. Etapas de Liofilizacion. Fuente: (Bhatta et al., 2020; Orrego, 2008; Oyinloye & Yoon, 2020).

Etapa Descripcién

Primera etapa Usa estantes pre enfriados a -40°C para congelar y transportar las

gotas congeladas y sublimacion.

Segunda etapa Secado primario en cAmara de vacio a temperaturas entre 20°C y
50°C bajo temperatura critica o estimacion con la temperatura de

transicion vitrea, extrayendo el 70 - 80% del agua.

Tercera etapa Secado secundario y desorcion del agua ocluida en matriz amorfa, a

veces a 50°C para mejorar la difusividad de aromas.
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2.5.1.2 Aplicaciones. Es un método de mayor aplicacion en alimentos que contienen
compuestos térmicamente sensibles y propensos a la oxidacion, compuestos solidos
con contenido de celulosa y polisacaridos, estado liquido, acuoso o emulsiones.
(Bhatta et al., 2020). Se utiliza en el estudio de mdltiples investigaciones para la
deshidratacion de frutas y verduras, para su conversion en polvo y su aplicacion como
materia prima en la industria alimentaria (confiteria, panaderia, dulces, destileria, tés,
pudines, colorantes naturales, cremas, aditivos, suplementos, etc.) (Oyinloye & Yoon,
2020), y alimentos especiales para astronautas (Watkins et al., 2022). Sus
aplicaciones son amplias, en diferentes tipos de industria que incluyen la cosmética y
la industria farmacéutica. En las cuales los requisitos para su produccion son el
satisfacer las necesidades nutricionales y poseer una larga duraciéon de 1 a 5 afios
(Bhatta et al., 2020).

2.5.1.3 Ventajas y desventajas de la liofilizacion. En la Tabla 9, se describen las
ventajas que son mayores que las desventajas de este proceso lo cual ratifica su uso

en la industria por la calidad del producto final.

Tabla 9. Ventajas y desventajas de la Liofilizacion. Fuente: (Bhatta et al., 2020).

Ventajas Desventajas

Estabilidad estructural, caracteristicas fisicas y quimicas. Tiempos largos de proceso.
Méaxima retencién de compuestos bioactivos y nutricionales. Costo energético y
Minima reduccion de volumen del producto final. econdémico alto.
Retiene mayor porcentaje de vitamina C y contenido
fendlico.
Facilidad de manipulacién, transporte y almacenamiento.

Larga vida util y estabilidad microbioldgica.

2.5.2 Molienda

En la industria alimentaria, la molienda es una operacién unitaria de uso comdn que sirve
para reducir el tamafio de los materiales con el fin de crear una forma utilizable o extraer
ciertos componentes. Este proceso particular emplea una amplia gama de equipos, que
incluyen, entre otros, trituradoras, molinos, desintegradores, cortadores, trituradoras y

homogeneizadores (Oyinloye & Yoon, 2020).

Se evalla que el tamafio mediano de un material particulado para que pueda considerarse

como polvo debe ser inferior a un milimetro. Esto asegurara que el polvo sea aceptado como
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un producto de alta calidad y seguro para su consumo 0 uso en aplicaciones posteriores

(Barbosa-Canovas et al., 2005).

2.5.3 Caracterizacioén Fisico quimica

En el procesamiento de obtencion de harina/polvo de tallos y hojas de brocoli, factores como
el oxigeno y altas temperaturas pueden impactar negativamente los compuestos bioactivos,
fendlicos, carotenoides y vitamina C (Vazquez-Gonzalez et al., 2020). Para evaluar su
idoneidad en aplicaciones alimentarias y de salud, es esencial determinar las propiedades
fisicoquimicas, al aplicar las normas establecidas por la INEN 616 (2015); que establecen
limites de parametros como humedad (maximo 14,5%), cenizas (maximo 3,5%), proteinas

minimo 0), grasa entre oy 0), y 1iora (Minimo /-9%0).
(minimo 9%) ( 19% y 24%), y fibra (minimo 7-9%)

Tabla 10. Principios fundamentales de los métodos aplicados segun la AOAC e ISO.

Parametro Principio Fundamental y Caracteristicas

Cenizas Incineracion en mufla y gravimetria: Indica minerales e impurezas en
harinas (Salvatierra Hurtado, D., 2015).

Fibra Método con filtracion intermedia: Afecta textura y sabor, importante en
alimentos ayuda a mantener una dieta equilibrada y saludable
(Berndtsson, 2019).

Grasas Extraccion continua Soxhlet y método gravimétrico: Cuantifica ceras,
esteroles, vitaminas liposolubles (Cérdova & Jacome, 2016).

Humedad Método de sdlidos totales y pérdida por secado: Afecta sabor, frescura y
vida util del producto (Ballesteros et al., 2020).

Proteinas Método de Kjeldahl: Compuestos con nitrégeno, se aplica en varias
normativas AOAC e ISO (Garcia Martinez & Fernandez Segovia, 2012).

Carbohidratos Calculo proximal: Suministran energia al cuerpo humano, calculo de
totales diferencia entre componentes (Salvatierra Hurtado, D., 2015).

Estos valores indican la composicion nutricional y funcional de la harina de brécoli. Las
normas de la “Association of Analytical Communities” o “Asociacion Cientifica Dedicada a la
Excelencia Analitica” (AOAC) y la ‘“International Organization for Standardization” o
“Organizacion Internacional de Normalizacién” (ISO) que se utilizan se especifican en la Tabla
18 (Capitulo 3) y se guian estas mediciones bajo los principios que se mencionan en la Tabla
10 (Quishpe Guanotufia, 2023).

La caracterizacion se compara con otros estudios que se mencionan en la Tabla 11, para

evaluar su calidad y valor nutricional, permitiendo conocer su potencial en la industria
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alimentaria y de suplementos. Estas evaluaciones son fundamentales para garantizar la
idoneidad del polvo de brécoli que se obtiene mediante liofilizacion en diversas aplicaciones

y la eficiencia del proceso que se aplica (Valenzuela, 2010).

Tabla 11. Valores de referencia de Analisis Bromatoldgico de diferentes estudios.

Producto Andlisis Bromatoldgico
Harina Técnica %C  %Ash  %F %G %H %P Referencia
Col Horno de 68,61 8,71 0,1 0,55 6,01 15,57 (Vazquez-Garcia
morada. secado. et al., 2023)
Rastrojo = Deshidratado - 857 1529 2,03 5,64 20,67 (Ganchala Casa,
de brécoli.  aire caliente. 2022)
Hojas de Secado al aire. 53,17 1,44 1421 1,77 12,17 17,24 (Quishpe
brocoli. Mendoza, 2021)
Brécoli  Deshidratacion 64,47 5,07 10,64 2,43 790 9,49 (Quishpe
fresco. por bandejas. Guanotufa,
2023)
Brocoli Liofilizaciébn. 63,05 5,35 12,66 1,13 6,10 11,71 (Quishpe
fresco. Guanotufa,
2023)
Troncode Secadorde 41,34 1493 21,20 1,68 431 16,55 (Valenzuela,
brécoli bandejas. 2010)

Nota: %C=%Carbohidratos, %Ash= %Cenizas, %F=%Fibra, %G=%Grasa, %H=%Humedad,
%P=%Proteina
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Capitulo 3. Metodologia
El trabajo de investigaciéon se segmentd en la obtenciéon de dos productos. En el cual la
obtencion de azucares (primer producto) se desarrollé un disefio factorial, en donde se
emplearon diferentes condiciones de operacion a variables controlables de la hidrdlisis &cida,
gue se aplic6 como pretratamiento de la hidrélisis enzimatica, las variables fueron la
temperatura, el tiempo, la concentracion de biomasa y la concentracion del 4cido. Estos
factores fueron seleccionados mediante estudios bibliograficos y ensayos preliminares por su
efecto en la extraccidn de azlcares que fue la variable dependiente y por las limitaciones que
presentd el equipo reactor Batch, posteriormente en el experimento que presentd las
condiciones Optimas para el proceso se realizo la hidrolisis enzimatica con la finalidad de
determinar si es posible aumentar el rendimiento de azucares, en ambos casos de hidrdlisis
se empled la cuantificacion de azucares totales. Para la elaboracion de la harina/polvo
(segundo producto) se aplico un proceso de liofilizacién a la materia prima que se tratdé con
métodos tradicionales de conservacion de alimentos para garantizar la inocuidad del
producto, se realiz0 una posterior molienda hasta obtener una granulometria propia del
producto final, ademas se analiz6 algunas propiedades bromatolégicas como las cantidades
de carbohidratos, proteinas, fibra, grasa humedad y cenizas. Estos analisis fueron aplicados
con el propésito de determinar las caracteristicas de esta harina y encontrar una o varias

aplicaciones de la misma.
3.1 Tipo y Disefio de Metodologia

3.1.1 Tipo de Metodologia

El tipo de investigacion posee un enfoque cuantitativo, por el disefio experimental que se
aplico en el proceso de hidrdlisis de los residuos de brécoli, con la cuantificacion de azlcares
del pretratamiento acido y en la hidrélisis enzimatica y en el proceso de elaboracion de harina
al aplicar el andlisis bromatoldgico al producto obtenido por liofilizacion. Los procesos v el
analisis son métodos estandarizados por el “Instituto de Normalizacion Ecuatoriano” (INEN),
por la AOAC y por la ISO. Ademas, el contexto en el cual se desarroll6 la investigacion fue a
nivel de laboratorio debido, al acondicionamiento exhaustivo y riguroso necesario, tanto en
las variables independientes aplicadas en el pretratamiento de la hidrélisis para lograr una
correcta cuantificacion de la variable dependiente, es decir en la cuantificacién de azUcares;
al controlar parametros en la hidrélisis enzimatica para el funcionamiento de la enzima que
se utilizé y en las condiciones higiénico - sanitarias de la elaboracion de la harina para

preservar la inocuidad del producto.
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3.1.2 Disefio de Metodologia

Segun su disefio forma parte de una metodologia cuasi-experimental, en donde se manipuld
en el primer proceso variables independientes seleccionadas para el tratamiento, tales como
la temperatura, el tiempo, la concentracion del acido sulfarico y la concentracién de la
biomasa proveniente de la materia prima; con la finalidad de encontrar el proceso que
optimice el efecto que tienen con respecto a la variable dependiente que fue la concentracion

de azlcares totales, basandose comparacion con otros estudios.

3.2 Localizacion del estudio

Los experimentos realizados fueron efectuados en las instalaciones del laboratorio
tecnolégico de la facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad de Cuenca, ubicado en las
calles Alfonso Borrero y Lorenzo Piedra, en su laboratorio de operaciones unitarias para el
pretratamiento acido o hidrolisis acida, el laboratorio de andlisis bromatolégico para la
hidrélisis enzimatica y la preparacién de reactivos, el laboratorio de energia e ingenieria de
reacciones para el proceso de cuantificacién de azlcares; el laboratorio de humidificacion y
secado para el proceso de liofilizacion y en el laboratorio de conservas para medicion de
parametros. En el caso de la elaboracion de la harina para procesos de seleccion, cortado y
trituracién de la materia prima se utilizaron equipos y herramientas del Laboratorio de “Cocina
I” de la carrera de gastronomia de la facultad de Ciencias de la Hospitalidad, ubicado en las
calles Tarqui y Pio Bravo. Adicionalmente, la caracterizacion de la harina obtenida mediante
la liofilizacion se realizé por analistas externos del MSV laboratorio, entidad acreditada para

analisis de alimentos.

