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RESUMEN

En una congelacion convencional, el tejido reticular del esparrago se ve deteriorado, debido a la expansion del
agua al convertirse en hielo, y no mantiene el sabor y la textura de un espérrago fresco. El presente trabajo
consistié en congelar esparragos blancos de un mismo lote, de manera simultanea, por un método asistido por
ondas electromagnéticas y por el método convencional, que consisti6 en alcanzar la temperatura de
congelamiento, sin control alguno. Los turiones de esparrago fueron sometidos a temperaturas de congelamiento
entre -5a-25 °C en 35 minutos, en los dos métodos, el tradicional y el propuesto por este trabajo seglin recomienda
ABI Coorporation fabricante del Equipo de congelacion de células vivas, utilizando para esto ondas
electromagnéticas, (Cells Alive System (CAS)), luego de lo cual se almacenaron congelados durante un afio y
sometidos a analisis cromatogréficos y de microscopia electrénica a partir del segundo mes, obteniéndose
resultados que muestran ventajas del uso de ondas electromagnéticas en un congelamiento. Mediante microscopia
electrénica se determiné la diferencia en la estructura molecular interna de los esparragos congelados por ambos
métodos, pudiéndose observar un mayor deterioro molecular en el esparrago congelado convencionalmente.
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ABSTRACT

When there is a conventional freezing, the reticular tissue of the asparagus is deteriorated, due to the expansion
of the water when it turns into ice, and does not maintain the flavor and texture of fresh asparagus. The present
work consisted of freezing white asparagus from the same lot, simultaneously, by an electromagnetic wave-
assisted method and by the conventional method, which consisted of reaching the freezing temperature, without
any control. The asparagus shoots were subjected to freezing temperatures between -5 to -25 °C in 35 minutes, in
the two methods, the traditional and the one proposed by this work as recommended by ABI Corporation,
manufacturer of the live cell freezing equipment, using electromagnetic waves (Cells Alive System (CAS)), after
which they were stored frozen for one year and subjected to chromatographic and electron microscopy analysis
from the second month, obtaining results that show advantages of the use of electromagnetic waves in freezing.
Electron microscopy was used to determine the difference in the internal molecular structure of the asparagus
frozen by both methods, showing a greater molecular deterioration in the conventionally frozen asparagus.

Keywords: CAS freezing; expansion; nutritional deterioration; exudation, conventional.

1. INTRODUCCION

Los alimentos son perecederos por naturaleza, es decir, su vida Gtil es muy corta; siendo necesario utilizar métodos
de preservacion que permitan aumentar su duracion. La criogenia es un método muy empleado en la conservacion
de alimentos, en el cual se usa nitrogeno liquido, poderoso refrigerante que congela muy répido, generando
cristales de hielo muy pequefios, lo que evita dafios fisicos en los alimentos al ser congelados.
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Se usa el congelamiento para conservar de mejor manera el contenido nutricional del esparrago, dentro de ellos
los flavonoides, asi como de sus propiedades organolépticas: color, olor y textura. De esta manera, el producto
congelado puede llegar a lugares tan alejados del sitio de cosecha y produccion.

Otero et al, (2017) emplearon ondas electromagnéticas con menos de 2 militesla (mT) y frecuencias entre 6 a 59
hertz (Hz) para una conservacion criogénica; esta técnica se realiza a ultra presion dentro de un campo magnético
con uso de energia CAS, estableciendo una relacién de cristales de hielo con las propiedades organolépticas de
alimentos, como sabor, textura, color y sabor.

Aldoracin et al, (2022) y Kang et al, (2021) concluyeron que la conservacion resulta mejor aplicando la técnica
de congelamiento asistido por ondas electromagnéticas, denominado Sistema de Células Vivas (CAS). Mediante
esta técnica la calidad del producto, asi como el contenido de flavonoides, no sufren mayor deterioro.

Kobayashy y Suzuki (2019) establecen que en una congelacién rapida convencional no se puede proteger a los
tejidos porque se forman cubos de hielo por la expansion de las moléculas del agua durante el congelamento, y
por consiguiente, ocasiona deterioro en el sabor y textura del esparrago fresco.

En el Instituto Tecnoldgico de la Produccién (ITP) se realizaron pruebas de ultra congelacion (por método CAS)
con diversos productos, como fresa, palta, mango, granada, arandano, entre otros, presentados en forma de cubos,
en mitades, rebanadas, ensaladas; que mayormente son exportados a otros paises.

