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APLICACION DE METODOS COMBINADOS PARA EL CONTROL DEL DESARROLLO
DEL PARDEAMIENTO ENZIMATICO EN PERA (variedad BLANQUILLA ) MINIMAMENTE
PROCESADA

RESUMEN

En este estudio se aplicaron distintos métodos combinados para controlar el desarrollo del
pardeamiento enzimatico en pera variedad Blanquilla minimamente procesada. En primer
lugar, se evallo el efecto de tratamientos térmicos aplicados con vapor y por inmersién en
disolucion acuosa a 87 °C, a través del estudio de las propiedades de color y mecanicas en
cilindros de fruta fresca y almacenada en diferentes condiciones. Los resultados muestran
que ambos tratamientos provocaron cambios significativos en el comportamiento mecanico y
en el color de las muestras, tanto mas cuanto mayor fue el tiempo de tratamiento.

Posteriormente, se estudio la efectividad de la aplicacion de agentes antipardeantes (acido
citrico y ascorbico) en medios osmoticos e isotonicos, evaluandose los cambios del color
durante el almacenamiento en refrigeracion. Los resultados obtenidos muestran que los
parametros luminosidad (L*) y tono (ha*) son los mejores indicadores del nivel de
pardeamiento en pera. Los medios osmoticos (que llevan asociados la deshidratacion
parcial del producto) no resultaron beneficiosos para inhibir el pardeamiento enzimatico,
posiblemente por potenciar el estrés osmotico en el tejido. Ademas, ni el acido citrico ni el
ascorbico resultaron eficaces en la inhibicion del pardeamiento de pera Blanquilla.

Finalmente, se analizo la efectividad de varios agentes antipardeantes (citrico, ascorbico, 4-
HR, EDTA y solucién isotonica) con y sin lactato de calcio aplicados mediante la técnica de
impregnacion a vacio con soluciones a pH neutro, evaluandose diferentes parametros de
calidad (color, mecanicas, evaluacién sensorial, vida (til, tasa respiratoria, gases volatiles y
estabilidad microbiol6gica) durante su almacenamiento en refrigeracion. Los resultados
mostraron que la utilizacion de compuestos antipardeantes combinados con sales de calcio
no resultd beneficiosa para el mantenimiento del color de las muestras. No obstante, el
empleo de dichas combinaciones tiende a disminuir el impacto del procesamiento, al
ralentizarse la respiracién y aumentar la estabilidad microbiolégica de las muestras.

Palabras Clave: pera minimamente procesada, color, agentes antipardeantes y métodos
combinados.
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APLICACIO DE METODES COMBINATS PER AL CONTROL DEL DESENVOLUPAMENT
DEL PARDEJAMENT ENZIMATIC EN PERA (varietat BLANQUILLA) MINIMAMENT
PROCESSADA

RESUM

En aquest estudi es van aplicar distints meétodes combinats per controlar el
desenvolupament del pardejament enzimatic en pera varietat Blanquilla minimament
processada. En primer lloc, s'avalua I'efecte dels tractaments termics aplicats amb vapor i
per inmersi6 en dissolucié aquosa a 87 °C, a través de I'estudi de les propietats de color i
mecaniques en cilindres de fruita fresca i enmagatzenada en diferents condicions. Els
resultats mostren que aquests dos tractaments van provocar canvis significatius al
comportament mecanic i al color de les mostres, molt més quant major va ser el temps del
tractament.

Seguidament es va estudiar I'efectivitat de I'aplicacié d’'agents antipardejants (acid citric i
asrbic) en mitjos osmotics i isotonics, avaluantse els canvis de color durant
’enmagatzament en refrigeracié. Els resultats obtinguts mostren que els parametres
lluminositat (L*) i t0 (hav*) s6n els millors indicadors del nivell de pardejament en pera. Els
mitjans osmotics (que porten associats la deshidratacié parcial del producte) no van resultar
beneficiosos per a inhibir el pardejament enzimatic, possiblement per potenciar 'estrés
osmotic al teixit. A més, ni I'acid citric ni I'ascorbic van resultar eficagos en la inhibicié del
pardejament de peraBlanquilla.

Finalment, s’analitza I'efectivitat de diversos agents antipardejants (citric, asarbic, 4-HR,
EDTA i soluci6 isobnica) amb i sense lactat de calci aplicats mitjanzant la técnica
d’'impregnacioé a buit amb solucions de pH neutre, avaluantse diferents parametres de
qualitat (color, mecaniques, avaluaci6é sensorial, vida Util, tasa respiratoria, gasos volatils i
estabiitat micrbiologica) durant el seu enmagatzament en refrigeracié. Els resultats van
mostrar que la utilitzaci6 de compostos antipardejants combinats amb sals de calci no va
resultar beneficiossa per al manteniment del color de les mostres. No obstant, a0, la
utilitzacié d'aquestes combinacions tendix a disminuir l'impacte del processament, al
ralentitzar-se la respiracio i augmentar I'estabilitat mocrobiologica de les mostres.

Paraules claus: pera minimament processada, color, agents antipardejants i metodes
combinats.
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APPLICATION OF COMBINED METHODS FOR ENZYMATIC BROWNING CONTROL OF
MINIMALLY PROCESSED PEAR (variety BLANQUILLA)

ABSTRACT

In this study different combined methods were applied for development of enzymatic
browning control in minimally processed pears (variety Blanquilla).

First of all, effects of thermal treatments applied with vapour and water solutions immersions
at 87°C were evaluated through colour and mechanical properties in fresh fruits cylinders and
stored at different conditions. Results do show that both treatments produced significant
changes in samples colour and mechanical behaviour. The longer the treatment time, the
greater the changes.

Subsequently, effectiveness of antibrowning agents application (citric and ascorbic acids) in
osmotic and isotonic media was studied, by colour changes evaluation during refrigerated
storage. The obtained results show that lightness (L*) and hue (hab*) parameters are the
best indicators of browning degree in pear. Osmotic media (which are associated to produce

partial dehydration) were not suitable for enzymatic browning inhibition, possibly by
enhancing tissue osmotic stress. Moreover, neither citric or ascorbic acid resulted effective

for Blanquilla pear enzymatic browning inhibition.

Finally, effectiveness of various antibrowning agents (citric, ascorbic, 4HR, EDTA and
isotonic solution) with and without calcium lactate, applied using the vacuum impregnation
technique with neutral pH solutions, was analysed. Different quality parameters such as
colour, mechanical properties, sensorial evaluation, shelf life, respiratory rate, volatile
production and microbiological stability during refrigerated storage, were evaluated. Results

showed that the use of antibrowning compounds combined with calcium salts were not
effective to keep sample colour stability throughout the storage time. Nevertheless,

application of such combinations leads to diminish impact process by slowing down
respiration and enhancing microbiological stability of samples.

Key Words: Minimally processed pear, colour, antibrowning agents, combined methods
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Introduccidn

La terminologia que define a los alimentos minimamente procesados se ha
transformado, recientemente, en un concepto mucho menos restrictivo en su
significado (Welti-Chanes et al., 1997; Wiley, 1994). Dicho concepto se unié
originalmente a la carne fresca y a sus productos, y venia caracterizado por la
presencia de tejidos vivos. La produccién de frutas y hortalizas minimamente
procesadas comenzé aproximadamente hace 30 afios, por la demanda
existente y principalmente por empresas de catering y de comida rapida
(Nguyen y Carlin, 1994). Este tipo de productos ha recibido numerosas
denominaciones, segln los paises y el modo de preparacion. En paises
franco6fonos se les llama productos cuarta gama @éme Game) y en paises

anglosajones se les denominan productos minimamente procesados (minimally
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processed; slightly processed o partially processed) o listos para su consumo

(ready to eat o ready to use) o recién cortados (fresh-cut).

Este tipo de productos estan listos para su consumo en fresco, son estables
y contienen caracteristicas muy similares al producto original, permaneciendo
vivos después del procesado. Generalmente han sufrido exclusivamente
tratamientos fisicos simples de preparacion y para su conservacion y
distribucion se someten Unicamente a refrigeracion (Rolle y Chism, 1987;
Shewfelt, 1987). Huxsoll y Bolin (1989) introdujeron una modificacion
importante en el concepto anterior, ya que sugieren que el requisito del que los
tejidos continden estando vivos no es necesario, si la frescura se mantiene.
Wiley (1994) definié a los productos hortofruticolas minimamente procesados
como aquellos alimentos a los que se les ha modificado sélo ligeramente su
apariencia original, mostrando un aspecto fresco tanto en sus caracteristicas
como en su calidad, y que mantienen tejidos vivos, aunque éstos no presentan
las mismas respuestas fisiolégicas que los vivos sin tratar, debido a las
operaciones sufridas. (calor, radiacion, aplicacién de conservadores, entre
otros) (Tabla I.1). Artés (1999) propone la denominacion de productos
vegetales procesados en fresco a los elaborados a partir de frutas, hortalizas o
plantulas, que han sufrido uno o varios tratamientos suaves en su
acondicionamiento y preparacion para el consumo, en los que el hecho
diferenciador clave reside en que el producto elaborado permanece vivo. La
preparacién de los productos vegetales procesados en fresco se basa en la
aplicacion de tratamientos simples o combinados que salvaguarden con
eficacia al vegetal frente a las alteraciones, fundamentalmente las de origen
fisico o mecanico como deshidratacién, golpes, magulladuras entre otros,
alteraciones microbiolégicas ocasionadas por hongos, levaduras y bacterias, a
alteraciones bioquimicas como pardeamiento enzimatico, oxidaciones de
lipidos, alteraciones del aroma, sabor y textura, y a alteraciones nutricionales
como la pérdida de vitaminas. (Artés et al., 1999; Artés y Artés, 2000).
Finalmente, segin Ohlsson (1994) y para los propdsitos de este trabajo, el

término el “procesado minimo de frutas y hortalizas” ha evolucionado e incluye




Refrigerado

Clase de Fresco no P Conservado Irradiado o . Conservado
Conservacion | conservado minimamente or el frio Escaldado Deshidratado or calor
procesado P P
Calidad del Fresco Casi fresco* Ligeramente Ligeramente It-olgaﬁrrr(’li:;?;b 0 Totalmente
producto modificado* modificado* e modificado
modificado

Normalmente no | Requiere Requiere procesa- | Requiere procesa- . Requiere
Procesoy . . o .| Requiere
método de requiere procesa- | procesado minimo | do y conservacion | do y conservacion procesado y procesado y

. do o métodos de | y métodos de por frio, congela- | por irradiacion o X ’ conservacion por

conservacion o . - ; . deshidratacion

conservacion conservacion cion, refrigeracion | escaldado calor
Almacena Requiere Requiere Requiere refrige- | Normalmente Estable a
miento v vida Puede o no estar ten? eratura de temperaturas de | racion o puede ser | estable a tempe- femperatura
o y refrigerado iperatur refrigeracion o estable a tempe- | raturas ambiente P
atil refrigeracion P . . ambiente

congelacion ratura ambiente | o refrigeradas

Puede o no estar | Requiere Requiere Requiere Requiere Requiere
Envasado envasado

envasado envasado envasado envasado envasado hermético

(*) Frescura en el producto

minimamente procesadas (Adaptado de Wiley, 1994).