Figura 12. Localizacion del laboratorio tecnoldgico de la Facultad de Ciencias Quimicas. Fuente: (Google Maps,
2023b).
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Figura 13. Localizacién de la Facultad de Hospitalidad. Fuente: (Google Maps, 2023a).

3.3 Materia Prima

La materia prima que se utiliz6 en esta investigacion fue la hortaliza denominada brécoli
(Brassica Oleracea var. Italica) que se adquirié en el mercado “10 de Agosto” ubicado en la
ciudad de Cuenca, Ecuador. Esta ubicacion fue seleccionada debido a las caracteristicas
presentes de la materia prima como el tamafio de los tallos largos y de grosor prominente,
una cabeza compacta de grano fino, su coloracion verde oscuro, estado de frescura, etc. Otro
motivo fue por su facil acceso, en cuanto al transporte y valor econémico que nos brind6 esta

ubicacion a comparacion de los otros mercados de la ciudad.

De esta hortaliza fueron seleccionadas las hojas, las nervaduras foliares de las hojas y tallos
en buen estado que no presentaron descomposicion, plagas y/o contaminantes. La cantidad
de materia prima que se recolecté fue de 6.000 gramos aproximadamente en total; de los
cuales 2.170,89 gramos de residuos de brécoli fueron triturados hasta obtener 100 gramos
de harina por el método de liofilizacién para cumplir con la cantidad necesaria para el posterior
analisis bromatolédgico, previo a esto se realiz6 una prueba de rendimiento mediante la
liofilizacion de hojas y tallos por separado; y el resto se sometieron a secado con la finalidad
de obtener biomasa deshidratada para ser utilizados en cantidades especificas en las 19

experimentaciones de hidrolisis &cida y en la hidrolisis enziméatica.

Se realiz6 una preseleccion y se procedié a limpiar con agua para evitar residuos de tierra,
nematodos u otras plagas que pudieran estar presentes y se guardo en refrigeracion a -4 °C

hasta su uso.

3.4 Metodologia para la obtencién de azGcares

La obtencion de azlcares de materia prima se realizd respetando la secuencia de pasos

descritos en la Figura 14.
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Figura 14. Diagrama de flujo de la obtencién de azucares del brocoli. Fuente: (Vargas Rico et al., 2022).
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La hidrdlisis acida y enziméatica fueron las metodologias utilizadas para la obtencién de

azUcares a partir de biomasas lignocelulésicas y se aplican en la actualidad con énfasis a los

residuos agroindustriales, pero el estudio en los mismos resulta complejo, debido a que cada

materia prima posee caracteristicas distintas, estas deben realizarse controlando ciertas

variables para asi obtener una cantidad significativa de azlcares. Esto se determina

solamente con la experimentacién, por consiguiente, primero se realizé en cantidades

pequeias y acorde a los resultados obtenidos existe la posibilidad de escalar el proceso

mediante los calculos del costo energético y monetario necesario para obtener cierta cantidad

de azucares (Manzanares et al., 2020).
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3.4.1 Materiales, equipos y reactivos

Tabla 12. Materiales, equipos y reactivos para el proceso de obtencion de azlcares.

Materiales Equipos Reactivos
Tamices ASTM. Procesador de alimentos Acido sulfarico 96%
Robot Coupe R2 (disco riqueza Marca Fisher.

de corte de 5/32 in. y una
potencia de 1000 W.

Tubos de ensayo Reactor Batch. Agua destilada.
Vasos de precipitacion Deshidratador Gander Enzima Cellic Ctec2.
metalico y de vidrio. MTN modelo CD80.
Embudo de cristal y Agitador digital de placa Buffer de Citrato de
soporte para embudos.  de coccién Scilogex MS7- sodio.

H550-Procon.

Pipetas volumétricas. Tamizadora vibratoria AS
200 para tamices de
ensayo de hasta 203 mm
/18" @.

3.4.2 Tratamiento de la materia prima

Se procedi6 a una reduccion de tamafio de la materia prima total, se cortd con cuchillo y se
triturd con el procesador de alimentos Robot Coupe R2, con el disco de corte de 5/32 pulgadas
a una potencia de 1000 watios, hasta que se obtuvo un tamafio de particula menor a 1 mm
segun el tamiz ASTM E11 de malla 18 de la ASTM (Sociedad estadounidense para pruebas
y materiales). Posteriormente se aplicé un secado convencional en un Desecador de la marca

Gander MTN modelo CD80 a una temperatura de 60 °C por un tiempo de 12 horas.

3.4.3 Pretratamiento acido o Hidrolisis acida

Una vez que se obtuvo la materia prima tratada se sometié a la biomasa a un proceso de
hidrdlisis acida en donde se afiadié una cantidad de solucion de acido sulfarico al 96% de
riqgueza de la marca Fisher a concentraciones de 0,1% y 2% con variaciones del resto de
pardmetros, se aplicé el disefio factorial 2°4. Para cada experimento fueron ajustados

diferentes valores de temperatura, concentracion de biomasa, concentracién de acido
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sulfarico y tiempo, especificados en la Tabla 14, todo esto se realizé en un reactor Batch

detallado a continuacion.

3.4.3.1 Equipo. El equipo utilizado para el pretratamiento acido fue un reactor tipo
Batch totalmente hermético que tiene una temperatura maxima de trabajo de 400°C
por efectos de seguridad, se trabaj6é con cantidades de biomasa inferiores a 5 g. A

continuacioén, se describen algunas caracteristicas generales del reactor.

Tabla 13. Caracteristicas del reactor Batch. Fuente: Datos proporcionados por su constructor Ingeniero Vinicio
Astudillo.

Caracteristicas Especificaciones
Volumen total 2000 ml
Dimensiones L30cm X A30cm X H35cm.

Materiales Utilizados Recipiente: Acero Inoxidable 304.

Tapa: Acero Inoxidable 304.
Niquelina: Niquelina circular tipo anillo de 1500 Wy 220 V.
Aislante térmico: ladrillo refractario, lana de vidrio.
Estructura de acero inoxidable.

Sistema de Control Digital para la temperatura. Valvula de seguridad de presion.
Manometro. Tension Ac 220 V. Potencia 1500 W.

Conectividad USB. Compatible con Windows.

Control Manual La carga de muestra fue de forma discontinua y sus
condiciones de operacién dependen del proceso. En el
manejo del reactor con aumento de temperatura y presion se

procede a sellar el reactor.

3.4.3.2 Disefio Experimental. Para obtener las condiciones Optimas de los factores
del pretratamiento acido se aplicé un disefio factorial de dos niveles (2°k), ya que
resulta de gran utilidad en las primeras etapas de cualquier experimento en el cual se
desconoce la influencia de los factores, esto se realizo con la finalidad de estudiar el
efecto conjunto de los cuatro factores y sus interacciones sobre la variable respuesta,
los niveles utilizados son maximo y minimo. Los parametros seleccionados fueron la

temperatura (A), tiempo (B), concentracion de la biomasa tratada (C) y concentracion
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del acido sulfarico (D). La variable de salida que se analizé en este disefio fue la

concentracién de azucares (Fernandez Bao, 2020; Montgomery, 2004).

La seleccioén de los valores maximos y minimos de cada variable en los experimentos
fueron adaptados, en base, a un dominio experimental en el cual se utilizaron las
referencias bibliograficas presentadas en la Tabla 7 (Capitulo 2) y los resultados de
ensayos preliminares. En particular un estudio efectuado por Vargas Rico, et. al.
(2022) proporciono valores experimentales que ayudaron a determinar los pardmetros
criticos para mejorar el proceso de obtencién de azucares. Se emplearon valores de
los resultados favorables segun la capacidad del equipo, cuya finalidad fue establecer
nuevos limites en las variables experimentales, adecuadas para la biomasa aplicada

en esta investigacion, los valores mencionados se presentan en la siguiente tabla:

Tabla 14. Condiciones de operacion de la hidrélisis acida.

Valor
Factores Variables
Minimo Méaximo
Temperatura (°C) A 80 120
Tiempo (min) B 30 60
Concentracion de la
_ C 1 5
biomasa (% p/v)
Concentracion del acido
D 0,1 2

(%viv)

3.4.3.3 Matriz de disefio experimental. Los 19 experimentos realizados (16 del
disefio original y 3 réplicas centrales) se encuentran en la matriz de experimentos,
en la Tabla 15, respectivamente y el orden en el que se efectu6 cada experimento, el
mismo, fue aleatorizado con el programa Statgraphics ® Centurion XVI, con la
finalidad de evitar que los efectos de cada factor o interaccion sean confundidos con

otro factor no controlable y se forme un sesgo en los resultados.
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Tabla 15. Matriz de experimentos para el disefio experimental. Fuente: (Montgomery, 2004).

N°
Experimentos Orden
(orden experimental A 5 ¢ °
estandar)

1 6 -1 -1 -1 -1

2 15 1 -1 -1 -1

3 2 -1 1 -1 -1

4 10 1 1 -1 -1

5 3 -1 -1 1 -1

6 4 1 -1 1 -1

7 14 -1 1 1 -1

8 11 1 1 1 -1

9 18 -1 -1 -1 1

10 7 1 -1 -1 1

11 19 -1 1 -1 1

12 1 1 1 -1 1

13 17 -1 -1 1 1

14 12 1 -1 1 1

15 16 -1 1 1 1

16 5 1 1 1 1

17 9 0 0 0 0

18 8 0 0 0 0

19 13 0 0 0 0

Nota: Se incluyeron las réplicas centrales en los tres ultimos experimentos.

3.5.3.4 Proceso. Cabe aclarar que las cantidades utilizadas de biomasa y acido
sulfarico fueron proporcionales para un volumen de 100 ml, y su valor, asi como el de
la temperatura de seteo y del tiempo de la hidrélisis se detallaron en la Tabla 19, su
combinacion de valores resulté diferente para cada experimento debido al disefio

factorial aplicado.

Ademds, en cada experimento se revisd constantemente la presion, con el fin de
regular la misma con una valvula compuerta, por seguridad, en donde posiblemente

hubo pérdida de contenido en estado de vapor.
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Figura 15. Diagrama de flujo de la hidrdlisis acida del brécoli.

3.4.4 Hidrolisis Enzimatica

3.4.4.1 Proceso. El proceso de la hidrdlisis enziméatica se realizé de forma anaerobia

en el Agitador digital de placa de coccién Scilogex MS7-H550-Procon con 100 ml de

solucién en un vaso de precipitacion de vidrio de 250 ml, se empled el 3% de biomasa

gue equivale a 3 ml de hidrolizado filtrado, 1 ml de la enzima Cellic CTec2 y 96 ml de

buffer de citrato de sodio, este tiene la finalidad de mantener el pH de la solucion en

4,8 durante el proceso. Se verificé la temperatura del proceso con un termémetro de

mercurio y el pH con un Medidor

Hidrolizado, Buffer y
enzima comercial
(Cellic Ctec 2)

l

multiparamétrico de pH Edge.