En todos los trabajos anteriores de congelamientos de frutas y hortalizas, no hay registros o resultados que
comparen métodos de congelamiento CAS con lo convencional; este trabajo pretende demostrar las ventajas
de un congelamiento CAS.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Materiales:

Congelador ABBI-CAS (Cell Alive System), microscopio electrénico de barrido (SEM), equipo HPLC MI-22,
balanza analitica Sartorius, cromatégrafo HPLC Agilent 1100 Series, micropipetas de 100 uL y 1000 uL, equipo
purificador de agua Barnstead, equipo bafio maria Univebe 401, equipo filtracion al vacio Weleh Duo Seal,
agitador magnético Fisher, estufa Memmert 854 Schabach W-Germany, centrifuga sorvall, quercetina Q.P.,
Aldrich, acetonitrilo grado HPLC, metanol Q.P, KH,POx4 (s), Q.P., &cido acético glacial, turiones de espéarrago
blanco (36), fiolas de 25 mL, 50 mL, 250 mL 1 L, matraces Erlenmeyer de 50 y 100 mL, pipetas, probetas, vasos
de precipitacién, viales de color &mbar, filtros de jeringa, filtros de membrana de 0,45 pm de nylon, papeles filtros
Wathman N° 1, jeringas descartables de 3 mL.

En la Figura 1 se indica desde la obtencion de los esparragos hasta tenerlos listos para los analisis.

(@) (b) (c) (d)
Produccion :> Compra :> Almacenamiento :> Traslado

©)

Preparacion

Figura 1. Diagrama de flujo desde la produccion hasta el analisis de las muestras.

2.2. Acondicionamiento de la muestra:

Los esparragos blancos, fueron cosechados de un lote especifico de la zona de Santa Elena — Virl. Separados en
una canasta de plastico (jaba), un total de 20 kg, escogiendo los calibres entre 13 y 15 mm de diametro, puntas
cerradas e intactas. Los esparragos frescos comprados (el mismo dia de cosecha) fueron traslados al acopio de
comercializacion en el Puente Vir( (Trujillo-La Libertad).

En ese mismo dia se coloco a refrigerar a 10°C, en un equipo termoquin. Se traslad6 hacia las instalaciones del
Instituto Tecnoldgico de la Produccion (ITP). Al dia siguiente de la cosecha. Los turiones de esparrago, limpios
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y cortados a una longitud de 15 cm, se sumergieron en agua caliente a 80°C de temperatura por un tiempo de 3
min.

A continuacidn, se muestra el recorrido de las muestras, desde el congelamiento hasta el analisis.

(23) (23) (f) ©)
Congelamiento :> Descongelamiento :> Hidrolisis :> Analisis

Figura 2. Diagrama de flujo de congelamiento y andlisis de las muestras.

2.3. Congelamiento en equipo especial, usando ondas electromagnéticas

Los turiones de esparragos, limpios y cortados, se sumergieron en agua caliente a 80°C por 3 min, congelado por
los dos métodos: CAS y convencional. Se tomaron 48 turiones del lote de esparrago preparado, separados en dos
lotes, 24 turiones para cada grupo. Un primer grupo se congel6 sin uso de ondas electromagnéticas. El segundo
grupo se congeld con exposicion de energia 60% de energia CAS con un campo magnético de 2,4 G (2,4x10-4
T). Ambos grupos se mantuvieron en congelamiento desde -5°C hasta -25°C por un tiempo de 35 minutos. Este
valor de campo magnético fue recomendado por ABI Corporation. (https://www.abi-net.co.jp/), fabricante del
Equipo de congelacidn de células vivas, Cells Alive System (CAS).

Figura 4. Insercién de termocuplas de temperatura a los turiones.

2.4. Descongelamiento y preparacién de la muestra por hidrélisis

Alvarado, (2012) ya realiz6 similar marcha, los turiones de esparrago fueron descongelados de manera natural,
usando agua potable para el lavado, cortado en rodajas de 2 mm, para luego proceder a secarlas en una estufa a
80°C por 8 horas. Después de triturar en un mortero, se pasé por el tamiz de 200 pum.