Tabla l.1 Espectro de los sistemas de conservacion de alimentos en relacién con las frutas y hortalizas refrigeradas




una amplia gama de métodos y tecnologias para incrementar la corta vida Uutil
de estos productos, y al mismo tiempo, minimizar los cambios que disminuyen
sus caracteristicas de frescura y mantener sus atributos de calidad nutricional,

organoléptica y microbioldgica.

Tabla I.2. Diferentes presentaciones de FMP comUnmente comercializadas
(Adaptado de Pérez et al., 2003a)

Presentacion Frutas Geometria Peso (g) Tipo de envase VidaUtil* Punto de Venta*'|
Pifia, Melon, Supermercados:
Papaya Cubos 650-680 Tarrinas 1 P :
Marcas blancas
var.Maradol
Servicios de
Naranja Rodajas 120 Bandejas 1 Catering y
Restauracion
Bayas:
Una sola Fruta Frambuesas, i Supermercados:
Arandanos. Enteras 200-300 Tarrinas / 5 Marcas blancas
Grosellas. Bandejas
Moras.
Pera, Manzana,
L Tacos, Supermercados:
Kiwi, Pomelo, . .
- rodajas, cubos, 175 Tarrinas 5 Marcas
Mango, Pifa, X .
laminas, registradas
Papaya,
Manzana, Pifia, Cubos, .
) . Supermercados:
. Naranja, Uvas, rectangulos, i
Macedonias . . 280 Tarrinas 8 Marcas blancas y
Nectarina, trapezoides,

Nectar de frutas registradas

* Dias ** Temperatura de almacény venta 0 a 5°C

Para nuestro estudio, se ha creido conveniente formar un concepto que
retoma algunas de las caracteristicas anteriormente mencionadas. Definiremos
a las frutas denominadas procesadas en fresco o minimamente procesadas
(FMP) como productos listos para comer o parcialmente preparados, que se
caracterizan por presentar una facil e inmediata utilizacion, estar libres de
defectos, poseer un estado de madurez Optimo y unas caracteristicas muy
similares a la materia fresca. Este tipo de producto proporciona ademas a los
consumidores la posibilidad de comprar pequefias porciones de frutas de alta

calidad, y a los productores una apertura en los canales de comercializacion.
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Estas FMP han sufrido uno o varios tratamientos suaves en su
acondicionamiento y preparacién y mantienen una apariencia y calidad
préximas al producto original. La Tabla 1.2 muestra una clasificacion de los
diferentes tipos de FMP encontradas actualmente en el mercado, segun su

forma de presentacion, vida util y puntos de venta.

1. Calidad de frutas minimamente procesadas

El propésito de los alimentos vegetales minimamente procesados es
proporcionar al consumidor un producto fresco, con una vida util prolongada v,
al mismo tiempo garantizar la inocuidad de los mismos, manteniendo una alta
calidad nutritiva y sensorial. La calidad de las frutas minimamente procesadas
es funcién de la de los frutos enteros de su grado de madurez cuando se cortan
o trocean, del método de preparacion y de las condiciones posteriores de
manipulaciéon y por dltimo de las posibilidades del mantenimiento de esta
calidad hasta el momento del consumo. La Tabla 1.3 resume algunos de los
requisitos fundamentales para el mantenimiento de la calidad durante el

procesamiento de frutas y hortalizas minimamente procesadas (MP).

Tabla I.3 Requisitos importantes en el procesado minimo de frutas y hortalizas
(Adaptado de Ahvenainen, 1996).

Requisitos de las materias primas

Alta calidad de las materias primas: eleccioén apropiada de la variedad,
adecuadas practicas de cultivo y correctas condiciones de cosechay
almacenamiento

Lavado y/o limpieza antes del procesamiento

Requisitos durante el procesamiento

Temperaturas de procesamiento (<10°C), locales climatizados

Operaciones de pelado, corte, o troceado con instrumentos afilados de acero
inoxidable (evitando el aporte de iones metalicos)

Aplicacién estricta del codigo alimentario, en cuanto a buenas practicas de
manipulacion y/o higiene

Requisitos del producto terminado
Uso de métodos de envasado y materiales de envases adecuados

Control apropiado de temperatura y humedad durante su distribucion y
comercializacion
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La madurez y calidad inicial apropiada de fruta es esencial (Watada y
Ling,1999). Sin embargo, una vez procesada, la calidad es normalmente
solamente evaluada visualmente. La apariencia visual es la determinante para
el establecimiento de la vida comercial. Con lo que respecta a los cambios en
la calidad nutricional, se ha demostrado que existe una pérdida muy pequefia
de vitamina C y de carotenos durante un corto plazo, aproximadamente una
semana, en frutas MP almacenadas en refrigeracion (Wright y Kader, 1997a y
b), aunque algunos atributos de calidad durante este periodo todavia pueden
tener una calidad aceptable, en términos globales de aroma, asi como de sabor

y textura.

La capacidad de crecimiento y desarrollo de las de frutas minimamente
procesadas y por consiguiente de las industrias de frutas MP (IFMP), se puede
decir que esta limitada por factores intrinsecos y extrinsecos (Bett, 2000). Los
factores intrinsecos son relativamente complejos, ya que engloban los cambios
fisiolégicos y bioquimicos que acompafian al procesado y almacenamiento de
los productos que se elaboran. Dentro de éstos, destacan primeramente la
actividad respiratoria y la emision de etileno, ya que a mayor respiracion y
produccién de etileno, menor vida comercial. En segundo lugar, destaca que la
mayoria de los microorganismos relacionados con FMP crecen mejor a pH
cerca de la neutralidad. El crecimiento de algunas bacterias esta limitado a
condiciones de neutralidad pero la mayoria pueden crecer avalores pH de
alrededor de 4.5 o superiores (Brackett, 1994). Las frutas, debido a que tienen
normalmente un valor pH<4.0, en general es inhibido el crecimiento bacteriano,
no obstante, se desarrollan los géneros flingicos y las bacterias acidéfilas. En
tercer lugar y dltimo, hay que destacar la importancia de la actividad de agua,
ya que si es muy elevada (entre 0.95 y 1) facilita el crecimiento de los
microorganismos Y dificulta la difusion de gases de los tejidos vegetales, con el
riesgo de procesos fermentativos y produccion de etanol y acetaldehido que
alteran el aroma y el sabor (Artés, 2000). Los factores extrinsecos hacen
referencia a diferentes controles de procesado como es la aplicacion del cédigo

alimentario, en cuanto a buenas practicas de manipulacion y/o higiene, con
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algunas especificaciones. El desafio de las IFMP es considerablemente alto
debido a la necesidad de mantener las frutas cortadas con una apariencia,
textura, sabor y valor nutritivo semejante al de las frutas que no han sido
procesadas. Asi, para poder mantener la calidad de los productos y extender
su vida dutil, las IFMP han tenido que poner a punto nuevas técnicas de
procesado, la mayoria basadas en la aplicacion de métodos combinados, junto
con el desarrollo de nuevos materiales de envasado y sistemas de control.
Todo ello ha permitido llegar a soluciones 6ptimas desde el punto de vista de la

calidad.

1.1 Factores que afectan a la calidad de FMP

Los principales factores que afectan la calidad de frutas MP son la variedad
(Kim et al.,, 1993a y b), las practicas agrondmicas de precosecha (Romig,
1995), el estado de madurez durante cosecha (Gorny et al., 1998a), las
condiciones fisioldgicas del producto fresco (Brecht, 1995), el manejo durante
la postcosecha y el almacenamiento (Watada et al., 1996), las técnicas de
procesamiento (Bolin et al., 1977; Saltveit, 1997; Wright y Kader, 1997b), la
higienizacion (Hurst, 1995), el envasado (Cameron et al., 1995; Solomos, 1994)
y el adecuado manejo de las temperaturas durante la distribucién y la
comercializacion (Brecht, 1999). A continuacidon se comentan algunos de los

factores citados anteriormente, como son:

1.1a Variedad, regién de crecimiento y estacion

Las compafiias de semillas y numerosos procesadores de vegetales
minimamente procesados son conscientes de que una variedad determinada
tiene un crecimiento 6ptimo en ciertas regiones, y a menudo, la calidad de
estos productos durante la postcosecha es atribuible a las practicas
agronémicas, al clima, a la estacion y a la madurez. Por ejemplo, el contenido
de aceites volatiles deseables en pifia fresca es mas alto en frutas de verano
(Haagen-Smit et al., 1945), y las proporciones dominantes de compuestos

volatiles en manzana varian dependiendo la estacion (Lopez et al., 1998). Las
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interacciones anteriormente mencionadas, deben estar de acuerdo con
engendrar variedades con rasgos especificos para perfeccionar e incrementar
la vida atil de los productos, y este factor debe ser considerado cuando se
desarrollan variedades para la industria del vegetales MP (Romig, 1995).
Diferentes trabajos han documentado que ciertas variedades contribuyen a la
calidad de estos productos y al mismo tiempo al de su vida Gtil (Cantwell y
Portela, 1997; Gorny et al., 1999; Kim et al., 1993a y b; Lange, 1998). Sin
embargo, no existe un estudio que abarque todas las variedades deseables.
Ademas, no se puede seleccionar la variedad perfecta, ya que su desarrollo
esta ligado al crecimiento de la semilla y a culminantes variaciones climatéricas

y estaciénales.

Basandose en un estudio de calidad visual en pera MP Gorny et al., (1998a)
apreciaron diferencias significativas en rodajas de 4 diferentes variedades
(Bosc, Bartlett, Anjou y Red Anjou) almacenadas en aire a 10°C. Bosc y Bartlett
tuvieron la vida atil mas larga (3 y 4 dias respectivamente), con respecto a
Anjou y Red Anjou que resultan tener una vida Util muy corta (<2 dias), debido
a la presencia de un severo pardeamiento. No obstante, Bosc y Bartlett
experimentaron una mayor pérdida de firmeza después del corte y

almacenamiento que las otras variedades.