Seteado y Estabilizado
del agitador de placa

L

. Mezclado de
Inicio .
reactvos

de coccidn.
T-50°C Rev: 600 rpm
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Figura 16. Diagrama de flujo de la hidrélisis enzimatica.
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3.4.5 Cuantificacién de azlcares totales
Se realizd la cuantificacion de azlcares totales para los procesos de hidrélisis acida e

hidrélisis enzimatica mediante el método de Dubois o método fenol - acido sulfurico.

3.4.5.1 Materiales, equipos Yy reactivos. El método descrito por Dubois requirié de
una serie de reactivos y equipos necesarios para una correcta cuantificacion. Los
reactivos utilizados para la ejecucion de este método fueron: acido sulfarico (H2SO,)
de la marca Fisher con una riqgueza del 96% con una densidad de 1,84 g/cm?; fenol
(CeHsO) preparado a partir de una riqueza del 95,5% a una concentracion del 5% p/v.

Los demas reactivos, equipos y materiales empleados se describen en la Tabla 16.

Tabla 16. Materiales, equipos y reactivos para el método de cuantificacién de azlcares de Dubois o Fenol-
Sulftrico.

Materiales Equipos Reactivos
Cubetas de vidrio para el Espectrofotometro de UV- Agua destilada.
espectrofotometro. visible.
Tubos de ensayo de Campana de extraccion. Acido sulfrico
vidrio. concentrado.
Gradilla para tubos de Fenol al 5%.
ensayo.
Vaso de precipitacién de Muestras en analisis
250ml. (hidrolizado).

Balones de aforo.
Piseta.
Pipeta de 5ml, 10mly de
1ml

Peras de succion.

3.4.5.2 Curva de calibracién. En la curva de calibracion de la Figura 17, se utilizd
glucosa como solucién patrén para la cuantificacion de azlUcares del método
colorimétrico de Dubois. En donde, se obtuvo una absorbancia en nanémetros frente

a la concentracion obtenida en miligramos por mililitro.

El coeficiente de correlacion alto R? = 0,995 obtenido por Guncay Buestan & Silva
Ibarra (2018) en la curva patrén, permitié que las diferentes muestras que se midieron
en absorbancias con una longitud de onda de 490 nm sean confiables, esas
absorbancias se transformaron en concentracion de azucares totales a través de la
ecuacion de la curva. La cual se realizé con soluciones de glucosa de grado analitico

partiendo de concentraciones conocidas en mg/ml, se prepararon las concentraciones
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suficientes para formar la curva de calibracion y se aplico la técnica de Dubois, usando

agua destilada como blanco (L6pez-Legarda et al., 2017; Salvatierra Hurtado, 2015).

0,5

0,4
E
‘E" 0,3
2 v = 0,003x+ 0,007
_= 2
5 0.2 R2=0,995
=)
=T

0,1

0]
10 20 30 40 50 (18] 70O

Concentracién (mg/mil)

Figura 17. Curva de calibracion de glucosa. Fuente: (Guncay Buestan & Silva Ibarra, 2018).

3.4.5.3 Procedimiento. Para este método colorimétrico se empleé un
espectrofotometro de UV - visible GENESYS™ 140/150 de la marca Thermo
Scientific™ 840-300300, en donde se requiri6 de una curva de -calibracién
anteriormente presentada, para comparar los resultados. Como paso previo a la
cuantificacién de soélidos del sustrato en cuestién, se procedid a disolver los
hidrolizados en agua destilada hasta que se logré alcanzar una absorbancia que se
encontrara dentro de los limites de la curva patrén de glucosa. Esto se logré mediante
diluciones seriadas y se determind que en una disolucion de 1/5000 producia
resultados adecuados en todas las hidrdlisis, por lo tanto, se trabaj6 con esta

disolucion, llevando a cabo el procedimiento presentado en la Figura 18.

2ml de hidrolizado, 1 ml
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concentrado
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¥
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Figura 18. Diagrama de flujo para la cuantificacion de azucares totales.
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3.5 Metodologia para la obtencién de harina

La revalorizacion de productos alimenticios es una tematica que ha tomado importancia en
los ultimos afios. Por este motivo, se elabor6 un producto alimenticio a partir de los residuos
del brécoli mediante procesos de preparacion de la materia prima, un ciclo de liofilizacién y la
reduccion de tamario, los cuales otorgaron un valor agregado a los residuos de la hortaliza
comprendida por los tallos, hojas y nervaduras que son desechados en un buen estado del
vegetal y puede constituir un polvo con alto potencial de uso. Los procesos de tratamiento se
realizaron con el propdsito de evitar cualquier suciedad o impureza que disminuya la calidad
del producto final y para preservar la inocuidad del mismo. La Figura 19 sintetiza los pasos

para la elaboracién de la harina de brécoli.
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Figura 19. Diagrama de flujo de la obtencién de harina del brocoli. Fuente: (Rején Segura, 2022).
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3.5.1 Materiales, equipos y reactivos

Tabla 17. Materiales, equipos y reactivos para el proceso de liofilizacion.

Materiales Equipos Reactivos

Envase plastico (PET). Procesador de alimentos  Hipoclorito de sodio 0.1 N.
Robot Coupe R2 (disco
de corte de 5/32 in. y una
potencia de 1000W).

Cuchillo y tablas de Liofilizador marca Agua destilada.
cortar. Armfield, modelo FFT33-
B, serie: 35137-00.
Mortero Tamizadora vibratoria AS

200 para tamices de
ensayo de hasta 203 mm
/18" @.

3.5.2 Tratamiento de la materia prima

A la materia prima seleccionada se aplicé un proceso de desinfeccion o reducciéon de carga
microbiana con una solucién de hipoclorito de sodio 0.1 N por 10 minutos a temperatura
ambiente. Posterior a esto se aplicé un escaldado de la materia prima a 72 °C por 1 minuto,
se escurrio el sobrante de agua y se enfri6 con agua a temperatura ambiente, esto fue
realizado con la finalidad de conservar la inocuidad del producto final y facilitar el proceso de
reduccion de tamafio. Se cortaron manualmente los tallos, las venas foliares y hojas con un
espesor de 2 a 3 mm aproximadamente. Se llevé toda la materia prima resultante al
procesador de alimentos Robot Coupe R2, proceso por el cual se redujo a un tamafo de
particula aumentando la superficie especifica de particula para mejorar el rendimiento del
secado, se formé una masa homogénea, la cual se colocé en los platos del liofilizador con
suficiente cantidad hasta la mitad de su altura. Se pes6 cada uno de los platos del liofilizador

antes y después del ciclo de liofilizacion para obtener el rendimiento final del proceso.

3.5.3 Liofilizacién

El liofilizador que se utilizé es de la marca Armfield, modelo FFT33-B, serie: 35137-001,
equipado con un conjunto de controles y procedimientos que garantizan la estandarizacion y
conservacion de las muestras durante el proceso de liofilizacion, este equipo de laboratorio
posibilitd el obtener una harina de residuos de brocoli que conserve en gran medida las

caracteristicas iniciales de la materia prima reduciendo la humedad considerablemente.
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3.5.3.1 Procedimiento. La etapa de congelacion se realizé hasta que las
temperaturas de las termocuplas alcanzaron valores cercanos a la temperatura de la
camara de muestras. Y la etapa del vacio hasta que las temperaturas de la camara
de muestra y de las termocuplas llegaran a la temperatura ambiente. Resultando en
un total de 48 horas de duracién total del proceso de liofilizacion, donde se registraron
los datos del peso inicial y peso final, con estos datos se calculé la cantidad de agua

eliminada, el porcentaje de humedad inicial y humedad final.

Biomasa pretratada

l

Distribucion Colocacion de
. Pesado de las
homogénea de la | termocuplas en la

g

Inicio materia prima en lbandejas' con biomasayenla
. biomasa himeda .
las bandejas bandeja v
Introduccidn y
Sellado
de las bandejas
en el Licfilizador
Retirado v Pesado Etapa del vacio Etapa de Ia
Fin de las bandejas |« P-0,04 mBar |« congelacidn

con biomasa seca T:-21°C T:-40°C

Figura 20. Diagrama de flujo de la liofilizacion del brocoli.

3.5.4. Reduccién de tamafio y tamizado

Para determinar el tamafio de particula se debe aplicar la normativa NTE INEN 517:2013
(Harina de origen vegetal. Determinacion del tamafio de las particulas), mediante tamices de
malla pertenecientes a la estandarizacion, vigente para la determinacién de harina vegetal en
Ecuador. En este caso, todo el producto que se obtuvo del ciclo de liofilizacién fue sometido
a una reduccién de tamafio mediante un mortero para obtener un didmetro de particula
adecuado. Luego de esto se procedid al tamizado utilizando una tamizadora analitica de la
serie AS 200, se utilizé los tamices ASTM E11 con malla ndmero 60, 35, 18 y bandeja
colectora. Se dejé durante 20 minutos con una amplitud controlada de 0,50 mm/g. Se pes6
en una balanza de precisién modelo BOECO BWL 61, el resultante del tamizado de las mallas
N°60 y N°35 particulas de tamafio inferior a 1 mm, se obtuvo un total de 107 gramos de harina
de residuos de Brocoli. Esta harina resultante fue colocada en un envase PET para su

conservacion y respectivo analisis bromatologico.

3.5.5. Andlisis Bromatolégico
La caracterizacion fisicoquimica de la harina que se obtuvo mediante el proceso de

liofilizacion se realizé mediante un analisis bromatoldgico que consté de la determinacion de
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la humedad, cenizas, proteinas, grasas y fibra cruda. Estos analisis se realizaron en el
laboratorio MSV (Andlisis de alimentos, aguas y suelos) con acreditacion SAE (Servicio de
Acreditacion Ecuatoriano) con una muestra de 100 gramos. A continuacion, se presentan las

normas utilizadas para cada analisis en la Tabla 18.

Tabla 18. Parametros y metodologias aplicadas en el andlisis bromatologico.

Analisis Fisico - Quimico

Pardmetros Metodologias
CENIZAS AOAC 923.03 - GRAVIMETRIA
FIBRA NTE INEN-ISO 6865 - GRAVIMETRIA
GRASA AOAC 920.85 - GRAVIMETRIA
HUMEDAD AOAC 925.10 - GRAVIMETRIA
PROTEINA AOAC 991.20 - VOLUMETRIA
CARBOHIDRATOS TOTALES CALCULO PROXIMAL - CALCULO
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Capitulo 4. Resultados y Discusiones

4.1 Hidrélisis Acida

En este proceso se aplicé un disefio factorial 2*4 no replicado con la finalidad de encontrar
los valores 6ptimos de cada factor que nos proporcionen un mayor rendimiento de azUcares,
estos valores fueron evaluados mediante los programas estadisticos de Statgraphics ®
Centurion version 19.5 y Minitab ® version 20.1.2

4.1.1 Parametros de operacion

Los parametros de operacién establecidos como temperatura, tiempo, concentracién de
biomasa y acido fueron seleccionados en funcion de su relevancia en los procesos de
hidrdlisis acida aplicados a distintas biomasas lignoceluldsicas presentadas en la Tabla 7
(Capitulo 2) debido a que pueden ser controladas durante el proceso. Los datos utilizados en
los parametros en cada experimento se encuentran detallados en el plan de experimentacion
de la Tabla 19.