Se cogieron 1,5 g de muestra del turién, molida y tamizada, posteriormente colocada dentro de un balén de vidrio
de 125 mL conteniendo 5 mL de HCI 6 M y 10 mL de metanol. Con el agitador protegido con papel aluminio se
procedi6 a calentar con agitacién magnética por dos horas a 90°C.
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Luego de enfriar, se uso la centrifuga y trasvasamos a una fiola de 25 mL, donde se aforé con metanol y filtro en
una membrana de 0,25 um.

Este método se muestra en un diagrama de blogues en la Figura 6:

Descongelamiento Lavado y corte del Seeh ‘ . L
. 5 ‘ Trituracion
de turiones ' \ esparrago

|

. ., . ., L Hidrdlisis con
Filtracion - Centrifugacion -‘ Enfriamiento - calentamiento

Figura 5. Hidrolisis del esparrago y preparacion para los analisis espectrales.

2.5. Pardmetros 6ptimos de operacion del cromatdgrafo HPLC de Agilent 1100

Se preparé una muestra estdndar de quercitina QP. Aldrich de 1 mg/L, siguiendo el modelo empleado por
Alvarado (2012), para la preparacion de estandares y analisis de cromatografia liquida de alta resolucion: el
procedimiento de hidrdlisis y la fase mévil se mantuvo constante, porque el pico caracteristico de la quercitina
encontrado en el esparrago (turiones hibridos Asparragus officinalis L. estd muy bien definido a partir de muestras
estandares validadas por Castro y Costilla (2015).

Para obtener los espectros, se empled acetonitrilo al 30% como fase movil, teniendo como solucién tampoén bufer
fosfato (KH2PQO4) 0,025 M. La mezcla final tuvo un pH de 2,4.

La descarga de esta solucién se hizo con un caudal de 0,90 mL/min a 370 nm de longitud de onda. La quercitina
se retuvo por un tiempo de 5 min.

La foto del equipo de HPLC utilizado en los andlisis se muestra en la Figura 6:

Figura 6. Equipo HPLC MI-22

3. RESULTADOS Y DISCUSION

El esparrago tiene compuestos antioxidantes como los flavonoides y &cidos fendlicos e hidroxicianidricos, es asi
gue se tomaron como referencia dos muestras estandares del flavonoide (quercitina a 100 ppm), los cuales se
encuentran en un rango de tiempo de retencion entre 2,269 y 4,194 minutos, espectros que se observa en las
Figura 7 y 8. También se realiz6 la lectura del contenido inicial de este tipo de compuesto para el esparrago fresco
blanco (Figura 09). Estos espectros sirven para comparar concentraciones de flavonoides y establecer diferencias
de absorbancias entre los turiones llevados a muestreo. En las Figuras 10 y 11 se puede notar las diferencias en el
contenido entre los espectros de los esparragos congelados y almacenados por dos meses (ver Tabla 1). De manera
similar, se puede indicar en las Figuras 12 y 13, registrandose grandes diferencias en el contenido de este
flavonoide después de un afio de almacenamiento (ver Tabla 1).
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3.1. Cromatogramas de las muestras de esparrago

Fata Flle CI\HPCHEM\I\DATA'NOE\20200012.D

o~

LE

Figura 7. Cromatograma estandar-01 del flavonoide (quercitina).

Date File C:\HPCHEM\1\DATA\NOE\20200066.0D
ESTAN 100 PEN~2

Sanple Name: ESTANDAR 100 ppa

Sanple Name: ESTAN 100 PPR-2

Injection Date
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Figura 8. Cromatograma estandar-02 del flavonoide (quercitina)
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Data File C:\HPCHEM\1\DATA\NOE\20200030.D

Muestra 261-19-0D

Sample Name: Muest 261-19-0D

Injection Date : 25/02/2020 18:02:47

Sample Name : Muest 261-19-0D Location : Vial 20
Acq. Operator : NOE COSTILLA .
Acqg. Instrument : Instrument 1 Inj Volume : 10 pl
Method : C:\NPCHEM\1\METHODS\HYP~LC.H
Last changed : 25/02/2020 10:44:15 by NOB COSTILLA
Bypoxantina - g
DADT A, Sig=210.4 Ref=360,100 (NOE\20200030 0)
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Figura 9. Cromatograma HPLC del esparrago blanco fresco (sin congelar).
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Injection 1—3;21: : 25/02/2020 16:47:40
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Acq. Cperator : NOE COSTILLA
Acq. Instrument : Instrument 1 Inj Volume : 10 pl
Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\HYP_LC.M
Last changed 1 25/02/2020 13:14:26 by NOE COSTILLA
(modified after loading)
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Figura 10. Cromatograma HPLC del esparrago blanco congelado por dos meses en modo CAS.
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Injection Date