1.1b Tamafio de la fruta y rendimiento

Normalmente, los procesadores de frutas MP utilizan frutas de tamafio muy
grande o muy pequefio para aumentar al maximo rendimientos o para reducir
el costo de los ingredientes frescos. Por ejemplo, los procesadores de melén
MP usualmente utilizan piezas muy grandes, ya que estas estan a menudo
disponibles a los precios mas bajos en el mercado y su rendimiento casi
siempre es mayor. El trabajo que implica el procesar una fruta de gran tamafio
es a menudo menor que el de procesar varias frutas de menor tamafio. Existen
pocas investigaciones que documenten los efectos del tamafio de fruta en la
calidad y en la vida util de frutas MP. Un estudio realizado por Gorny et al.,

(2000), en rodajas de peras con tratamiento minimo provenientes de la
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variedad Bartlett de diferentes tamarfios (122 a 135 o 152 g) resulté no tener un
efecto significativo en la vida util del producto. Sin embargo, se observé que si
en lugar de cortar las peras en rodajas se cortaba en dos Unicos trozos, la fruta
con el tamafio mas pequefio (122-135 g) pardeaba mas rapidamente que los
trozos procedentes de las frutas mas grandes (152 g). Asi mismo, la fruta de
menor tamafio registr6 menor cantidad de sdlidos solubles totales, con lo que
dicho aspecto podria afectar a la calidad sensorial del producto. Los hallazgos
demuestran que, s6lo en algunos casos, puede evitarse el uso de fruta entera
de menor tamafio, que a menudo recibe precios mas bajos en el mercado de

productos en fesco.

1.1c Dafios por frio

La gran mayoria de frutas MP no son susceptibles a dafios por frio. Algunas
de éstas como la pifia, meldn, sandia, melocotdn, nectarina y mango entre
otras, son altamente sensibles a dafios por frio (<12°C), cuando estan intactas.
Los dafios por frio se manifiestan mediante un aceleramiento de las lesiones
fisioldgicas y un aumento en la incidencia de patologias, donde las alteraciones
se registran principalmente en las zonas exteriores del fruto, como la piel. Para
las frutas MP la temperatura recomendable de almacenamiento es 0°C, ya que
proporciona una vida util optima al mismo tiempo que reduce el crecimiento de
microorganismos. Actualmente no existen estudios relacionados con el impacto
en la biosintesis de aromas y sabores de frutas MP almacenadas a bajas

temperaturas.

Por dltimo, comentar que la eleccion de una variedad genéticamente
adecuada y el conocimiento de las practicas agronémicas y de post-recoleccion
de la materia prima utilizada para el procesamiento de FMP es crucial para
asegurar su calidad. La composicién de substratos fendlicos de frutas esta
determinada por factores externos e internos tales como variedad, estado de
madurez, almacenamiento, medioambientales y genéticos (Nicolas et al.,
1994). También se conoce que existe un incremento significativo en el nivel de

compuestos fendlicos de la planta como respuesta hacia infecciones
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fitopatdgenas (Lattanzio et al.,, 1994). Con respecto a las practicas
agrondémicas, se ha demostrado que la aplicacidon de pesticidas y fertilizantes
especificos pueden regular el incremento o disminucién de la concentracién
fendlica (Daniel et al., 1999; Lee, 1992). El almacenamiento de frutas y
verduras rojas a bajas temperaturas y el tipo de contenedores utilizados
durante los tratamientos de post-recoleccién también puede alterar el contenido
fendlico y la calidad del fruto (Toméas-Barberan y Espin,2001), debido a la

potenciacion de ciertas rutas bioguimicas no deseables.

1.1d Grado 6 nivel de procesado

Aunque las frutas y hortalizas minimamente procesadas adquieren un
rapido protagonismo en los puestos de venta por la comodidad de uso que
conllevan y por su apariencia de frescura y naturalidad, se trata de productos
generalmente méas perecederos que el material original del que provienen. Es
importante considerar que gran parte de las técnicas de conservacién de
alimentos estabilizan el producto y alargan su vida atil. Sin embargo, en las
frutas y hortalizas minimamente procesadas, aumenta significativamente su
caracter perecedero (Watada et al., 1996; Schlimme, 1994; Cantwell, 1992).
Esto es debido a que las frutas y hortalizas minimamente procesadas
continlan siendo dérganos vivos, y por consiguiente, cualquier operacion
durante su elaboracion produce un impacto fisiolégico, tanto mas grande
cuanto mayor es el grado de procesado, aumentando su velocidad de deterioro
y reduciendo su periodo de vida util con respecto al producto que las origind.
Los dafios al tejido por las simples operaciones de corte o pelado, estimulan la
actividad respiratoria y la produccion de etileno, lo que induce la biosintesis de
enzimas asociadas a un incremento en la velocidad de los procesos
metabdlicos y de otras reacciones bioquimicas responsables del cambio de
color, aroma, textura y valor nutritivo que conducen a la senescencia de los
tejidos vegetales (Cantwell, 1992). El corte de los tejidos vegetales provoca
también la descompartimentacién celular, que permite la entrada en contacto
de enzimas de localizacién citoplasmatica con substratos de localizacion

vacuolar Igualmente se produce una fuerte pérdida de jugos celulares,
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incrementandose la actividad de agua y el area de superficie por unidad de
volumen. Esto puede acelerar la pérdida de agua y, ademas, el exudado
constituye un medio muy favorable para el desamrollo de microorganismos
(Figura 1.1) (Carlin et al., 1990; Izumi et al., 1996). Ademas, las operaciones de
preparacion de productos minimamente procesados incrementan la
contaminacién microbioldgica por transferir la microflora de la piel y de los
utensilios utilizados a los tejidos del fruto, disminuyendo la estabilidad del
mismo (Pittia et al., 1999).

Aunque el deterioro de la mayoria de los alimentos ha sido atribuido
Unicamente a microorganismos, es un hecho que las pérdidas en postcosecha
de frutas y hortalizas pueden reducirse no s6lo controlando el crecimiento de
estos microorganismos, sino inactivando las enzimas endégenas que contindan
actuando en los frutos procesados y almacenados (Ashie et al., 1996). Estos
cambios fisioldgicos generalmente estan acompafiados por pérdidas de sabor y
aroma, decoloracidon de superficies, pérdida de color, deterioro del tejido,
incremento de la velocidad de pérdida de vitaminas, ablandamiento del tejido y
pérdidas de la turgencia y volumen, lo cual conduce a una vida util muy corta.

A) Célula intacta

Oxidacion=Pardeamiento

Aumento de N\ .\ Micrgorganismos

—

Actividad \ e

~
Respiratoria NN

B)Célula cortada

Figura I.1 Dafio a nivel celular originado por la operacién de corte (Adaptado
de Wiley, 1994)
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La Tabla 1.4 recoge algunos de las principales enzimas y microorganismos
responsables de la mayor parte de las alteraciones en FMP, junto con el efecto
que producen y el tipo de medidas preventivas de control mas utilizadas.
Dentro del control del crecimiento microbiano, la temperatura es el factor mas
eficaz (0-1°C), ya que las FMP no reciben tratamientos severos con calor, y
generalmente, el empleo de aditivos para su conservacion es poco frecuente
(Artés y Artés, 2000).

Tabla I.4. Enzimas y microorganismos involucrados en el deterioro de FMP
(Adaptado de Pérez et al., 2003a)

Agente de Deterioro Tipo de Agente Efectos Prevencion/Control
[ Cholofilasas {Pe_rdida del color [ Alta calidad en
Antocianasas original materias primas
Pardeamiento Variedad
enzimatico adrle ades
adecuadas
Polifenoloxidasa Despgnso del valor L
) nutritivo Aplicacion de
Enzimas Perdida de la calidad procesos y
comercial < envasados
Alteracion de adecuados
Peroxidasa sabores y aromas .
; Mantener bajas
Pardeamiento temperaturas
Pectinmetilesterasa Ablandamiento de mp -
Poligalacturonasa tejidos, perdida de Utilizacion de
firmeza agentes
\ Acidoascorbico-oxidasa Destrucciénde Vit C \ antipardeantes
( Manter bajas
Salmonella
- - temperaturas
. ) E. coli Gastroenteritis
Microorganismos| v Enterocolitica durante el procesc
Patégenos L. monocytogenes { Meningitis, y otras
S. aureus { Enterotoxinas Lavado y
; . desinfeccion
Cl. botulinum { Botulismo
Pseudomonas especies | Podredumbre blanda Uso de buenas
otros Erwinia especies bacteriana practicas de
Microorganismos Bacteri P ido l4cti Produccién de manufactura
acterias acido lacticas metabolitos . ‘
Levaduras Evitar creacion de
Podredumbre mohosa ; .
. . medios anaerobios
Mohos { Rhizopus { gris, negra y blanda
Fusarium, y otros acuosa

1.1e Carga microbiana

El dafio microbiano puede ser la mayor fuente de trastornos en frutas y
hortalizas MP (Brackett, 1987; 1994). El dafio microbiano de frutas MP puede
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ocurrir mas rapidamente, debido a los altos niveles de azlcares encontrados
en la mayoria las frutas. Sin embargo, la acidez del tejido de las frutas junto
con la naturaleza de los acidos organicos que contienen, usualmente ayuda a
suprimir el crecimiento bacteriano, pero no el de levaduras y hongos. No existe
ninguna evidencia para sugerir que bajos recuentos en placa de
microorganismos totales, aerobios, anaerobios, o mohos vy levaduras,
inmediatamente después del procesado, estén correlacionados con el
incremento en la vida util de frutas y hortalizas MP. Los microorganismos
asociados predominantemente con trastornos en hortalizas MP son bacterias
(i.e. Pseudomonads spp), en tanto que los microorganismos considerandos
como predominantes causantes de trastornos en frutas MP, son las levaduras y
los hongos. En las frutas MP acidas, las levaduras y los hongos son
tipicamente asociados con alteraciones del poducto. Una reduccién en los
recuentos iniciales de levaduras y hongos, asi como retraso en su crecimiento
provocado por el almacenamiento a bajas temperaturas (<5°C), produce un
impacto positivo en la vida Gtil del producto (O’'Connor-Shaw et al., 1994; Qi et
al., 1998). En las frutas con un pH neutro, como el melén MP, las bacterias son

la fuente principal de alteracién (Lamikanra et al., 2000).

2. Aceptacion sensorial de FMP

La aceptacion por parte del consumidor hacia frutas MP esta ligado
frecuentemente a su apariencia, al sabor innato y a la textura de éstas, ya que
raramente se acompafan con salsas o aderezos. El contenido de azlcares en
FMP esta generalmente correlacionado positivamente con el sabor.
Ocasionalmente demasiado dulzor es percibido negativamente. Por ejemplo, el
rango de 10 a 13°Brix resulto ser el éptimo para meléon MP, ya que fuera de

este rango los catadores detectaron un dulzor desagradable (Anénimo, 2000).