Un ejemplo de estudio realizado por Gundupalli & Bhattacharyya (2019) demuestra la
factibilidad de optimizar factores mediante el analisis factorial en la hidrélisis acida de la
biomasa con la finalidad de mejorar el rendimiento de azucares reductores, en dicha
investigacion, se estudié dos casos de la fibra de coco en donde varian factores como
temperatura, tiempo y concentracion de acido sulfurico, en donde sus mejores resultados
presentaron una tasa de recuperacion de azucares del 50% aproximadamente y rendimientos
de glucosa altos. Lo que nos indica la factibilidad de aplicar dicho analisis factorial en la

biomasa estudiada.

El parametro de la presién representa un factor importante, pero no fue considerado para el
estudio debido a las limitaciones del equipo. Otros parametros como el pH y el diametro de

particulas no fueron considerados por no ser significativos para el estudio.
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Tabla 19. Plan de Experimentacion.

Concentracion

N° Tem?%r;:l tura Tiempo (min)  dela bi;)/:;asa (% dce:lo 2;22”({;?32,)
1 80 30 1 0,1
2 120 30 1 0,1
3 80 60 1 0,1
4 120 60 1 0,1
5 80 30 5 0,1
6 120 30 5 0,1
7 80 60 5 0,1
8 120 60 5 0,1
9 80 30 1 2
10 120 30 1 2
11 80 60 1 2
12 120 60 1 2
13 80 30 5 2
14 120 30 5 2
15 80 60 5 2
16 120 60 5 2

17* 100 45 2,5 1

18* 100 45 2,5 1

19* 100 45 2,5 1

Nota: * Los tres ultimos experimentos corresponden a las réplicas centrales del experimento.

4.1.2 Cuantificacién de los azlicares generados

La cantidad de azucares totales se cuantifica mediante el método de Dubois y es la variable
dependiente en la cual los factores independientes fueron analizados con el uso del disefio
experimental 2*4 de la hidrélisis acida. Esta cuantificacion fue realizada por triplicado para
obtener resultados con mayor precision realizando la desviacion estandar, estos valores se

presentan en la Tabla 20.
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Tabla 20. Cuantificacién de azlcares de la hidrélisis acida.

61

N° de N ° de Réplicas (mg/ml) Promedio Cuantificacién Desviacion
experimento (mg/ml)  de AzGcares* estandar.
2 (mg/ml o g/L)
1 28,537 26,295 29,759 28,20 140,99 1,76
2 9,947 13,407 16,569 13,31 66,54 3,31
3 10,948 6,714 - 5,89 44,16 2,99
4 10,654 17,503 7,872 12,01 60,05 4,96
5 8,000 9,417 11,968 9,80 48,98 2,01
6 41,418 33,976 36,992 37,46 187,31 3,74
7 28,192 25,983 27,297 27,16 135,79 1,11
8 22,125 - 31,891 18,01 135,04 6,91
9 39,951 30,534 28,96 33,15 165,74 5,94
10 20,814 12,142 10,245 14,40 72,00 5,63
11 27,873 17,517 21,165 22,19 110,93 5,25
12 - 9,495 8,142 5,88 44,09 0,96
13 31,660 29,386 34,448 31,83 159,16 2,55
14 26,249 28,477 28,615 27,78 138,90 1,33
15 29,429 34,004 38,193 33,88 169,38 4,38
16 17,538 11,687 20,5551 16,59 82,97 4,51
17 11,080 13,798 14,068 12,98 64,91 1,65
18 15,670 26,029 20,327 20,68 103,38 5,19
19 24,270 28,757 37,869 30,30 151,49 6,93

Nota: *Se obtiene a partir de la formula de dilucion seriada con un factor de dilucion de 1/5000. Los

resultados omitidos son productos de una lectura fuera del rango. Los experimentos 17,18 y 19

corresponden a los valores centrales.

El experimento 6 presenta los mejores resultados del proceso, con una cantidad de azucares

de 187,31 g/L; este resultado presenta una desviacion estandar relativamente baja de +3,74;

lo que acredita la veracidad del resultado. En este experimento el valor de la temperatura fue

de 120°C (nivel alto), con un tiempo de 30 minutos (nivel bajo), una concentracién de acido
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sulfarico de 0,1% (nivel bajo) y la concentracion de biomasa de 5% (nivel alto). Este resultado
presenta semejanzas con lo obtenido por Sigliencia et al. (2018) en cuanto al aumento de la
temperatura y la utilizacion de menor porcentaje de acido que contribuyen a la obtencién de
azlcares. Sin embargo, en su investigacion al trabajar con el 5% p/v de concentracion de
biomasa se obtiene una disminucién de azucares, contrario a lo obtenido en los resultados.

Esto podria ocurrir debido a la diferencia composicional entre las biomasas utilizadas.

4.1.3 Replicas centrales

La suposicion de linealidad de los efectos de los factores, es uno de los puntos de revisiéon
para evitar errores en el disefio factorial de dos niveles; por ello se realizan experimentos en
los puntos centrales en donde se aplica el método para determinar la existencia o no de la
curvatura, y al no existir diferencia no se incluyen estos valores (Rodrigo Gomez, 2009).
Analizando los resultados de la diferencia entre el valor final (Yf) y la media central (Yc) esta
es lo suficientemente pequefia como para considerarla insignificante, es decir estos valores
no muestran diferencias sustanciales. El valor Mse “Mean Squared Error” (error cuadratico
medio) es alto, mientras que el Sscurv (suma de cuadrados para la curvatura) presenta un
valor bajo lo que sugiere un buen ajuste del modelo (Barzola, 2021; Fernandez Bao, 2020;

Montgomery, 2004). Estos valores se observan en la Tabla 21.

Tabla 21. Resultado de los valores de réplica centrales.

Calculo Valor
Yf-Yc 6,232291667
Mse 1940,030422
Sscurv 98,12579221

Debido a la inexistencia de la curvatura, los experimentos 17, 18 y 19 seran omitidos del resto

de los analisis del disefio experimental.

4.1.4 Seleccién de términos para la construccion del Analisis de la varianza
estadistica (ANOVA).

Segun, Gutiérrez & De La Vara (2008) indica que mediante técnicas numéricas, graficas o
tabulares tales como eliminar o mandar al error aquellos efectos principales, interacciones
dobles, o interacciones triples; se pueden mejorar los coeficientes de determinacion para que

estos puedan ser bien estimados.

Una de las técnicas mas empleadas para disefios experimentales con cuatro o mas factores
es la gréafica de efectos en papel normal o grafica de Daniel, en la cual, los efectos no

significativos van a seguir una distribucién normal, es decir, poseen una media igual a cero y
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una varianza constante (Rodrigo Gémez, 2009). Esto reflejado en un papel probabilistico
normal presenta una linea recta, al contrario de los efectos significativos que no se presentan
en lalinearecta de la grafica. Los resultados de las magnitudes de cada efecto y su frecuencia

se observan en la Tabla 22, realizada segun lo descrito por Montgomery (2004).

Tabla 22. Magnitudes y frecuencias de cada efecto.

Orden (j) Resultado Efecto Frecuencia A
1 -49,33625 AD 0,03333333
2 -34,26125 ABC 0,1
3 -22,52375 ACD 0,16666667
4 -19,90875 B 0,23333333
5 -18,78625 A 0,3
6 -17,35125 BCD 0,36666667
7 -13,50875 BD 0,43333333
8 -9,46375 CD 0,5
9 -6,25375 AB 0,56666667
10 -4,86375 ABD 0,63333333
11 9,48875 D 0,7
12 12,29875 ABCD 0,76666667
13 27,90875 BC 0,83333333
14 37,30625 AC 0,9
15 50,17625 C 0,96666667

En la gréfica de probabilidad realizada usando el software Excel ® 2019, en la Figura 21, se

observa la ausencia de puntos significativos.
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Grafico de probabilidad normal de Daniel
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Figura 21. Grafica de Probabilidad Normal de los resultados de la hidrolisis acida.

En el diagrama de Pareto representado en la Figura 22, otra de las técnicas utilizadas para
estos disefios que permite identificar los efectos que se deben excluir, se observa que los
datos no pasan la linea punteada lo cual no permite ver con claridad la existencia de estos
puntos significativos, por tanto, se hace necesario aplicar el criterio que permita mandar al

error o excluir dichos efectos (Gutiérrez & De La Vara, 2008).

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Cuantificacion de azucares: o = 0,05)

Término 4303

Factor MNombre

A Temperatura

Tiempo

Concentracion Biomasa
Concentracion Acido

o N

ABD

Efecto estandarizado

Figura 22. Grafica de Pareto de los resultados de la hidrélisis acida.
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Ambas graficas nos permiten identificar el comportamiento de los efectos. Sin embargo, en
la Figura 21, grafica de probabilidad normal, se pueden identificar los efectos mas dispersos
a la linealidad, como C (concentracion de biomasa), AD (temperatura*concentracion del
acido), AC (temperatura*concentracion de biomasa) y ABC
(temperatura*tiempo*concentracién de biomasa); mientras que, en el diagrama de Pareto,
Figura 22, se puede distinguir la relevancia de cada uno de los efectos. Donde se comprueba
que se observan efectos més destacados, pero segun la desviacion estandar (sigma)

empleada por el software no son significantes.

Por lo tanto, es necesario mandar al error es decir excluir términos, haciendo referencia a
estos como términos de la primera “oleada” que representan a los efectos de menor
importancia, que en este caso los eliminados serian CD (concentraciébn de
biomasa*concentracion de acido), AB (temperatura*tiempo) y ABD

(temperatura*tiempo*concentracion de acido).

4.1.5 Correlacion de los parametros y sus interacciones

La ecuacion de regresion lineal en un disefio factorial demuestra la relacién entre los factores
del disefio experimental y la variable de respuesta, en donde se observan las contribuciones
individuales de los factores y sus interacciones. En la Ecuacion 1, se representa la ecuacién
de regresion lineal ajustada y simplificada de la Ecuacién 2, que actla en los efectos
seleccionados, esta ecuacion permite tener aproximaciones de parametros no estudiados

mediante interpolaciones y extrapolaciones.

Y=11013-11,77A-1233B +22,06 C+ 7,77 D + 15,63 A*C - 21,64 A*D + 10,93 B*C - 3,73 B*D -
20,16 A*B*C - 8,89 A*C*D - 6,30 B*C*D ( Ecuacion. 1)
Donde:

Y= representa el resultado de la cuantificacion de azUcares.

A= representa el factor de la temperatura.

B= representa el factor del tiempo.

C=representa el factor de la concentracién de biomasa.

D= representa el factor de la concentracion del acido.