: 25/02/2020 16:32:05

Sample Name : Muest 234-19-01 Location : Vial 17
Acq. Operator  : NOE COSTILLA
Acq. Instrument : Instrument 1 Inj Volume : 10 ul
Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\HYP_LC.M
Last changed : 25/02/2020 13:14:26 by NOE COSTILLA
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Figura 11. Cromatograma HPLC del esparrago blanco congelado por dos meses en modo convencional.

Data File C:\HPCHEM\1\DATA\NOE\20200043.D

Muestra 241-19-01

Sample Name: Muest 241-19-01
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Acq. Operator
Acq.
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TA S

3 ]
B P ROY O
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nN a

S NG VPR TN

1 26/02/2020 10:43:12

: Muest 241-19-01 Locaticn : vial 33
: NOE COSTILLA
Instrument 1 Inj Volume : 10 pl

Instrument :

: C:\HPCHEM\1\METHODS\HYP LC.M
: 26/02/2020 8:51:32 by NOE COSTILLA

{

oo ==0946 4 g10
- 1228

(modified after loading
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g
¥
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3.970
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Figura 12. Cromatograma HPLC del esparrago blanco congelado por doce meses en modo CAS.
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Data File C:\HPCHEM\1\DATA\NOE\20200052.D
Muestra 253-19-01

D

Sample Name: Mue 2353-12-01

SEEEaEERaEES

Injection Date
Sample Name
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Acq.
Methed

Last changed

Instrument :

¢ 26/02/2020 13:22:03
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1 26/02/2020 B:51:32 by NOE COSTILLA
{modified after loading)

Location : Vial 42
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Figura 13. Cromatograma HPLC del esparrago blanco congelado por doce meses en modo convencional.

3.2. Microscopia electréonica de barrido en las muestras de esparragos

Para aportar la teoria del deteri

oro reticular, se utiliz6 microscopia electrénica a 200 um, sugerida por Valerij

(2021), para revisar de manera minuciosa las células vegetales al final del descongelamiento luego de 10 meses
de almacenamiento a -15°C luego de ser congelado por ambos métodos (ver Figuras 14 y 15). Hay muchas grietas
internas en la foto de la muestra sin asistencia de ondas electromagnéticas, en la otra foto existe menor deterioro

interno.

BEM WV, 308 WV
Viww Datd 1 04 wary
AR MAD 200 «

-
VEOAI TESCAN

Det 34D yom

Detacstiiaty || MBORI T

Figura 14. Foto resolucién 200 pm de esparrago congelado y almacenado por 10 meses, con asistencia CAS.
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Figura 15. Foto resoluciéon 200 um de esparrago congelado y almacenado por 10 meses, sin assisténcia CAS.

3.3. Descenso en el contenido de flavonoides.

La Tabla 1 muestra un nivel de absorbancia para el esparrago blanco fresco sin congelar de 545,57646 mAU*s,
este valor al cabo de dos meses de congelado por modo CAS est4 a 97,16% de este valor (530,05856 mAU*s).
Sin embargo, el espectro del esparrago congelado de manera convencional, en este mismo periodo de tiempo, ha
descendido al 71,14 % (registr6 388,1314 mAU*s). Se puede concluir que el uso de ondas electromagnéticas en
el congelado, permite una mejor conservacion.

Al cabo de un afio de congelado, el valor registrado para el contenido retenido de flavonoides en el esparrago
congelado en modo CAS descendi6 hasta 386,23804 mAU*s (70,79% ), mientras que el valor del espectro de
esparrago congelado de manera convencional descendi6 hasta 241,0324 mAU*s (44,18% ). Estos resultados
vuelve a confirmar lo indicado lineas arriba.

Tabla 1. Descenso en el contenido de flavonoides.