Una apreciacidon visual aceptable no necesariamente implica que un
producto psea una calidad que satisfaga la cualidad de un sabor agradable.

La calidad visual excelente y la aceptacion por parte de los consumidores se
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dan a menudo en frutas MP inmaduras. Por ejemplo, en trabajos realizados con
melocotones y nectarinas inmaduros MP, los productos mostraron una
apariencia y calidad visual excelente durante largos periodos de
almacenamiento. No obstante, ambas muestras mostraron un excesivo
endurecimiento y una pobre calidad comestible, lo que limita su utilizacion
(Beaulieu et al., 1999; Gorny et al., 1998b).

La calidad del sabor y aroma son también atributos importantes para los
consumidores, con lo que dichos atributos deberan también examinarse de
forma minuciosa para determinar la vida Gtil y la calidad de frutas MP. En
contraposicion, la calidad de hortalizas y frutas intactas (frescas) es a menudo
determinada casi exclusivamente basandose en su apariencia e ignorando su

calidad en cuanto a sabor y textura (Sapers et al., 1997).

Existe abundante variabilidad en la literatura con respecto al grado de
aceptabilidad de FMP basandose en evaluaciones sensoriales, y esta
variabilidad puede atribuirse a menudo a disefios experimentales diversos, al
tipo de analisis sensorial o a los prejuicios culturales. Es dificil establecer los
limites de la calidad global de FMP durante su vida 0til, en cuanto a su sabor y
aroma, debido a la gran variabilidad del producto inicial. Los diferentes
tratamientos a los que se somete la fruta durante su acondicionamiento y
envasado, son en gran medida, responsables de los cambios sufridos en el
sabor de FMP.

Durante la maduracion de la fruta uno de los cambios mas notables es el
ablandamiento, que esta relacionado con las alteraciones bioquimicas de la
pared celular, de la lamina media y a niveles de la membrana. A pesar de que
dicha manifestacién se ha atribuido a enzimas tales como poligalacturonasas y
pectin-metilesterasas, el mecanismo preciso todavia es incierto. Tras las
operaciones de pelado, corte, troceado, etc. se produce una pérdida de firmeza
en los tejidos que puede deberse a la hidrélisis de los componentes de la pared

celular por enzimas proteoliticos y pectinoliticos (Wiley, 1994). La actuacién de
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enzimas pectinohidrolasas, degradan las estructura péctica y como
consecuencia, modifican la textura del producto. La firmeza de frutas MP es un
importante atributo de calidad que esta afectado por estas enzimas que causan
el ablandamiento de los tejidos de frutas (Varoquaux et al., 1990) y una
disminucién de la turgencia debido a la pérdida de agua. La firmeza del
mesocarpio de las frutas MP puede ser preservada por aplicacion de
tratamientos con sales de calcio. Inmersiones en soluciones de 0.5 a 1% de
cloruro de calcio resultan ser muy eficaces en el mantenimiento de la firmeza
en productos minimamente procesados (Ponting et al., 1971; Ponting et al.,
1972) Sin embargo, el cloruro de calcio puede conferir sabores amargos o

apagamiento de sabores en algunos productos (Luna-Guzman y Barrett, 2000).

Ademas del empleo de agente conservadores de la firmeza, la eleccion de
la variedad y la temperatura de almacenamiento adecuadas puede ser
determinante. Asi Kim et al., (1993b) encontraron que la firmeza de rodajas de
12 variedades de manzana sin tratamiento y almacenadas a 2°C disminuyo
gradualmente durante 7 dias y posteriormente decreci6. En cambio, algunas
variedades de manzanas tratadas con temperaturas moderadas retienen la
firmeza durante el almacenamiento (Kim et al., 1994). La firmeza algunas veces
puede ser preservada por almacenamiento en atmdsferas controladas. La
pérdida de firmeza promedio en cilindros de melén después de 12 dias de
almacenamiento en aire a 5°C fue de 10 N, mientras que el almacenamiento en
atmoésferas controladas (aire + 15% CO,;) redujo significativamente la pérdida
de firmeza (Portela y Cantwell, 1998; Qi et al., 1999).

2.1 Calidad visual

Los alimentos contienen substancias naturales que son responsables de su
color caracteristico. Los pigmentos propios de vegetales pueden estar
constituidos por uno o varios de los siguientes grupos de compuestos:
carotenos, antocianos, clorofilas y compuestos fendlicos. Las frutas y hortalizas
son altamente atractivas y llamativas debido a la riqueza de pigmentos que

éstas contienen. La preservacién del color verde de la clorofila en hortalizas,
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del rojo al parpura de los antocianos, amarillo, naranja y rojo de los
carotenoides, es de vital importancia para mantener la calidad de frutas y
hortalizas. Los cambios de color (Figura 1.2) en frutas y hortalizas pueden tener
origenes diferentes. La dsminucion de la pigmentacion verde hacia colores
amarillos, por ejemplo en lechuga puede ser el resultado de la senescencia,
exposiciéon al calor o a la acidificacién; la decoloraciéon o pardeamiento de
hongos, de rodajas de manzanas y peras es provocado a través de la accion
de enzimas como la polifenol oxidasa. Por otro lado, en hortalizas procesadas
como, las zanahorias, es frecuentemente observar el desarrollo de una capa
blanquecina, asociada a la presencia de lignina, cicatrizante natural de los
tejidos (Bolin y Huxsoll, 1991), aunque también se ha vinculado a la

deshidratacion de las células muertas (Avena-Bustillos et al., 1994).

El color de las frutas y hortalizas frescas que han sido procesadas se ve
alterado por: (Dorantes-Alvarez y Chiralt, 2000)

» oxidacion de compuestos fendlicos catalizada por la polifenol oxidasa

= conversion de clorofilas en feofitinas por acidificacion

= modificacién de antocianos por oxidacién y acidificacion del medio

= el contenido de carotenos totales se afecta por acidificacién y
tratamientos térmicos suaves s6lo moderadamente

La importancia del color del producto alimentario comercial es indiscutible,
pues en los puntos de venta se valora el alimento so6lo por la apariencia.
Generalmente es asumido “Que si luce bien, sabe bien”. El parametro de
calidad que contribuye a la primera impresién del producto alimentario es su
apariencia visual, determinada por el color y la forma. Sélo en segundo lugar,
cuando el alimento se ha evaluado con los ojos y juzgado seguro para cometr,
éste se valora a través de otros sentidos al saborearse, paladearse y olerse,
momento en que otros componentes de la calidad sensorial, flavor y textura, se
convierten en criterios de valoracién. Ademas el producto puede ser rechazado
si la impresion visual que nos produce no coincide con el estandar al que
estamos acostumbrados. La cualidad del color acusa especialmente este

fendmeno de rechazo (Clydesdale, 1993). Ademas, el color es el Unico criterio
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Figura 2. Algunos ejemplos de cambios en la apariencia de frutas y hortalizas,
almacenadas durante 24h a 10°C. El pardeamiento se observa en las fotos A-H; (A)
lechuga var. Iceberg, (B) aguacate var. Hass, (C) pera var. Conferencia, (D) champifién
var. Lange, (E) manzanavar. Granny Smith, (F) peravar. Blanquilla, (G) manzana var.
Royal gala, (H). La perdida de antocianos en fresa var. Camarosa, (l). La presencia de
coloracion blanca en zanahoria var, Nantesa (J).
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de eleccién que actia como indicador cuantificador de la vida util del producto
(Brennan et al., 2000). También el color, es uno de los principales criterios por
los que los consumidores juzgan la frescura y calidad de muchos alimentos. Es
totalmente decisivo al comprar un producto. Por ejemplo, se asocia el color
marrén con tejidos excesivamente maduros, heridos o almacenados por tiempo
excesivo. Al contrario, colores amarillos, verdes o rojos claros y brillantes son

los preferidos (Pérez et al., 2001).

Entre las modificaciones indeseables del color sufridas en FMP, el
pardeamiento es una de las alteraciones mas frecuentes (Eckert, 1978). Con
algunas excepciones (ciruelas pasas, datiles y higos, entre otros), los cambios
que se producen como consecuencia del pardeamiento perjudican la calidad de
los frutos, tanto desde el punto de vista organoléptico como el nutricional
(Mayer y Harel, 1979; Mauron, 1990; Friedman, 1996; Ahvenainen, 1996;
2000). En el siguiente apartado (3. Pardeamiento enzimético) donde, se
especificaran los fundamentos del proceso de pardeamiento, asi como las

enzimas responsables y los factores que lo condicionan.

3. Pardeamiento enzimatico

La alteracion del color de los productos hortofruticolas esta
fundamentalmente relacionada con el pardeamiento enzimatico (Sapers, 1993;
Nicolas et al., 1994), siendo éste uno de los principales factores que limitan la
vida uatil de los productos MP. Las reacciones enzimaticas en vegetales
minimamente procesados producen alteraciones sensoriales tales como mal
olor, pérdida de firmeza y decoloracién. El pardeamiento enzimatico de la fruta
se debe bien a procesos fisiolégicos que tiene lugar durante la maduracion,
bien a procesos asociados a la recoleccion, o bien a tratamientos tecnoldgicos
de postrecoleccion. El proceso de pardeamiento se desencadena cuando, tras
la operacion de corte se produce una pérdida de la integridad celular en las
superficies de las frutas. Esto provoca una destruccion de la compartimentacién

de enzimas y substratos, con lo que se catalizan las reacciones y se produce la
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formacién de metabolitos secundarios no deseados (Burns, 1995). Para que el
fendmeno de pardeamiento enzimatico tenga lugar se requiere de la presencia
de cuatro diferentes compuestos: el oxigeno molecular, substratos apropiados,
la polifenol oxidasa y la presencia de cobre en el centro activo de la enzima.
Estos factores determinan la velocidad de pardeamiento, que puede tener lugar
muy rapidamente, incluso en 30 min (Laurila et al., 1998). Esta velocidad
dependera de factores tales como la concentracion y actividad de la enzima, la
cantidad y naturaleza de los compuestos fendlicos, pH, temperatura, actividad
del agua y de la cantidad de oxigeno disponible en el entorno del tejido vegetal
(Mayer, 1987; Vamos-Vigyazé, 1981). Otros factores intrinsecos que influyen
en la intensidad del pardeamiento son: la especie, la variedad y el estado

fisiologico de los frutos (Amiot et al., 1992).