En la Ecuacion 1 se observa que el promedio de todos los valores de las cuantificaciones
estudiadas en el primer término es de 110,13; seguido de las mitades del valor de los efectos
principales y de las interacciones dobles, triples y cuadruples, en la cual, mientras mayor sea
el valor absoluto a partir del segundo término, mayor es el efecto que tiene en la variable de
respuesta y el signo positivo o negativo indica si favorece o perjudica respectivamente a la

respuesta (Alvarez et al., 2018).
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Cuantificacion de azicares = 11013 - 11,77 Temperatura - 12,33 Tiempo + 22,06
Concentracién de Biomasa + 7,77 Concentracion de Acido + 15,63 Temperatura*Concentracion de
Biomasa - 21,64 Temperatura*Concentracion de Acido + 10,93 Tiempo*Concentracion de Biomasa - 3,73
Tiempo*Concentracion de Acido - 20,16 Temperatura*Tiempo*Concentracion de Biomasa - 8,89
Temperatura*Concentracion de Biomasa*Concentracion de Acido - 6,30 Tiempo*Concentracién de

Biomasa*Concentracién de Acido. (Ecuacion. 2)

4.1.6 Verificacién de supuestos del modelo

La validez de los resultados de cualquier analisis de varianza se sustenta mediante el
cumplimiento de los supuestos del modelo, tales como la hormalidad y la varianza constante,
estos supuestos se basan en que la variable de respuesta debe distribuir normalmente y
poseer la misma varianza en cada tratamiento (Gutiérrez & De La Vara, 2008). Para su
analisis se emplea cominmente la muestra de los residuos, como requisito necesario para
los disefios experimentales donde se necesita obtener un ANOVA confiable (Acosta et al.,
2021; Cuautle et al., 2016).

El analisis de residuos segun Rodrigo Gomez (2009) se basa en que los “errores residuales
deben ser independientes y tener una distribucion normal con media cero y varianza
desconocida pero constante”. (p. 303). Para este analisis de residuos se emplearon las

gréficas de probabilidad normal y la grafica de residuos frente a los valores ajustados.

4.1.6.1 Supuesto de Normalidad. En la gréafica de probabilidad normal, ilustrada en
la Figura 23, los residuos deben encontrarse cercanos a la linea recta de la gréfica,
es decir siguen una distribucion normal, significa que los errores se encuentran
distribuidos de manera simétrica alrededor de cero y de manera aleatoria, en esta
investigacion los resultados de la cuantificacion de azUcares esta norma se cumple en

la mayoria de residuos (Gutiérrez & De La Vara, 2008).
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Figura 23. Gréfica de probabilidad normal de residuos.
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4.1.6.2 Supuesto de varianza constante. Los puntos caen de forma aleatoria, pero

la mayoria deben encontrarse cercanos a la banda horizontal asegurando la

dispersién de los residuos a lo largo del rango de los valores predichos por el modelo

(Gutiérrez & De La Vara, 2008). La Figura 24, presenta diez de sus dieciséis puntos

cercanos al eje central, comprobando este supuesto de varianza constante.
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Figura 24. Grafica de dispersién de los residuos.
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4.1.7 Andlisis de Varianza (ANOVA)

En la Tabla 23, se presenta la variabilidad de cada uno de los efectos seleccionados, donde
se encuentran separadas las variables independientes e interacciones de segundo y tercer
orden para su posterior analisis individual. Se determina un nivel de significancia que
comunmente es igual a a=0,05; otro valor estadistico a considerar es el valor de p que
representa el nivel mas pequeno de significancia de a para el cual el tratamiento de estudio

es significativo (Rodrigo Goémez, 2009).

Tabla 23. Analisis de Varianza para la cuantificacion de azUcares.

Suma de Cuadrado Razén-

Fuente Cuadrados ' Medio F valor-P
A: Temperatura 2339,42 1 2339,42 5,02 0,0885
B: Tiempo 2561,63 1 2561,63 550  0,0789
c: Conéfonrgzgfn de la 8020,55 1 802055 17,22  0,0143
b Confc?;roa'dén del 886,402 1 886,402 1,90 02398
AC 4072,67 1 4072,67 874  0,0417
AD 7722,46 1 772246 16558  0,0152
BC 2027,03 1 202703 435  0,1053
BD 263,17 1 263,17 057  0,4940
ABC 6291,27 1 620127 1351  0,0213
ACD 1173,23 1 1173,23 252  0,1877
BCD 571,569 1 571,569 123 03301
Error total 1862,91 4 465,728
Total (corr.) 37792,3 15

Mediante los valores obtenidos en la tabla como la sumatoria total de cuadrados (SC total) y
la sumatoria de cuadrados del error (SC error) y los grados de libertad (Gl) del total y del error
se obtienen el cuadrado medio del total (CM total) y del cuadrado medio del error (CM error),

se aplican los coeficientes de determinacion presentados en la Ecuacién 3 y Ecuacion 4.

SC total — SC ..
R? = == 220« 100 (Ecuacion. 3)
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. CM total — CM .,
R%aj = OCZ wmlermr 100 (Ecuacion. 4)

Ademds, mediante la Tabla 23 se denota aquellas fuentes significativamente diferentes de
cero con un nivel de confianza del 95% que es la proporcion de variabilidad, mediante el valor
de p, donde los valores menores a 0,05 presentan dicha significancia (Montgomery, 2004;
Rodrigo Gomez, 2009). Esto se cumple en cuatro efectos ordenados de la siguiente manera;
el factor principal C que representa la concentracion de la biomasa con un valor de p=0,0143;
la interaccion doble AD que representa la relacion temperatura*concentracién de acido con
un valor de p= 0,0152; la interaccién triple ABC que representa la relacion entre la
temperatura*tiempo*concentracion de biomasa con un valor de p=0,0213 y la doble
interaccion de AC que representa la relacion entre la temperatura*concentracion de biomasa
con el valor de p=0,0417; estos efectos se representan en las graficas mostradas
posteriormente, los cuales afectan el rendimiento en la cuantificacion de azlcares. Estos
resultados muestran que la concentracion de biomasa C es el factor mas relevante tanto
individualmente como en las interacciones, pero las interacciones dobles se encuentran en

mayor cantidad.

Ademas, en este modelo los coeficientes de determinacion muestran valores altos, con un
valor de R?= 95,0707% y R?ajustado= 81,515%. Segln Gutiérrez & De La Vara (2008) para
los disefios con varios factores se emplea el R? ajustado, debido a que el R? tiende a aumentar
de manera atrtificial con el incremento de términos, aunque dichos términos sean pocos
significantes, resultando en porcentajes altos que son ajenos a lo que realmente se rige el
modelo, esto no sucede con el R? ajustado, donde disminuye su valor con términos no
relevantes, ademas, recomienda que este valor sea superior al 70% para fines de prediccion

seguras.

4.1.8 Andlisis de graficas
Los valores del ANOVA con la finalidad de facilitar la interpretacion de las variaciones de los
efectos principales y sus interacciones, se presentan mediante graficas realizadas utilizando

el software Minitab® version 20.1.2.

4.1.8.1 Diagramas basados en los efectos. En la grafica de Pareto (Figura 25) y la
gréfica de Daniel (Figura 26), se puede observar la relevancia de cada efecto, en la
primera gréfica se presentan los efectos con significancia superior a la sigma
estipulada (2,776) por Minitab® 20.1.2, en donde se encuentra un efecto principal C,
dos interacciones dobles AD, AC y una interaccion triple ABC. Lo mismo sucede con

la grafica de probabilidad normal Figura 26, donde los no significativos se encuentran
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cerca de la recta, mientras que los significativos se alejan de ella (Gutiérrez & De La

Vara, 2008).
Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
{la respuesta es Cuantificacion de azucares; o = 0,05)
Término 2775
Factor  Nombre
A Temperatura
B Tiempao
C Concentracian de Biomasa
D Cancentracian de Acida

Efecto estandarizado

Figura 25. Diagrama de Pareto de los efectos seleccionados

Grafica normal de efectos estandarizados
{la respuesta es Cuantificacién de azucares; o = 0,05)

99
Tipo de efecto
® Mo significativo
i [ | i i i
95 B Significativa
90 Factor Mombre
a0 W AC A Temperatura
B Tiempa
@ T0 4 C Cancentracion de Biomasa
.E &0 o Concentracién de Acida
d 50
=
5 407
B 3p -
204
W 4BC
104
g, WAD
1 T T T
4 -3 3 4 5

Efecto estandarizado

Figura 26. Grafica de Probabilidad Normal de los efectos seleccionados.

4.1.8.2 Gréfica de efectos principales. El comportamiento de los efectos principales
se puede observar en la Figura 27. Aqui los niveles de cada factor se encuentran en

el eje horizontal mientras que la media de la respuesta se encuentra en el eje vertical.

Tannya Cristina Orellana Yumbla - Antonio Isaac Ortega Andrade



UCUENCA 7

La concentracion de biomasa es el efecto mas significativo debido que al aumentar la
concentracién de 1 a 5 % se obtuvo mayor cantidad de azucares totales, de igual
manera en la concentracion del acido de 0,1% a 2% se observa que se eleva la
variable de respuesta, pero su efecto es menor debido a que los resultados cambian
ligeramente. Mientras que para el caso de la temperatura y el tiempo ocurre lo
contrario, el resultado mayor se observa en el nivel bajo de cada factor y de igual
manera los cambios no son de mayor impacto como en el caso de la concentracion
de la biomasa. Se puede expresar también que el efecto de estos dos ultimos es

inversamente proporcional al efecto de la concentracion de biomasa y del acido.

Grafica de efectos principales para Cuantificacion de azucares
Medias ajustadas

Temperatura Tiempao | Concentracian de Biomas Concentracian de Acido
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Figura 27. Grafica de efectos principales para azUcares totales.

4.1.8.3 Grafica de Interacciones. Los efectos de las interacciones presentan la
influencia de las combinaciones de los factores sobre la variable de respuesta
(Ferndndez Bao, 2020). En la Figura 28, se encuentra el perfil de interacciones dobles
de los cuatro efectos. Las relaciones del tiempo con la concentracién de la biomasa y
con la concentracion del acido son relativamente paralelas para la regién estudiada,
por lo tanto, no existe una interaccion entre estos factores, resultando en un valor
menor de estos efectos en comparacion al resto. Mientras tanto en las interacciones
mas relevantes de la Tabla 22 las relaciones entre la temperatura y la concentracion
de biomasa, asi como la temperatura y la concentracién de acido presentan una
interseccién entre lineas, lo que manifiesta un alto rendimiento cuando la
concentracion de biomasa presenta su valor mas alto y, al mismo tiempo, cuando la
concentracion del acido sulfdrico se encuentra en su nivel mas bajo (Ramirez et al.,
2015).

Tannya Cristina Orellana Yumbla - Antonio Isaac Ortega Andrade



UCUENCA

Grafica de interaccién para Cuantificacidn de azucares
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investigacion es

representada en forma de cubo en la Figura 29, para cada uno de los experimentos

con su valor promedio de respuesta (Cuautle et al., 2016). Los cuatro factores no

pueden ser representados en las dimensiones correspondientes, por lo que el

software representa estos valores en dos gréficas de 3 dimensiones (cubos), el

primero para la concentracion de 0,1% v/v y el segundo para la concentracion del 2%

viv de acido sulfarico concentrado. En particular, el mejor tratamiento se tiene con

una temperatura de 120 °C, tiempo de 60 minutos, concentracion de acido sulfarico

de 0.1% v/v y una concentracién de biomasa de 5% p/v; con un rendimiento promedio
de 179,680 g/L de azucares.