Dato (mAU%*s) % (MmAU%*s) %

total en Contenido flavonoides total en Contenido flavonoides
modo CAS A modo CAS B

1 545,57646 545,57646

2 530,05856 97,16 388,13140 71,14

3 517,97124 94,94 365,64515 68,85

4 496,19510 90,95 355,9114 65,24

5 475,06571 87,08 306,61287 56,20

6 424,52407 77,81 284,54041 52,15

7 415,05579 76,08 259,70588 47,60

8 386,23804 70,79 241,03240 44,18
Promedio 84,97% 57,91 %
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Absorbancia (mAU*s) versus el tiempo (meses)
en modo CAS
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Figura 16. Descenso en el contenido de flavonoides en el esparrago congelado de modo CAS

\
Absorbancia (mAU*s) versus el tiempo (meses) en
modo CAS
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Figura 17. Descenso en el contenido de flavonoides en el esparrago congelado de modo convencional.

3.4. Estadistica
Para el tratamiento de los datos estadisticos se han utilizado

a) La Guia del usuario del sistema basico de IBM SPSS Statistics 28.
b) La Guia Estadistica y relevancia clinica (Pita y Pértega, 2001)

Tabla 2. Tratamiento estadistico de los datos.

Dato (mAU*s) Contenido flavonoides (mAU*s) total en Contenido flavonoides
total en A modo normal B
modo CAS (Fraccion) (Fraccion)

1 545,57646 545,57646

2 530,05856 0,9716 388,13140 0,7114

3 517,97124 0,9494 365,64515 0,6885

4 496,19510 0,9095 355,9114 0,6524

5 475,06571 0,8708 306,61287 0,5620

6 424,52407 0,7781 284,54041 0,5215

7 415,05579 0,7608 259,70588 0,4760

8 386,23804 0,7079 241,03240 0,4418

Promedio  0,8497 0,5791
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n, es la poblacion muestral = 7

a, meses de almacenamiento.

b, area total de absorbancia modo CAS (mAU*s)

c, area total de absorbancia modo normal (mAU*s)

pl, es el promedio fraccion de flavonoides en A (modo CAS)
p2, es el promedio fraccion de flavonoides en B (modo normal)

lp1-p2l = 0,2706
p = ((p1-p2)/2) = 0,1353
Z a-0,05 = 1,96

Error estandar = [p(1-p)( ( 1/n1) + (1/n2)]°°
= [0,1353*(1-0,1353)*( ( 1/7) + (1/7)1°°
= 0,1828.
Ip1-p2l es mayor que el error estdndar (0,1828), por lo tanto, hay diferencias
significativas.

Tenemos dos tipos de tratamientos: congelamiento CAS (A) y congelamiento convencional (B) para ambos
métodos, los cuales estan relacionados con el contenido de flavonoides, por lo tanto, como hipotesis tenemos:

¢Existe diferencia significativa entre ambos tratamientos?
Ho (hipotesis nula) = No hay diferencias entre ambos tratamientos.
Ha (hipotesis alternativa) = Si existe diferencia.

Ip1-p2l = 0,2706 sobrepasa al valor de estandar = 0,1828, por lo tanto, concluimos que la diferencia entre ambos
métodos si es estadisticamente significativa. A la vista de los resultados por tanto rechazamos la Ho (hipdtesis
nula) y aceptamos la Ha (hipdtesis alternativa) como probablemente cierta.

4. CONCLUSIONES

Luego de analizar los espectros de esparragos congelados por ambos métodos, se puede concluir que en solamente
dos meses, el esparrago congelado pierde méas de la mitad de sus flavonoides, si no se usa el equipo CAS.
Conforme pasa el tiempo sigue la pérdida de estos compuestos, aungque en menor proporcién, al final del afio se
llega a retener en un congelamiento normal solamente el 41% de estos flavonoides.

Si se usa el equipo de congelamiento CAS, puede conservar mejor, en estos dos primeros meses, se logra mantener
los flavonoides por encima del 90%, v al final del afio se puede llegar a conservar un 70% de los flavonoides.
Esto se puede corroborar en las figuras microscdpicas porque alli hay mayores grietas o aberturas en una célula
analizada al esparrago sin asistencia CAS.

A la luz de los resultados, se puede afirmar que el uso de ondas electromagnéticas en el congelamiento del
esparrago ayuda a conservar mejor los nutrientes del esparrago por un tiempo mayor de almacenamiento.
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