Las especies cultivadas comercialmente importantes, como peras y
manzanas, asi como sus productos tales como zumos 0 néctares son muy
sensibles al pardeamiento enzimatico debido a su alta concentracidon en
polifenoles y polifenol oxidasa. En vinos y uva, el oscurecimiento también es
causa significativa de pérdida de calidad. Otras frutas particularmente sensibles
a la oxidacion enzimética son los albaricoques, melocotones, aguacates,
platanos, lichis o0 mangos, y también hortalizas como champifiones y patatas.
Aparentemente, ciertas frutas como los citricos o la pifia contienen
relativamente pocos substratos fendlicos, no contienen polifenol oxidasa o su
actividad es tan baja que se acepta que, el pardeamiento enzimatico no causa
problemas de coloraciones (Robards et al., 1999). Estos problemas también se
consideran ausentes en otros frutos como el melocotén variedad Sunbeam,
gue contienen las enzimas, pero no los substratos de reaccion (Cheftel y
Cheftel, 1976).

Sin embargo, la formacion de este color oscuro no es siempre un
inconveniente. Asi, se busca un ligero pardeamiento en la maduracion de los
datiles, en la preparacién de la sidra, fermentacidn del té, secado de los granos

fermentados del cacao, o en el secado del tabaco (McEvily et al., 1992). Ya sea

19



Introduccién

una consecuencia indeseable del procesado de frutas o un efecto buscado en
ciertos productos, el pardeamiento enzimatico es un fenédmeno que caracteriza

los alimentos de origen vegetal.

Se ha interpretado de varias formas la funcién que la polifenol oxidasa y el
oscurecimiento pueden jugar en la fisiologia vegetal. Cheftel y Cheftel (1976)
aseguran que las reacciones de pardeamiento enzimatico poseen un papel de
proteccion contra microorganismos. En efecto, se considera que los polimeros
coloreados que se forman cuando un tejido se lesiona, pueden constituir una
defensa contra la penetracién de microorganismos, 0 incluso retrasar su
proliferacion (Cheftel y Cheftel, 1976). Valero-Ruiz (1993) considera que la
participacion de la polifenol oxidasa en procesos fisioldgicos tan diversos como
la biosintesis de ligninas, la esclerotizacion de la cuticula de artropodos y la
biosintesis de melaninas se debe a la gran variedad de posibles substratos y la
elevada reactividad de las o-quinonas, productos primarios de reaccion

generados por la actividad de esta enzima.

El pardeamiento enziméatico no ocurre en los alimentos de origen animal. No
obstante, los alimentos de origen animal si pueden modificar su color debido a
otro pardeamiento no enzimatico que conlleva también alteraciones de la
tonalidad en elaborados de frutas. El pardeamiento no enzimatico también se
conoce como reaccion de Maillard, caramelizacion o formacién de

melanoidinas (Primo, 1997).

La denominacién de pardeamiento no enzimatico designa un conjunto de
reacciones muy complejas que conducen en diversos alimentos a la formacién
de pigmentos pardos o0 negros llamados melanoidinas, asi como a
modificaciones, favorables o no, del olor y sabor. Los substratos de estas
reacciones son compuestos carbonilo y grupos amino libres. Entre los
compuestos que contienen funciones carbonilo, los mas implicados en las
reacciones de Maillard son azUcares reductores, pero también intervienen el

acido ascorbico, la vitamina K, aromas naturales o productos de oxidacion de
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lipidos. Los grupos amino que se combinan con los carbonilo provienen de
aminodacidos y proteinas. La condensacion entre funciones carbonilo y grupos
aminos supone un descenso de la disponibilidad nutricional de amino acidos
esenciales como la lisina, asi como una menor solubilidad y digestibilidad de

las proteinas.
3.1 Enzimas responsables

El pardeamiento enzimatico estd mayoritariamente asociado oon la accién
de las polifenol oxidasas (PPO), sin embargo existen otras enzimas
responsables es menor grado. La principal catalizadora de la alteracién del
color en los alimentos, la polifenol oxidasa (PPO) es una enzima ampliamente
distribuida en la escala filogenética, encontrandose tanto en organismos
procariotas como eucariotas. Recibe distintos nombres segun el material
biol6gico del que proceda. Asi, se denomina tirosinasa en animales vy
procariotas, y polifenol oxidasa en vegetales (Valero-Ruiz, 1993). La polifenol
oxidasa se localiza siempre en organulos celulares, concretamente en
cloroplastos y mitocondrias. Se puede hallar de dos formas distintas, bien unida
a membranas, como a la membrana tilacoidal de los cloroplastos, o bien en
forma soluble. Es de destacar el hecho de que la proporcion de fraccion
soluble de PPO aumenta durante la maduracion del fruto. El nivel de actividad
de la PPO depende del tipo de tejido. Aunque se asume que esta afirmacion es
cierta, existe cierta controversia al respecto ya que en manzana algunos
autores han encontrado que la actividad enzimética era mayor en la piel que en

el mesocarpio y otros estudios constatan lo contrario (Nicolas et al., 1994).

Segun la Comisién para la Nomenclatura Enzimatica, todas las enzimas
pueden agruparse en seis clases. Las enzimas involucradas en el
pardeamiento enzimatico pertenecen al grupo 1 o grupo de las
oxidorreductasas, constituido por deshidrogenasas, reductasas, oxidasas,
transhidrogenasas, peroxidasas y oxigenasas. Es conveniente distinguir entre

dos subclases de enzimas, las oxigenasas y las oxidasas. Las oxigenasas
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catalizan la incorporacién tanto de atomos de oxigeno como de oxigeno
molecular en el substrato, dando lugar en la mayoria de los casos a la
formacion de grupos hidroxilo. Pueden incorporar un atomo de oxigeno por mol
de substrato (se denominan entonces monooxigenasas) o dos atomos de
oxigeno (dioxigenasas). Las oxidasas, sin embargo, catalizan la transferencia
de electrones desde su substrato al oxigeno, reduciendo este Ultimo a
peroxido, superdxido o agua, pero sin incorporar ningin atomo de oxigeno al

substrato. Las oxidasas son frecuentemente metaloproteinas.

Las polifenol oxidasas son metaloenzimas que contienen un 0.2% de cobre,
elemento que se puede separar por didlisis mediante EDTA. Para que la
enzima actde sobre el substrato fenélico, el Cu* ha de encontrarse reducido a
Cu’, estado en el que la enzima puede ligar oxigeno (Mayer, 1961; Mayer y
Harel, 1979; Dorantes-Alvarez y Chiralt, 2000). El cobre, situado en el centro
activo del enzima, es esencial para la actividad de la polifenol oxidasa y su
acomplejamiento da lugar a la inhibicibn de la misma. Bajo la genérica
denominacién de polifenol oxidasa, quedan comprendidas dos tipos de
enzimas. El primer tipo lo constituyen las catecol oxidasas (E.C. 1.10.3.1) y el
segundo tipo las lacasas (E.C.1.10.3.2.). Las primeras catalizan dos reacciones

distintas:

a) Reaccion 1 o Actividad cresolasa: hidroxilacion de monofenoles en la
posicion orto para obtener o-difenoles.

b) Reaccibn 2 o Actividad catecolasa: oxidacion de o-difenoles a sus
correspondientes o-quinonas.

Estas dos reacciones enzimaticas consumen oxigeno y son conocidas en la
literatura por el apelativo de actividad monofenolasa (o cresolasa) y actividad o-
difenolasa (0 catecolasa). La actividad cresolasa de la enzima es reflejo de un
comportamiento de oxigenasa, mientras que la actividad catecolasa es un claro
exponente de la actividad enzimética de una oxidasa. Esta doble vertiente de la
polifenol oxidasa desemboca en pluralidad de calificaciones. Veamos las

distintas nomenclaturas asociadas a esta enzima que ratifican la afirmacién
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anterior; a saber, la hidroxilacién de monofenoles (reacciénl) es propia de una
monofenol monooxigenasa o tirosinasa, monofenolasa o cresolasa y la
oxidacion a quinonas (reaccién 2) propia de una difenol oxidasa, difenolasa o
catecolasa. Es por ello que en las publicaciones especializadas aparece la
denominacién E.C. 1.14.18.1 junto a la de E.C. 1.10.3.1 para referirse ambas a

la enzima que cataliza la hidroxilacion de monofenoles (Nicolas et al., 1994).

Un segundo tipo de enzimas catalogadas también bajo el término genérico
de polifenol oxidasas son las lacasas (E.C. 1.10.3.2), quienes tienen la
peculiaridad de oxidar tanto o-difenoles como p-difenoles a sus
correspondientes o-quinonas (Walker y McCallion, 1980) con un pH éptimo
entre 4 y 7.5. Se ha cuestionado que las lacasas estén involucradas en los
procesos de pardeamiento enzimatico ya que estan ausentes en la mayoria de
los vegetales, se ha descrito su presencia en melocotones (Harel et al., 1970),
albaricoques (Dijkstra y Walter, 1991), tomate y champifiones (Vamos-Vigyazé,
1981).

Las peroxidasas (EC.1.11.1.7.)) (POD) son un grupo de enzimas
ampliamente distribuidas en plantas, que contienen hierro en su grupo
prostético y cuya primera funciéon es oxidar los donantes de hidrogeno a
expensas de los perdxidos. Se asume que las peroxidasas también pueden
desempefiar cierta funcion en el pardeamiento puesto que utilizan las formas
quindénicas como substratos peréxidos, o incluso son capaces de aceptar una
amplia gama de donantes de hidrégeno, incluidos los mono y difenoles
(Richard-Forget y Gauillard, 1997). Estos Ultimos substratos altamente
potenciales (Robinson, 1991), en el oscurecimiento del litchi o el pardeamiento
interno de la pifla (Richard-Forget y Nicolas, 1989; Lopéz-Serrano y Ros-
Barceld, 1995). Esta hipoétesis se ve posibilitada por el hecho de que la polifenol
oxidasa, cualquiera que sea el substrato empleado, genera peroxido de
hidrégeno, la cantidad de cual varia en funcidn de la estructura fendlica de
partida (Robards et al., 1999). La POD es responsable de la aparicion de

sabores extrafios y olores desagradables, pero su implicacién en el proceso de
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pardeamiento ésta muy limitada debido a la baja disponibilidad de H,O; en el
interior de las células vegetales (Robinson, 1991). La peroxidacién enzimatica
de los 4&cidos grasos insaturados es el ejemplo mas grave de las
modificaciones bioquimicas del aroma de este tipo productos. Esta
peroxidacidon esta catalizada por lipoxidasas y da origen a la formacién de
numerosos aldehidos como el n-hexanal. Debido a su gran termoestabilidad, el
control de su actividad suele utilizarse como indicador de la eficacia del

escaldado en frutas y hortalizas.