Grafica de cubos (medias ajustadas) de Cuantificacién de azucares
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Figura 29. Gréfica de cubos de cuantificacion de azlcares.
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4.1.9 Andlisis de resultados de la hidrolisis 4cida

El rendimiento de azucares, con el mejor resultado alcanzado, mediante los pardmetros
obtenidos (120°C, 30min, 5% p/v concentracién de biomasa y 0,1% v/v concentracion de
acido) del disefio factorial 274, fue 187,31 g/L de azlcares totales. La interaccién de los
factores como la temperatura y el tiempo es importante en el rendimiento, debido a que, a
tiempos menores aumenta el rendimiento y a mayores temperaturas, mayor es el rendimiento
de azucares (SiglUencia et al., 2018). Esto se cumple en esta experimentacién con los
residuos de brécoli confirmando esta relacibn mediante la grafica de interacciones (Figura
28), cuyo resultado favorable se asemeja a los parametros (150°C, 1.84% biomasa; 0,54%
acido, 90min) usados en el estudio de la Hidrdlisis acida de cascarilla de arroz, en el que
obtiene mayor rendimiento cuando se cumple esta relacién entre el tiempo y la temperatura
(Siglencia et al., 2018).

Asi mismo, la concentracion de acido es otro factor a controlar pues determina un mayor o
menor rendimiento; como en el caso de estudio de hidrélisis acida de microalgas estudiada
por Rumiche et al. (2021) en el cual se obtienen mejores resultados con mayor concentracion
de acido sulfarico y tiempo de hidrdlisis. Sin embargo, se debe tener en cuenta que, en
condiciones extremas de hidrdlisis, como el aumentar la concentracion del acido puede
desfavorecer el rendimiento de azlcares, debido a que este exceso puede ocasionar la
degradacién de estos azlcares a otros productos como el furfural, hidroximetilfurfural y
compuestos fendlicos, asi lo mencionan Sanchez & Vazquez (2017) en su estudio de
hidrolisis acida de residuos de naranja. Los valores utilizados en los estudios con la cantidad
de &cido empleada en el presente estudio (0,1% v/v) de acido sulfarico se comprobé la
relacion de que a menor cantidad de acido mejores son los resultados en la obtencion de

azucares.

En esta experimentacion con residuos de brocoli se demostré que un tiempo de 30 minutos
es adecuado, lo que podria resultar en un menor costo energético siendo un resultado positivo
en aplicaciones industriales, puesto que la influencia del tiempo no determina mayor
diferencia en el aumento de los resultados durante la hidrdlisis acida como en el caso de la
biomasa de hojas de eucalipto estudiada por Gutiérrez et al. (2017) que menciona que al
aplicar menor tiempo (30 minutos) se obtiene una cantidad aceptable de azucares,

cuantificada como sélidos solubles (6,2 °Brix).

Con respecto al rendimiento de azlcares obtenidos en esta experimentacién (187,31 g/L) en
el que se incluyen las hojas y los tallos se observa un incremento considerable comparado al
obtenido por Vargas Rico et al. (2022) en el que utilizé solamente las hojas del brécoli y obtuvo

azUcares reductores con una concentracion de acido sulflrico 0,5% v/v; esta concentracion
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se utilizé en esta experimentaciéon comprobando que la misma es favorable para obtener un
buen rendimiento de operacién en la hidrdlisis acida. A diferencia de este autor este estudio
aprovecho el uso tanto de las hojas como de los tallos lo que incrementé significativamente
el rendimiento de azlcares, ademas se estd cuantificando la totalidad de azucares lo que

justifica el resultado mas alto.

4.2 Hidrolisis Enzimatica

En el sustrato del experimento 6, que presentd los mejores resultados después de someter
la muestra de biomasa al pretratamiento de hidrélisis acida (187,31 g/L), se llevo a cabo la
hidrolisis enzimatica bajo las siguientes condiciones controladas: temperatura de 5045 °C, pH
de 4,8; agitacién a 600 rpm en ambiente anaerdbico, y se obtuvieron los siguientes resultados

por triplicado, presentados en la Tabla 24.

Tabla 24. Resultados de la cuantificacion de azUcares para la hidrdélisis enzimatica.

Carga Hidrolizado Buffer Tiempo Réplicas Cuantificacién Desviacioén
enzimatica filtrado de de azlcares* Estandar
Cellic (3%) citrato (mg/ml) (mg/ml o g/L)
Ctec2 de
Sodio 1 2 3
1ml 3ml 96ml 1h 41,03 44,21 46,98 220,4 2,975797

Nota: *Se obtiene multiplicando el promedio por el factor de dilucion (5000) y convirtiendo a las
unidades correspondientes.

4.2.1 Andlisis de resultados de la hidrélisis enzimatica.

El rendimiento se incrementd notablemente en este sustrato especifico, alcanzando una
cantidad de azUcares resultante de 220,4 g/L; como se puede observar en la Tabla 24. Asi lo
sugieren Sanchez & Vazquez (2017) en un estudio realizado a residuos de cascara de
naranja, al generar un rendimiento promedio solamente aplicando el pretratamiento y sefialan
gue se puede incrementar el total de azlcares complementando este resultado con la
hidrélisis enzimética; partiendo de cargas enzimaticas segun sea el caso es decir el tipo de
biomasa a emplear. Aplicando este criterio se trabajé con una carga enziméatica de la enzima
Cellic Ctec2 de 1 ml, en 3% de sustrato hidrolizado y para mantener el pH entre 4,5y 5 se
utilizé una solucién Buffer de citrato de potasio de pH igual a 4,8 durante 60 minutos a una
temperatura de 50°C. Este resultado equivale a un aumento del 17.7% con respecto a lo
obtenido por la hidrdlisis acida. Segun, Gilon Salazar (2022) aplicando la hidrélisis enzimatica
da lugar a un mayor rendimiento de azucares que se comprueba con los resultados obtenidos.

Ademads, en un estudio realizado por este autor; para determinar el potencial de hojas de
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eucalipto como materia prima para produccién de polialcoholes declara que puede existir
pérdida de azlUcares en procesos posteriores para su produccion (detoxificacion,
centrifugacion y clarificaciéon) en los que se reduce la cantidad de azUcares obtenidos, por
ello conseguir la maxima produccion al complementar con la hidrolisis enzimatica se asegura
mejor rendimiento en la produccién del producto final. Este tratamiento de hidrolisis
enzimatica, disminuye las posibles pérdidas que puedan dar a lugar procesos posteriores
para obtener productos de valor como en el caso de este estudio en la obtencion de azUcares

a partir de residuos de brécoli como materia prima en la produccién de etanol.

En esta experimentacion con residuos de brocoli (hojas y tallos) se obtuvo mayor cantidad de
azucares totales después de la hidrolisis enzimética aplicando 1 ml enzima, 3 ml de
sustrato/biomasa y 96 ml de Buffer, 60 min, 50 °C, contrario de la investigacion realizada por
Vargas Rico et al. (2022); que evalla la produccion de azlcares en el que solamente emplea
las hojas de brdcoli, en el cual la obtencién de azlcares con respecto a la etapa de la hidrolisis
enzimatica (5 min, 10ul de enzima; 0,03 ml de biomasa), disminuy6 de 0,5 g/L de azlcares
obtenida en la hidrélisis acida a 0,454 + 0,004 g/L obtenida en la hidrélisis enzimética, y
expresa que esto puede ocurrir debido a las interferencias de sustancias inhibidoras
producidas en el pretratamiento e indica que se deben hacer pruebas con tiempos mayores,
debido a esto en esta experimentacion se realizaron pruebas previas en las cuales cuando

se realiz6é durante 60 minutos resulté favorable.

En consecuencia, la etapa de produccion de bioetanol a partir de biomasas lignocelulésicas
qgue implica cuatro etapas principales: pretratamiento, hidrélisis enzimatica, fermentacion y
destilacion resultaria factible realizando el pretratamiento mediante hidrdlisis 4cida y posterior
a ello la hidrélisis enzimatica con los parAmetros adecuados para este tipo de biomasa,

presentados en la Tabla 24 (Soto-Romo et al., 2023).

4.3 Anélisis de resultados de la obtencion de harina/polvo

En esta seccion se presentan los resultados de uno de los procesos propuestos para reducir
el desperdicio de residuos de brocoli y la obtencién de un producto de alto valor nutricional,
elaborando una harina utilizando las hojas y tallos de esta hortaliza, considerados como
residuos del brocoli. Debido a que esta hortaliza contiene una cantidad relevante de
compuestos que promueven la salud, tal como lo menciona Ares et al. (2013), en su estudio
resalta la cantidad de investigaciones sobre los beneficios y aplicaciones de la misma, asi
como las diferentes técnicas de extraccion y caracterizacion de sus compuestos de valor. Los
valores resultantes del andlisis fisicoquimico son necesarios para comprender la calidad

nutricional y las propiedades de la harina obtenida, que contribuye al desarrollo de alternativas
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de aplicaciones de estos residuos. Segun Krupa Kozak et al. (2019) menciona una de sus
posibles aplicaciones y su potencial empleo del polvo de hojas de brécoli como reemplazo en
el uso de almidones tradicionales de maiz y papa.

En la Tabla 25 se presentan los resultados del andlisis bromatolégico obtenidos por el
laboratorio MSV de la harina de hojas y tallos de brécoli, que incluyen los valores de cenizas,
fibra, grasa, humedad, proteina y carbohidratos, estos andlisis se realizaron en una muestra

de 100g de harina obtenida en la experimentacion.

Tabla 25. Resultados del andlisis bromatoldgico. Fuente: MSV laboratorio.

Analisis Fisico - Quimico

Parametros Metodologias Unidad Resultado U(k=2)
Cenizas AOAC 923.03 - Gravimetria % 8,724 +9,3%
Fibra NTE INEN-ISO 6865 - Gravimetria % 26,766 -
Grasa AOAC 920.85 - Gravimetria % 1,001 -
Humedad AOAC 925.10 - Gravimetria % 0,623 +4,28
Proteina AOAC 991.20 - Volumetria % 37,306 -
Carbohidratos Totales Célculo proximal - Calculo % 25,58 -

Nota: U:Incertidumbre
Esta harina fue elaborada por el método de Liofilizacion planteado por Quishpe Guanotufia
(2023) en el cual realiza harina de brécoli fresco a partir de este método, asi como en el
estudio de Drabinska et al. (2018) en el cual realiza la liofilizacion de hojas de brocoliy analiza

sus propiedades y efectos en productos libres de gluten.

Los resultados del analisis bromatoldgico de la harina elaborada con hojas y tallos de brécoli
se comparan con los resultados presentados en la Tabla 11 (Capitulo 2) en el que se
presentan los valores de estas propiedades en harinas elaboradas a partir de distintas partes
del brocoli por diferentes métodos de obtencion, incluyendo la col morada como referencia

dentro de la misma familia a la que pertenece el brécoli.

El contenido de cenizas obtenido (8,724+9,3%) es similar al que se obtuvo en la harina de col
morada (8,71%) estudiada por Vazquez-Garcia et al. (2023); sin embargo, debido a la
variabilidad de este resultado en la desviacion estandar se compara con el obtenido por
Valenzuela (2010); quien realiz6 la harina usando el tronco de brécoli mediante secado por
bandejas con un valor de cenizas de (14,93%) en donde no hay diferencia sustancial.
Mientras que para los valores obtenidos por Ganchala Casa (2022); quien usa el rastrojo de
brécoli y para Quishpe Mendoza (2021); quien usa las hojas obtiene valores muy bajos
(8,57% y 1,44%) con respecto al obtenido en esta experimentacion usando tanto hojas como
tallos lo cual significa que se obtuvo una mejora en cuanto al contenido de cenizas, que refleja

el contenido mineral de las muestras y la cantidad de minerales presentes, lo que indica la
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importancia de un control preciso en el proceso de produccién de harina (Salvatierra Hurtado,
D., 2015).

El contenido de fibra de hojas y tallos obtenida en la harina experimental tiene un valor
superior (26,766%) a todos los valores referenciales de la Tabla 11, el contenido de fibra
mayor de esta lista es el reportado por Valenzuela (2010) quien realizé la harina a partir del
tronco de brécoli que contiene 21,20%; le sigue el contenido de fibra de la harina elaborada
a partir de rastrojo de brécoli con 15,29% estudiado por Ganchala Casa (2022), el de hojas
de brécoli con 14,21% estudiado por Quishpe Mendoza, 2021; y en la harina de brécoli fresco
por liofilizacién un valor de 12,66% reportado por Quishpe Guanotufia (2023). La harina
experimental de tallo y hojas de brocoli mostré un contenido elevado de fibra lo que la

convierte en una excelente fuente de este componente dietético (Berndtsson, 2019).

En cuanto al porcentaje de grasa, la harina realizada en esta experimentacién se encuentra
dentro del rango de la Tabla 11 , el valor minimo del porcentaje de grasa que se observa en
la tabla de referencias es en la harina de col morada con 0,55% (Vazquez-Garcia et al., 2023)
y el valor mas alto con 2,43% de grasa en la harina de brécoli fresco realizado por
deshidratacion por bandejas (Quishpe Guanotufia, 2023). La harina de brocoli experimental
mostré un contenido reducido de grasa (1,001 %) similar al realizado por liofilizacion a partir
de brocoli fresco con un valor de 1,13% (Quishpe Guanotufia, 2023), siendo adecuada para

su uso en alimentos que requieren un bajo contenido de grasa (Coérdova & Jacome, 2016).

La humedad de la harina obtenida experimentalmente es minima (0,623%) en comparacién
a la realizada mediante secado al aire en el que usa hojas de brocoli cuya humedad es de
12,17% realizado por (Quishpe Mendoza, 2021), comprobando que este es el mejor método
para obtener valores bajos de humedad, como en el caso de la harina de brécoli fresco secado
por liofilizacién en donde su valor es del 6,10% reportado por Quishpe Guanotufia (2023).
Este porcentaje de humedad es representativo dentro de las propiedades, debido a que es
un indicador critico para el almacenamiento y la vida util de los productos; puesto que en la
harina de residuos de brécoli experimental mostré6 un bajo contenido adecuado para el

almacenamiento a largo plazo (Ballesteros et al., 2020).

En la harina a partir del residual de brocoli experimental, en cuanto al contenido de proteinas
supera a todas las muestras analizadas en bibliografia, y se convierte en una importante
fuente de proteinas. El valor mas alto de la tabla de referencia es de 20,67% en la harina a
partir del rastrojo de brécoli, esto quiere decir que el valor de proteinas es un valor alto en

harinas a partir de brécoli (Ganchala Casa, 2022).
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En la harina de hojas y tallos de brdcoli experimental tiene un contenido total de carbohidratos
de 25,58%, mientras que entre las muestras de referencia se tienen valores altos de
carbohidratos puesto que en la harina de brécoli fresco secada en bandeja mostré el
contenido mas elevado de 64,47% (Quishpe Guanotufa, 2023) al igual que en la harina de
hojas de brécoli con 53,17% de carbohidratos (Quishpe Mendoza, 2021) el valor mas bajo lo
reporta Valenzuela (2010) en la harina de tronco de brécoli con un valor de 41,34% , todos
los valores mencionados difieren entre si por la diferencia de materia prima y metodologia de

secado.

En el caso de los carbohidratos totales y de las proteinas, se obtiene un valor inferior y
superior respectivamente, con respecto a la tabla referencial, por consiguiente, se sugiere
analizar una mayor cantidad de muestras para comprobar estos resultados, y asi poder

descartar posibles interferencias en los métodos.

En cuanto a las variaciones en las propiedades de la harina obtenida experimentalmente a
partir de hojas y tallos, como se detalla en la Tabla 25, se observan diferencias al comparar
estos resultados con los valores de las hojas y tallos frescos. Estos uUltimos presentan un
contenido de cenizas del 1,3% y 1,8%; fibra del 10,4% y 8,3%; grasa del 0,5% y 0,1%;
humedad del 76,3% y 82,5%; proteina del 2,5% y 1%; carbohidratos del 9% y 6,3%,
respectivamente, segun lo informado por Rodriguez & Rojas (2022). Estas diferencias se
atribuyen a la diversidad de la variedad del brécoli utilizada, y al emplear tanto tallos como
hojas, se fortalecen estas propiedades en la harina resultante. En consecuencia, el producto
final presenta una cantidad representativa de proteinas, fibra y carbohidratos totales y en

menor porcentaje el contenido de cenizas y grasa.

4.4 Rendimiento del secado y producto.

De 1,43 kg de hojas y tallos de brdcoli triturado se obtuvo un total de 107 g de harina liofilizada.
Con un porcentaje de materia seca es decir del rendimiento total en cuanto a materia prima
de 7,46%; este valor no difiere en un valor significativo con el rendimiento de harina de brocoli
a partir de inflorescencias de brocoli, obtenido mediante el mismo método, estudiado por
Quishpe Guanotufia (2023); el cual obtuvo el 11,20% de rendimiento. Esto quiere decir que
se pueden usar tallos y hojas y se obtendra un rendimiento similar que con la materia prima
tradicional. La humedad del producto final experimental posee el 0,623% segun los resultados
del andlisis bromatoldgico existiendo una reduccion de humedad significativa de la inicial con
87,03% y aceptada segun la normativa INEN 616 que establece los requisitos de calidad y
seguridad alimentaria para la importacién, produccién y comercializacion de harina en

Ecuador, que permite un maximo de humedad del 14, 5%.
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4.4.1 Humedad porcentual
Para determinar la humedad porcentual inicial se utilizé la siguiente formula (Quishpe
Guanotufia, 2023).

Ho% = pl —p2/p1 x100 (Ecuacion. 5)

Donde:
pl= peso inicial de la muestra en gramos
p2= peso después de liofilizar en gramos
Sustituyendo los valores en la férmula:
Ho% = 1247,34/1433,165 * 100

Ho% = 87,03%

Esto indica que la humedad inicial era aproximadamente 87,03%

4.4.2 Rendimiento de la materia prima (%)
El rendimiento se calculé utilizando la férmula (Vazquez-Garcia et al., 2023) :
Rendimiento (%) = Peso util/P1 total » 100 (Ecuacion. 6)

Donde:
Peso util= peso final de la harina obtenida en gramos.
P1 Total= peso de la materia prima inicial en gramos.
Sustituyendo los valores en la férmula:
R =107 g/1433,165¢g

R =7,46%

El rendimiento del proceso de liofilizacion fue de 7,46%.
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Capitulo 5. Conclusiones y Recomendaciones

5.1 Conclusiones

La obtencién de azucares a partir de residuales de brécoli (hojas y tallos) resulté favorable y
fue realizada de manera eficiente mediante el pretratamiento con &cido y complementada con
la hidrdlisis enzimatica. La aplicacion del disefio factorial 274 permitio identificar los
pardmetros Optimos, destacando la temperatura de 120°C, el tiempo de 30 minutos, una
concentracion de biomasa del 5% p/v y una concentracion de acido del 0,1% v/v. Esta
configuracién resultdé en un rendimiento significativo de azlcares totales, alcanzando 187,31
g/L. La hidrdlisis enzimética posterior, bajo condiciones especificas, mejor6 aun mas el
rendimiento, logrando un aumento del 17%, obteniendo un total de 220,4 g/L de azUcares

fermentables.

En cuanto a la elaboracion de harina a base de hojas y tallos de brdcoli se cumplié mediante
la aplicacion del proceso de liofilizacién a estos residuos de brécoli, dando como resultado la
obtencién de una harina de calidad. El rendimiento de liofilizacién fue del 7,46%, conservando
las propiedades nutricionales y prebiéticas propias del brdcoli. La harina resultante mostro
caracteristicas favorables, como bajos niveles de humedad (0,623%) cumpliendo con
normativas ecuatorianas, y porcentajes representativos de cenizas (8,724%), fibra (26,766%),
proteinas (37,306%), y carbohidratos totales (25,58%); estos valores posicionan la harina

como un producto versatil y de alto valor nutricional.

La comparacion detallada de las propiedades de los productos obtenidos con informacion
secundaria fundamenta la viabilidad y potencial industrial de los mismos. La concentracion
de azlcares, las caracteristicas fisicoquimicas de la harina, y la evaluacion de las normativas
aplicadas indican que ambos productos poseen cualidades que los hacen aptos para diversas
aplicaciones. Los azUcares fermentables derivados podrian contribuir al desarrollo de
biocombustibles, mientras que la harina de residuos de brocoli podria incorporarse en la
industria alimentaria, nutracéutica y cosmética, destacando la importancia de la sostenibilidad

y la utilizacién eficiente de los residuos agroindustriales.

5.2 Recomendaciones

- Realizar experimentaciones con distintos valores de presion en la hidrélisis acida y

determinar si es factor significante para la cuantificacion de azucares.

- Contrastar los resultados de la hidrélisis enzimatica obtenidos en esta investigacion

empleando diferentes enzimas con la finalidad de mejorar los resultados.
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- Replicar las experimentaciones en equipos de laboratorio donde se pueda tener un
mayor control de los factores de las hidrélisis, ya que se presentaron desviaciones

estandares altos en algunos resultados debido a algunos equipos.

- Determinar los azucares presentes en el producto y evaluar su comportamiento en

procesos posteriores como la fermentacion para la obtencién de biocombustibles.

- Evaluar el posible empleo de la harina en complementos alimenticios para mejorar la

ingesta de fibra de la poblacion.

- Realizar un andlisis microbiolégico de la harina antes de su uso en productos
alimenticios, pese a que se rigieron estrictas normativas de limpieza y
descontaminacion en su realizacibn se debe descartar cualquier posible

contaminacién cruzada.

- Realizar el andlisis bromatolégico con méas de una experimentacion de la elaboraciéon

de harina, para confirmar las cantidades de sus propiedades fisicoquimicas.

- Evaluar el contenido de furfural u otros productos de degradacion obtenidos en las

hidrélisis realizadas.
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Anexos

Anexo A. Equipos

Procesador de alimentos Robot Coupe R2,  pesecador GANDER MTN modelo CDSO0.
disco de corte de 5/32 plg. y potencia de

1000W.