3.2 Substratos de la reaccion

La gran diversidad estructural y funcional caracteristica de los compuestos
fendlicos y polifenoles ha dificultado la tarea de definir este extenso conjunto de
sustancias naturales a las que se agrup6é por el hecho & poseer un anillo
aromatico con uno o mas sustituyentes hidroxilo, como queda reflejado
literalmente en su nomenclatura. Esta definicion, basada en la estructura
bioquimica, no se ajusta por varios motivos a la totalidad de compuestos que
tradicionalmente se consideran polifenoles. En primer lugar, existen
compuestos fendlicos que ni siquiera contienen un anillo aromético, como el
acido shiquimico, el acido quinico y el elendlico (Figuras 1.3 y |.4). En segundo
lugar, la denominacién de “poli"fenoles no es acertada porque no todos ellos
son derivados polihidroxilo; por ejemplo, el acido galico, el acido ferulico y el
sinapico junto con el ligstrésido son compuestos que tan sélo poseen un grupo
—OH.

HO.__COOH COOH
HO OH HO OH
OH OH
Acido quinico Acido shiquimico

Figura 1.3 Estructuras del acido quinico y el &cido shiquimico (Adaptado de
Cheftel y Cheftel, 1976)
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En tercer lugar, con esta definicion incluiriamos en la clase polifenélica a
hormonas como las estronas, que son verdaderos terpenos. Visto que la
definicién bioestructural es insatisfactoria podemos decir, segin Robards et al.
(1999), que los polifenoles son “aquellas sustancias que derivan del acido
shiquimico y del metabolismo del acido fenilpropanoico”. Esta definicion esta

basada en el origen metdbolico de estos compuestos (Robards et al.,1999).

ACIDOS HIDROXICINAMICOS:

HO L CH=CH-COOH
R’ e
Acido p-cumarico R=R'=H
Acido cafeico R=OHR'=H
Acido fertlico R=OMe R'=H
Acido sinapico R=R'=OMe
OH OH
H OH
o b
HO - HO =
H OH H OH
HO HO
(+) catequina (-) epicatequina
FLAVONOIDES:
g
8 2= | 4'
O w5
6
F OH
a) b)
a) Flavanoles b) Flavonoles
Catequina : 5=7=3'=4'=0H Quercitina : 5=7=3'=4'=0OH
Epicatequina : 5=7=3'=4'=0OH Isoramnetina : 5=7=4'=0H, 3'=OCH,
Epigalocatequina :5=7=3'=4'=5'=0OH Kaempferol :5=7=4'OH
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c)

c¢) Flavanonoles

Dihidroquercitina : 5=7=3'=4'=0OH

o]

= o= oH
: HOOC
Ry COOH OH
HO—{OH
Ry OH

acidos benzoicos acido clorogénico

d)

d) Chalconas

Chalconaringenina : 2'=4'=6'=4=0H

COOMe
B
s o
= o #
I
OH OGlu
acido elendlico ligstrésido

Figura 1.4. Estructuras quimica y clasificacién de algunos compuestos fendlicos
(Adaptado de Robards et al., 1999)

Los compuestos fendlicos constituyen una de las principales clases de

metabolitos secundarios. Los metabolitos secundarios de origen vegetal son

compuestos a los que se ha considerado no esenciales para la supervivencia

de la planta entera o ciertas partes de ella, aunque su biosintesis si es

necesaria para la funciéon de relacién entre el ser vivo vegetal y el medio

ambiente (Tomas-Barberan y Espin, 2001). Aun derivando de un numero

limitado de precursores como el acetato, piruvato, fosfoenolpiruvato, algunos

aminoacidos, el acetil-CoA y el malonil-CoA, los polifenoles presentan gran

diversidad estructural (Lee, 1992) (Figura 1.5).
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CARBOHIDRATOS —FOSFOENILPIRUVATO — ACIDO HEPTULOSONICQO

v

ACIDO SHIQUIMICO * ACIDO DEHIDROQUINICO
ACETIL-CoA

FENILALANINA —» ACIDO CINAMICO

v

MALONlL-(@ CUMARSIL-COA <4— ACIDO CUMARICO

&

TETRAHIDROCHALCONA

J

NARINGINA (Flavonona)

ISOFLAVONAS
FLAVONAS
DIHIDROFLAVONOLES

FLAVONOLES
CATEQUINAS
PROANTOCIANOS
ANTOCIANOS

Figura I.5. Biosintesis de compuestos fendlicos (Adaptado de Lee, 1992).

Se han distinguido numerosos tipos de polifenoles clasificados por el
namero de atomos de carbono constitutivos. Los que tienen como esqueleto
basico seis carbonos (Cg) se denominan compuestos fendlicos simples y
cuentan con compuestos tan abundantes como el catecol o la hidroquinona,
gue han servido como substratos enzimaticos para estudiar los complejos
mecanismos de reacciéon en soluciones modelo. Los de estructura G-C4, 0
acidos fendlicos, también se hallan ampliamente distribuidos entre las frutas. El
esqueleto Cg-Cz se reconoce facilmente en el conjunto llamado &cidos

cindmicos, como lo son el &cido cafeico y el ferdlico. No obstante, el grupo mas

27



Introduccién

vasto y diverso de polifenoles lo constituyen los flavonoides, construidos a
partir de un esqueleto Gs;-C3-Cg, que se diferencian entre ellos por el grado de
insaturacion y el grado de oxidacion del segmento tricarbonado. Dentro del
grupo de los flavonoides es posible hacer subgrupos basandose en la
naturaleza y nimero de los sustituyentes unidos a cada anillo carbonado como
las flavonas, isoflavonas, flavanonas, flavanoles y flavonoles. Algunos
subgrupos pueden presentar ademas enlaces glucosidicos, como las
flavanonas glicosiladas tan tipicas de los citricos. Otro subgrupo lo constituyen
los antocianos, que son los pigmentos que colorean frutas como las uvas tintas,
ciruelas, fresas, cerezas, manzanas rojas. Como puede verse en la Figura 1.4,
las estructuras de algunos subgrupos de flavonoides son muy similares. Por
altimo mencionar que también taninos y ligninas se clasifican como
componentes fendlicos. Las ligninas tienen una estructura (C¢-C3),. Los taninos
pueden agruparse en taninos hidrosolubles o pirogalicos, que resultan de la
esterificacion de cinco funciones alcohdlicas de glucosa por diversos acidos
fendlicos (gélico, digélico, elagico y luteico); y los taninos condensados o
catéquicos, cuya composicién quimica es similar a la de los antocianos
(Cheftel y Cheftel, 1976).

El papel de los polifenoles en la alimentacion engloba aspectos bien
diferentes, todos ellos de importancia capital para la industria agroalimentaria.
Son compuestos con notable repercusién en la calidad sensorial del alimento, a
muchos niveles. Hablando del sabor, los acidos fendlicos proporcionan acidez,
las dihidrochalconas sabor dulce, ciertas flavonas como la naringina aportan
amargor, y los taninos son responsables de la astringencia de muchos
productos. Los atributos olorosos del vino, la vainillina o los caracteristicos
olores de ahumados o especias se deben también a compuestos fendlicos
(Cheynier, 1999). El papel de los polifenoles en la percepcién organoléptica del
alimento se complementa con su implicacion en la cualidad del color,

importantisima en vegetales y que es foco de especial atencién en este trabajo.
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Por otro lado, los compuestos fendlicos contribuyen a la salubridad
alimentaria debido a sus propiedades antibacterianas. Asi, se ha constatado
qgue los polifenoles son més eficaces sobre las bacterias Gram+ que sobre las
Gram-, las formas agliconas son mas activas en la inhibiciéon del crecimiento
microbiano que sus correspondientes formas glicosiladas, las quinonas tienen
mas actividad antibacteriana que las formas no oxidadas, y la presencia de
grupos —OH libres en posicion C5 o C7 del anillo A de los flavonoides favorece

el poder antibacteriano de los mismos (Berset, 1999).

Otra de las funciones caracteristicas de los polifenoles surge de sus
probadas propiedades antioxidantes. La eficacia de estos antioxidantes

naturales reside en un mecanismo antiradicales libres (Robards et al., 1999)

Sin duda, las ultimas propiedades atribuidas a los compuestos fenélicos han
tenido gran repercusién social por estar relacionadas con la salud publica. Asi
se ha descrito que ciertos flavonoides pueden modificar la metabolizacién de
moléculas precursoras de tumores o ciertos acidos fenélicos se combinan con
agentes mutagenos interrumpiendo procesos oncolégicos (Le Bon,1999). Ello

permitiria calificar a los compuestos fendlicos como agentes anticancerigenos.

Por dltimo, tras distintas experiencias in vitro se conoce la implicacion de los
polifenoles en la prevencion de enfermedades cardiovasculares. De manera
general, todos los compuestos capaces de limitar los fenémenos de oxidacion
son potencialmente participes en la prevencién de este tipo de patologias.
Tomando como ejemplo concreto un fenol presente en vinos tintos, el
resveratrol, que previene la oxidacién de los complejos lipoproteicos LDL
implicados en el transporte del colesterol y en las primeras fases de la
formacion de la placa aterosclerdtica. Otros flavonoides disminuyen la tasa de
colesterol circulante y poseen una accion beneficiosa en la agregacion de

plaguetas (Blache, 1999).
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Los compuestos fendlicos son ubiquitarios en el reino vegetal,
encontrandose en todas las partes de la planta, pero con una distribucion
cuantitativa que varia entre los diferentes érganos de ésta, asi como con
distintas poblaciones de la misma planta. En el caso de la manzana, dentro de
la célula, el 97% de los polifenoles se localizan en el interior de las vacuolas y
el 3% en el espacio intercelular, no hallandose nunca en el citoplasma cuando
los tejidos estan sanos e intactos (Nicolas et al., 1994). El contenido de
polifenoles en frutas y verduras varia ampliamente en funcion de la especie, de
la variedad, de la estacion del afio, y de la regién de la que provenga el vegetal
(Lee, 1992). Por ejemplo, las lechugas var. Iceberg son pobres en flavonoides y
derivados del &cido cafeico, mientras que en otras variedades de lechuga
abundan estos mismos compuestos (Tomas-Barberan y Espin, 2001). Por otra
parte, la concentracion de polifenoles disminuye al madurar el fruto, aunque el
contenido total fendlico siga aumentando, debido a que los incrementos en

volumen de agua son muy superiores.

El tipo de substratos fenélicos determinan la coloracion de los compuestos
formados en la reaccibn enzimatica. Asi se tendra que manzanas,
albaricoques, melocotones y peras se oscureceran en tonos marrones, pero
nunca negros. Los platanos y patatas al principio tomaran una coloracién
rosada, después pasaran a marrones y eventualmente negros (Robards et al.,
1999). La rapidez e intensidad con que en las frutas se desarrollan pigmentos
pardos depende estrictamente de la cantidad de oxigeno disponible y del

contenido de los compuestos polifenoles endégenos (Amiot et al., 1995).