Tamizadora analitica de la serie AS 200, I
tamices ASTM E11 con malla N° 60, 35, 18 serie: 35137-001.
,amplitud controlada.

Réator Batch. Agitador digital de placa de coccién
Scilogex MS7-H550-Pro 7x7 LCD.
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Balanza de precisin modelo BOECO BWL

Espectrofotdmetro Vis/UV-Vis GENESYS™ 61

140/150, marca Thermo Scientific™ 840-
300300.

Anexo B. Metodologia

Obtenciéon de azlUcares

s Pt A § '; A
Preseleccion de hojas y tallos.

e -

o -

y

Triturado de biomasa fresca. Secado y triturado de la biomasa seca.
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Vaso de precipitados de acero inoxidable
con el hidrolizado resultante.

Preparacion de Reactivos. Cuantificacion de azucares-Método de
Dubois.
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77777

prre=

‘éspeét?fotémetro.

Toma de alicuota del mejor resultado de
Hidrdlisis acida.

Lectura en el

Control de pH Sustrato + enzima + buffer - Hidrdlisis
Enzimatica.

Obtencidon de harina

. N
Preseleccién y lavado de materia prima Escaldado.
para produccion de harina.
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Pretratamiento antes del preso de
liofilizado.

Peso de materia prima por bandeja. Colocacion de materia prima en bandejas
del equipo de liofilizacion.

Producto Liofilizado. ‘ Molienda
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Tamizado. Pesado del producto final.
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Anexo C. Manual del liofilizador

b ™ L2

INSTRUCTIVO LIOFILIZADOR FT33 ARMFIELD

- Encender la cdmara de condensacién presionando una vez el botén “CONDENSER CHAMBER”,
elled junto al botén debe encenderse confirmando que la cdmara estd encendida. La temperatura

de esta camara debe alcanzar los -55°C aproximadamente.

PROCESO DE CONGELAMIENTO DE LAS MUESTRAS

- Setear la temperatura de la cdmara de muestras para el congelamiento del producto
presionando una vez el botén con la flecha hacia debajo de “TEMPERATURE CONTROL”, el led
“LO” debe encenderse y el display “TEMPERATURE” muestra el Gltimo valor seteado.

- Con los botones de flechas de “TEMPERATURE CONTROL” seleccionamos el valor de
temperatura a la que la cdmara de muestras va a congelar el producto. En este caso se seteé -
20°C.

- Encender la cdmara de muestras presionando una vez el botén “SPECIMEN CHAMBER”, el led
junto al botén debe encenderse confirmando que la cdmara esta encendida.
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-Preparar las muestras a ser liofilizadas, colocar las termocuplas en las muestras y dejar el tiempo
necesario para que las muestras se congelen hasta que su temperatura se aproxime al valor
seteado en la cdmara de muestras.

- Apagar la cdmara de muestras presionando una vez el boton “SPECIMEN CHAMBER”, observar
que el led junto a este botén se apague.

E TEMPERATURE —

PROCESO DE CALENTAMIENTO

- Setear el control de calentamiento en funcién de la presion manteniendo presionado el botén
“HEATER” hasta que en el display “TEMPERATURE” se observe “-Htr” y el display “VACUUM”
muestra el valor de la presién seteado.

- Seguidamente presionar los botones de flechas de “TEMPERATURE CONTROL” para setear la
presion en un rango de 0,100 hasta 1 milibars.

Para mayor informacién de esta opcién por favor dirigirse al manual del equipo pagina 23. item
5:3.5.
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armfield | N

- Esta opcidn de control de calentamiento en funcién de la presion puede ser desactivada. Para
desactivar esta opcién se debe mantener presionado el botén “HEATER” hasta que nuevamente
en el display “TEMPERATURE” se observe “-Htr”, seguidamente con los botones de “CONTROL
TEMPERATURE” desplazarse hasta que en el display “VACUUM” se observe “.oFF”.

- Revisar que las tapas de las cdmaras estén bien colocadas y la llave de drenaje cerrada
completamente.

- Encender la bomba de vacio presionando una vez el botén “VACUUM PUMP”, el led junto al
botén debe encenderse confirmando que la bomba de vaci6 esta encendida. Observar que en el
display “VACUUM” la presion baje y que la salida de aire en la bomba de vacio sea casi
imperceptible.

TEMPERATUN —~—
- —= : \.
TEMSLPATUSE ., : )

-Setear la temperatura de la cdmara de muestras para el calentamiento del producto presionando
una vez el botén con la flecha hacia debajo de “TEMPERATURE CONTROL”, el led “LO” debe
encenderse y el display “TEMPERATURE” muestra el (ltimo valor seteado.
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- Con los botones de flechas de “TEMPERATURE CONTROL” seleccionamos el valor de
temperatura a la que la cdmara de muestras va a calentar el producto. En este caso se sete6 30°C.

- Encender el calentador presionando una vez el botén “HEATER”, el led junto al botén debe
encenderse confirmando que el calentador esta encendido

- Si esta activa la opcidn del control de calentamiento, mientras la presion no sea inferior al valor
seteado la camara de muestras no se calentara. En este caso se sete6 a 0.200 milibares, y cuando
la presion es inferior a 0.200 la cdmara de muestras empezara a calentar, si la presién sube el
calentador se desactiva y mientras la presién no sea inferior a 0.200 milibares la camara de
muestras no calentara.

®ec 4

- Dejar el tiempo necesario para que las muestras se sequen hasta que su temperatura se

aproxime al valor seteado en la cdmara de muestras.

- Apagar la bomba de vacio presionando una vez el botén “VACUUM PUMP”, observar que el led
junto a este bot6n se apague y que también se apague el led junto al botén “HEATER”.

POWERS®
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DESCONGELAMIENTO DE LA CAMARA DE CONDENSACION

- Apagar la camara de condensacion presionando una vez el boton “CONDENSER CHAMBER”,
observar que el led junto a este botdn se apague.

- Setear la temperatura de descongelamiento para descongelar la cdmara de condensacidn
presionando una vez el botdn con la flecha hacia arriba de “TEMPERATURE CONTROL”, el led “HI”
debe encenderse y el display “TEMPERATURE” muestra el tltimo valor seteado.

- Con los botones de flechas de “TEMPERATURE CONTROL” seleccionamos el valor de
temperatura a la que la cdmara de condensacion podria llegarse a calentar para descongelarse.
En este caso se sete6 40°C.

- PROM TEMMBATURE —,

POWER w (3 (93 (@

- Encender el descongelamiento presionando una vez el botén “DEFROST”, el led junto al botdn
debe encenderse confirmando que el descongelamiento esta encendido.

TEMPIRATURE CQ

TEMPIRATURS

El descongelamiento se apagara automaticamente luego de un tiempo de estar encendido, si el
hielo de la cdmara de condensacion no se ha descongelado completamente se debera encender
nuevamente el descongelamiento presionando el boton “DEFROST”.

RECOMENDACIONES:

- El equipo fue disefiado con fines didacticos y se recomienda no mantener la bomba de vacio
encendida mas de 24 horas.

- Para disminuir el tiempo del proceso se recomienda que las muestras de los productos a ser
liofilizados sean rodajas muy finas.

Tannya Cristina Orellana Yumbla - Antonio Isaac Ortega Andrade
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Anexo D. Resultados del laboratorio del Analisis Bromatoldgico

K LABORATORIO DE ENSAYO

.,‘( ACREDITADO POR EL SAE CON
ACREDITACION

<& | ABORATORIO NSRS ENTE0TS

Andlisis de alimentos, aguas y suelos SUSTENTO BROMATOLOGICO

Informe: MSV-IE-1271-23
Orden de ingreso: OI-599-23
Cuenca, 02 de Agosto del 2023

DATOS DEL CLIENTE

Cliente: ANTONIO ISAAC ORTEGA ANDRADE
Direccién: MIGUEL HEREDIAY VEGA MUNOZ
Teléfono: 0987803250

DATOS DE LA MUESTRA

2NOMBRE DE LA MUESTRA: HARINA DE RESIDUOS DE BROCOLI

2MARCA COMERCIAL: N/A 2FABRICANTE: TANNYA ORELLANA Y ANTONIO ORTEGA

PROCEDENCIA: CUENCA TIPO DE MUESTRA: ALIMENTO 2TIPO DE ENVASE: ENVASE PET

2PRESENTACIONES: 100 g 2FORMA DE CONSERVACION: AMBIENTE FRESCO Y
SECO

CODIGO MUESTRA: 2LOTE: N/A 2FECHA ELAB: 2023-07-12 2FECHA CAD:

0159923

FECHA RECEPCION: FECHA ANALISIS: FECHA ENTREGA!:

2023-07-19 2023-07-19 - 2023-08-01 2023-08-02

ENSAYO EN: LABORATORIO MUESTREO: CLIENTE NUMERO DE MUESTRAS: UNO (1)

ENSAYOS ANALISIS FISICO-QUIMICOS

PARAMETRO METODO - TECNICA UNIDAD | RESULTADO | U(K=2)
CARBOHIDRATOS TOTALES CALCULO PROXIMAL - CALCULO % 25.58
CENIZAS AOAC 923.03 / PEMSVFQO7 - GRAVIMETRIA % 8.724 +9.3%
FIBRA NTE INEN-ISO 6865 - GRAVIMETRIA % 26.766
GRASA AOAC 920.85 - GRAVIMETRIA % 1.001
HUMEDAD AOAC 925.10 / PEMSVFQ08 - GRAVIMETRIA % 0.623 +4.28%
*PROTEINA AOAC 991.20 - VOLUMETRIA % 37.306

U:INCERTIDUMBRE.

=

Dra. Sandra Guaraca
GERENTE DE LABORATORIO

Cualquier informacion adicional correspondientes a los ensayos que requiera el cliente, estan a disposicion. Los datos e informacion de las muestras (tal como se reciben) y de los
clientes, que puedan afectar la validez de los resultados han sido proporcionados por el cliente y son de su exclusiva responsabilidad. El Laboratorio no sera responsable de los desvios
encontrados en los items de ensayo entregados por los clientes que puedan afectar a los resultados, que al ser detectados seran comunicados al cliente.

Los resultados expresados en este informe tienen validez solo para la muestra recibida en el laboratorio. Este informe no sera reproducido sin la aprobacion de MSV. Opniones e
interpretaciones estan fuera del alcance del SAE. 2informacion proporcionada por el cliente, MSV se responsabiliza exclusivamente de los andlisis realizados. Regla de decision: *Pasa:
el valor medido esta por debajo del limite de tolerancia, *No pasa: el valor medido esta por encima del limite de tolerancia; se tomara en cuenta la incertidumbre asociada al resultado,
riesgo < 50% de probabilidad de aceptacion no pasa, se aplicara en todos los ensayos. MSV esta comprometido con la imparciali y Confidenciali de la ir i6n y los
resultados (este informe representa la aceptacion de la politica declarada de MSV en relacion al tema)

Avenida de las Américas y Turuhuaico, Edificio Miraflores, 3er piso. Cuenca-Ecuador
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