La composicién fendlica de las frutas estd determinada por factores
ambientales y genéticos. Por ejemplo, algunas préacticas culturales, como el
uso de pesticidas que contengan dodine o el empleo de fertilizantes con los
tres elementos basicos, N-P-K, afectan significativamente al contenido fendlico
en manzanas (Nicolas et al., 1994). La disponibilidad del Boro también afecta al
contenido fendlico de la planta. Por otro lado, diferentes estudios sobre los

efectos de herbicidas en el cultivo de la soja, concluyeron que los compuestos
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fendlicos se incrementaron en esta especie con el empleo de “rimsulfuron” y

disminuyen con el de “trifluralin” y “atrazine” (Lee, 1992).

A pesar de la determinacién genética, la composicion fendlica puede ser
modificada tanto a priori, como a posteriori durante el procesamiento o
almacenamiento, no siempre de forma controlada. Cuando se examina el
contenido fendlico de especies frutales, se admite que los factores genéticos y
ambientales son responsables de la variaciéon en la distribucion cualitativa,
mientras que la variacién cuantitativa se debe a la variedad, estado de madurez
y también a las condiciones ambientales. Por ejemplo, la conservacion de
frutas y verduras a bajas temperaturas puede alterar el contenido fendlico y la
calidad del fruto, segun el envase y la temperatura de almacenamiento. En
vegetales de tonalidades rojas, las bajas temperaturas producen un incremento
de antocianos. Esto se ha observado en fresas, uvas y granadas. En algunos
casos se ha constatado también que las bajas temperaturas de almacén
aumentan el contenido de derivados del &cido hidroxicindmico en alcachofas

(Toméas-Barberan y Espin, 2001).

El estrés y el dafio mecanico, asi como la presencia de etileno, estimulan el
metabolismo de compuestos fendlicos en el tejido de vegetal. Los dafios
mecéanicos y el etileno son proporcionales a la actividad de la enzima
fenilalanina amonioliasa (PAL) la cual es participe en la sintesis de los
compuestos fendlicos, cuya actividad se ve notablemente incrementada por el
dafio y el incremento en la produccién de etileno y esta intimamente
relacionada con la senescencia (Hyodo et al., 1978), para su biosintesis es
necesaria la presencia de cuatro factores: O,, PPO, cobre y compuestos

fendlicos.

El contenido fendlico ha sido analizado en muchas frutas y hortalizas
incluyendo la pera. Normalmente se procede a un aislamiento e identificacion,
elucidando las estructuras fendlicas del extracto mediante la técnica HPLC

(High-Performance Liquid Chromatography), tanto para la separacién como
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para la cuantificacién individual de estos compuestos. Aun asi, la cuantificacion
total no puede ser precisa debido a que: por un lado, los métodos de extraccion
no garantizan la solubilizacién de todos los compuestos; y por otro lado, los
polifenoles son tan reactivos que los métodos de analisis por absorcion no
paralizan el sistema a analizar que se encuentra en continua evolucion (Nicolas
et al., 1994).

Los estudios en pera (Pyrus communis) han concluido que los compuestos
fendlicos mayoritarios son, en primer lugar, el acido clorogénico,y después la
epicatequina y la catequina. También los &cidos cinamicos, flavonoles y
flavanoles estan presentes en esta fruta. Su pulpa es rica en acidos cindmicos
y flavanoles, mientras que en la piel abundan los flavanoles y flavonoles.
Ademas de estos mondmeros, las formas oligoméricas también estan
presentes (Robards et al., 1999). El grupo de investigadores de Amiot et al.,
(Oleszek et al.,, 1994) identific6 algunos compuestos caracteristicos de esta
especie frutal, aislando cuatro ésteres del &acido hidroxicinamico y ocho
flavonoles glicosilados. Los &cidos cinamicos son el 5'-cafeoilquinico * p-
umaroilquinico, p- cumaroilmalico y ésteres dicafeoilquinicos. La mezcla de
flavonoles incluia tres quercitinas y cinco isoramnetinas glicosiladas (Oleszek et
al., 1994). La susceptibilidad de las peras frente al pardeamiento es mas
elevada en la piel que en la pulpa (Macheix et al., 1990). Ademas en esta
especie en particular, la sensibilidad al oscurecimiento depende mas de la

variedad que del estado de madurez del fruto (Amiot et al., 1995).
3.3 Mecanismo y productos de reaccion

El pardeamiento enzimético puede contemplarse como una transformacion
que conlleva dos etapas, una catalizada por enzimas y otra posterior no
enzimatica. La primera fase enzimatica se traduce en una conversion de

monofenoles en quinonas. Esta transformacion tiene lugar en dos pasos:

*El &cido 5'-cafeoilquinico, segun la IUPAC, es mas conocido por acido clorogénico
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hidroxilacion de monofenoles en o-difenoles, y oxidacion de estos o-difenoles a
o-quinonas, que corresponden a las dos actividades consecutivas realizadas
por la polifenol oxidasa (Figura 1.6). Se necesita aqui oxigeno molecular,

indispensable para que actle la enzima.

OH OH 0
1/2 0, OH 1720, 0
W

H,0
Cresolasa Catecolasa ™

R (1) (2) R

Figura I.6. Reacciones catalizadas por la polifenol oxidasa (Adaptado de
Walker, 1977)

Existen compuestos fendlicos, como los glicésidos de flavonoles y
antocianinas, que no son substrato de la polifenol oxidasa pero si son
igualmente degradados; esto ocurre en reacciones posteriores acopladas
(Robards et al., 1999). El primer producto de la oxidacién enzimatica son las o-
quinonas. Estas moléculas tienen diferentes propiedades espectrales y su color
depende basicamente del pH y del fenol que lo origina. Asi por ejemplo, tras la
oxidacion, la catequina es amarilla brillante con un maximo de absorbancia a
380 nm, el acido clorogénico es amarillo anaranjado suave con su maximo a
420 nm, y la o-dihidroxifenilalanina es rosa con el maximo cercano a 480 nm
(Nicolas et al., 1994). Las reacciones que se suceden a partir de las o-quinonas
son similares sin reparar en si la quinona se form6é enzimaticamente o por
oxidacion no enzimatica. La Unica diferencia real entre estas dos posibles vias
es cinética, pues enziméaticamente el pardeamiento siempre ocurre a mayor
velocidad (Robards et al., 1999).

La segunda fase del pardeamiento, que no es de caracter enzimatico,
presenta mayor complejidad, pues las o-quinonas producidas en la primera

fase son inestables en disolucion acuosa e increiblemente reactivas. Para
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entender como se desencadena el oscurecimiento se han empleado, en
combinacion con otros métodos analiticos, soluciones modelo que contienen
uno o dos compuestos fendlicos. Estas soluciones modelo han sido
especialmente Utiles para establecer los productos resultantes de la oxidacion.
El conjunto de reacciones que componen el pardeamiento de vegetales
desembocara en la formaciéon de pigmentos llamados melaninas. Pero este
mecanismo de reaccién de pardeamiento en sus fases no enzimaticas alin no
ha sido elucidado. De todos modos, las reacciones que se suceden de
oxidacion y polimerizacion se han clasificado seglin si involucran o no a
compuestos fendlicos de nuevo. Las reacciones en cadena posteriores en las
que si se implican los compuestos fendélicos dependen de los potenciales de
oxidacion de las diferentes parejas de fenol/quinona presentes. Este tipo de
reacciones nos puede llevar tanto a condensaciones de gran peso molecular
(polimeros) como a la regeneracion del fenol originario o de una o-quinona
diferente a la primaria por una oxidacion en cadena. Las o-quinonas son tan
reactivas que al reaccionar con otro fenol pueden dar lugar a dimeros del fenol
de partida. Estos dimeros estdn sujetos a una reoxidacién bien
enzimaticamente, bien con otra quinona, dando pues lugar a oligomeros con
colores de intensidad diferente. Estas reacciones pueden ser
extraordinariamente rapidas. Si concretamos para la pera, sabemos que los
dos compuestos fendlicos mayoritarios en esta fruta, el acido clorogénico y la
epicatequina, son los mejores substratos enddgenos de la polifenol oxidasa
caracteristica de esta especie. Los flavonoles también particularmente
presentes en ellas, se degradan durante la oxidacién contribuyendo al
desarrollo de polimeros coloreados pardos, oscuros, marrones y nhegros.
Algunos oligomeros como las procianidinas estan también especialmente

implicadas en el pardeamiento enzimético de las peras (Amiot et al., 1995).




Introduccién

Figura I.7. Polimeros formados en el pardeamiento enzimatico (Cheftel y
Cheftel, 1976)

Las quinonas reaccionan con el agua y dan trihidroxibencenos; éstos
reaccionan posteriormente con otras quinonas para formar hidroxiquinonas,
gue en realidad son la base de una condensacion oxidativa, donde todavia se

consume oxigeno, que conduce a polimeros del tipo que presenta la Figura |.7

Ademas de reaccionar consigo mismas para formar melaninas y polimeros,
las o-quinonas se pueden transformar combinandose con compuestos no

fendlicos como los que muestra la Figura 1.8:

aniones indrganicos

grupos tiol

grupos amino de aminoacidos y proteinas
agentes reductores
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Figura 1.8. Reacciones de las o-quinonas con compuestos no fenélicos
(Nicolas et al., 1994).

Estas reacciones pueden ocurrir por oxidacién no enzimatica debido a que
en el medio existen compuestos cuyo potencial redox es inferior al de las
quinonas (NADH,, acido ascérbico, glutation reducido, cisteina y antocianos
entre otros) (Cheftel y Cheftel, 1976). Hablamos entonces de oxidaciones
acopladas. Es el caso de la oxidacién de vitamina C que implica pérdida de
valor nutritivo. La reaccion entre las quinonas, producidas en la primera etapa
enzimatica del pardeamiento, y esta vitamina soluble concluye con la
regeneracion del fenol y la formacion de acido cehidroascorbico. También las
quinonas son capaces de combinarse por adicidn con grupos amino de
aminodcidos y péptidos, por ejemplo con serina, prolina y cisteina, bien libres o
bien ligadas a largas proteinas, resultando compuestos no tan oscuros como

las melaninas (Nicolas et al., 1994).
3.4 Factores que condicionan el proceso de pardeamiento

Existe gran heterogeneidad en los resultados de las publicaciones
referentes a parametros que afectan a la actividad enzimatica de la polifenol

oxidasa (pH Optimo, latencia, especificidad por el substrato, etc.) entre especies
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y dentro de la misma especie, entre variedades y diferentes estados de
desarrollo (la actividad enzimatica es mas elevada en frutos jévenes que en los
maduros), aunque la causa de estas diferencias pueda deberse exclusivamente
a los diferentes resultados de la extraccion y purificacion de la polifenol
oxidasa, cuya metodologia no ha sido muy homogénea hasta la fecha (Robards
et al., 1999).

Las posibles vias bioquimicas de pardeamiento que comprenden la
degradacion de o-quinonas dependen del pH, el fenol implicado, la
concentracién relativa de reactivos y la cantidad de oxigeno disponible
(Richard-Forget et al., 1992). Se ha publicado frecuentemente que el pH éptimo
para la actuacion del enzima comprende valores entre 5.0 y 7.0, mientras que
en arandanos se ha estimado que este pH 6ptimo ronda un valor de 4.0 (Kader
et al.,, 1997). Ashie et al. (1996) afirmaron que generalmente las polifenol
oxidasas procedentes de varias fuentes son inactivadas a valores de pH
inferiores a 4. El factor pH es determinante en el pardeamiento enzimatico. La
intensidad y croma resultante del oscurecimiento varian ampliamente
dependiendo del fenol precursor y de las condiciones quimicas ambientales,
entre ellas el pH (Nicolas et al., 1994). Asi para las quinonas surgidas del 4-
metilcatecol pueden observarse varias vias de reaccién. A pH &cidos, tras la
hidroxilacion, siguen oxidaciones acopladas con otra o-quinona y se regenera
el metilcatecol de partida. Sin embargo, con valores de pH mas altos se
favorecen las reacciones de polimerizacion (Robards et al., 1999) y con ellas,
I6gicamente, los colores oscuros, pardos. Por otro lado, la eficiencia de los

antipardeantes depende estrechamente del pH (Janovitz-Klapp et al., 1990a).

Algunos trabajos han puesto de manifiesto, que el pardeamiento enzimatico
aumenta con la actividad de agua en el caso de la uva (Aguilera et al., 1987) y
observaciones peculiares, como que durante la recoleccién del champifidon la
disminucién en el tamafo del estipite, reduce el pardeamiento enzimatico,

aunque se desconoce el mecanismo de este hecho (Ajlouini et al., 1992).
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La polifenol oxidasa no es muy estable frente al calor, comparada con otras
enzimas responsables de alteraciones en alimentos. De todos modos, su
actividad no se utiliza como indice de escaldado por no juzgarse adecuado. El
efecto que causa la temperatura en el enzima ha sido estudiado en numerosas
investigaciones. Por ejemplo, una inactivacion al 50% de un extracto purificado
de polifenol oxidasa de manzana necesita 12 min a 65°C, destruyéndose el
enzima a 80°C (Nicolas et al.,1994).

Algunas practicas agrondmicas como la fertilizacion, el riego y el estrés
salino del suelo afectan a la actividad de la polifenol oxidasa y de la peroxidasa.
El efecto general es un aumento de la actividad de ambas enzimas en
respuesta a las situaciones de estrés, por ejemplo, excesivos o deficientes
contenidos de potasio, falta de irrigacion, altas concentraciones de cloruro de

sodio o fésforo (Tomas-Barberan y Espin, 2001).

Las condiciones climaticas en las que se realiza el cultivo pueden afectar al
pardeamiento enzimatico. Por ejemplo, la temperatura, 0 mas concretamente la
diferencia entre la temperatura nocturna y diurna, puede producir una acusada
acumulacion de antocianos en la piel de manzanas durante su desarrollo en el
arbol. Este efecto también se observa en fresas, ciruelas, uvas o granadas

(Tomas-Barberan y Espin, 2001).

4. Control del pardeamiento enzimatico

Los diferentes métodos desarrollados para controlar, minimizar o inhibir el
proceso de pardeamiento enzimatico suelen ser preventivos. Se pueden
describir de dos maneras diferentes los multiples métodos de inhibicién que se
han utilizado o ensayado para limitar el pardeamiento enzimatico en vegetales.
La primera corresponde a la tipica descripcion de procedimientos de inhibicion
enzimatica, que comprende cuatro categorias segln si la practica inhibitoria
actia sobre la enzima, el substrato, la disponibilidad de O, o sobre los

productos de la reaccién, bien segun el tipo de control que ejerzan, inhibicién
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qguimica y/o fisica. La segunda atiende al modo en que los tecndlogos de
alimentos acostumbramos a ordenar los métodos de conservacién de los
productos alimentarios, esto es, distinguiendo entre: métodos fisicos de
conservacion como los térmicos, y métodos quimicos de conservacién como la
adicion de productos quimicos. El modo de descripcidn seguido es este ultimo,
ya que suele ser mas préactica si se considera que, por ejemplo, algunos
inhibidores quimicos pueden actual simultdneamente sobre varios de los

componentes de la reaccién y serian de muy dificil clasificacién.

4.1 Métodos fisicos

El creciente interés por parte del consumidor a tratamientos alternativos a la
aplicacion de agentes quimicos, ya que son considerados gran parte de ellos
como perjudiciales para el hombre y el medio ambiente ha creado la necesidad
de buscar alternativas a su aplicacion. Entre las innovaciones mas destacadas
en este campo, ademas de la aplicacion de calor y la conservacion en
refrigeracion, podemos citar la conservacién bajo una atmoésfera variable,

controlada y programada y los recubrimientos comestibles.

4.1.1 Tratamientos térmicos

El tratamiento térmico es generalmente considerado como el método mas
efectivo para la inactivacién de la PPO y, consecuentemente para la inhibicién
del pardeamiento (Goldan-Goldhirsh y Whitaker, 1984; McEvily et al., 1992).
Las técnicas convencionales actuales para prevenir el pardeamiento incluyen
los métodos de autoclave y escaldado con temperaturas de 75-95°C por
tiempos de 1 a 10min, dependiendo de los requerimientos de los productos y
procesos. Estos procesos convencionales estan inherentemente relacionados a
importantes pérdidas de peso y calidad nutricional del producto (Konanayakam
y Sastry, 1988).
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4.1.1a Aplicaciéon de alta temperatura

El tratamiento de inactivacibn enzimatica por calor causa la
desnaturalizacion de proteinas y ha sido uno de los méas estudiados, ya que
con este es posible observar el comportamiento de la enzima expuesta a
distintas temperaturas. La desnaturalizaciéon de las enzimas es provocada por
numerosos factores, usualmente es irreversible y se ajusta a una cinética de
primer orden (Stauffer, 1989). A pesar de la eficacia del tratamiento térmico,
normalmente su utilizacion sélo se recomienda cuando se trata de inhibir el
pardeamiento en frutas o vegetales que son destinadas a congelacién y a
producciones en conserva debido a los efectos de coccién, causantes de
pérdidas de textura y al desarrollo de reacciones de pardeamiento no
enziméatico (Ashie et al., 1996). Sin embargo, existen algunos trabajos donde se
ha estudiado la aplicacion de tratamientos térmicos de baja intensidad en pera
minimamente procesada mediante la inmersion en soluciones isoténicas a bajo
pH (2.5) o por la exposicidon a vapor (Pittia et al., 1999; Pérez et al., 2001). En
el primero de estos estudios, se observd que con los tratamientos de inmersion
a temperatura de 95°C durante 3 min se obtiene una buena estabilidad
enzimatica y microbiolégica durante al almacenamiento del producto,
manteniendo una textura aceptable. A través de estudios previos de viabilidad,
se puede llegar a determinar las condiciones adecuadas de procesado térmico
que reduzcan al maximo las pérdidas de calidad, con la obtencién de
resultados viables, si el grado de sensibilidad del producto al calor es
aceptable. También, se ha utilizado con éxito un pretratamiento térmico (45°C
durante 2h) aplicado en manzanas antes del corte para disminuir el

pardeamiento enzimatico una vez procesadas en rodajas (Kim et al., 1993a).

4.1.1b Empleo de bajas temperaturas
Una de las medidas normalmente usadas para controlar la actividad
enzimatica de productos frescos es el uso bajas temperaturas durante el
manejo, el procesamiento y el almacenamiento de frutas y hortalizas MP. A
temperaturas bajas, no so6lo es reducida o inactivada las actividades

enzimaticas que son responsables del pardeamiento, de manera que se
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preserve la calidad del producto, sino que ademas las velocidades metabdlicas
descienden significativamente, ambas disminuciones contribuyen a incrementar
la vida util del producto. Asimismo, durante el procesamiento total de frutas y
hortalizas MP, es decir desde su recoleccién hasta su venta, resulta ineludible
el mantenimiento de bajas temperaturas para moderar o impedir el desarrollo

de microorganismos (Cantwell, 1992; Cantwell et al., 1996).

4.1.1c Ondas electromagnéticas

El principio basico del calentamiento mediante microondas es debido a la
interaccion de moléculas polares con el componente eléctrico del campo
electromagnético, o que genera calor debido a la fricciéon producida cuando las
moléculas intentan orientarse en el interior del campo oscilante. El agua y las
sales son los principales determinantes de la absorcion de las microondas en la
mayoria de los sistemas alimenticios (Kermasha et al., 1993). El efecto de la
energia de microondas en la inactivacion enzimética ha sido generalmente
atribuido a efectos térmicos, aunque hay alguna evidencia de efectos no-
térmicos (Porcelli et al., 1997). Estos ultimos efectos son considerados como
controvertidos, ya que la energia asociada a las microondas es varios érdenes
de magnitud menor que la requerida para romper enlaces covalentes. Sin
embargo la energia microondas puede romper interacciones moleculares como
los puentes de hidrégeno entre la proteina y moléculas de agua asociadas a su
estructura. Sin embargo, son necesarios mas estudios para determinar si los
indices de inactivacion mas rapidos al usar microondas son debidos a efectos
térmicos o no-térmicos. El efecto inhibitorio de las radiaciones de microondas
sobre la PPO si ha sido objeto de varias investigaciones. En el control del
pardeamiento de rodajas de platano, el tratamiento de inactivacion a 650 W
durante 2 minutos mostré grandes variaciones de eficiencia segun la madurez
del producto tratado (Cano et al., 1990). Con un tratamiento a 475 W durante
60 segundos se obtuvo una inactivacion del 70% de la PPO en purés de kiwi y
fresa. La disminucidn de la actividad polifenol oxidasa en ambos productos fue
casi lineal a la potencia utilizada en el tratamiento. No obstante, el color de los

productos tratados térmicamente con microondas se modific6 como
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consecuencia de la alteracion que la radiacién provoco sobre las clorofilas en
kiwi y sobre los antocianos en fresa (de Ancos et al., 1999). En el caso de
champifién, se ha propuesto un tratamiento combinado con microondas y bafio
de agua caliente para conseguir satisfactoriamente la completa inactivacion a

tiempos cortos de la PPO (Devece et al., 1999).

4.1.2 Aplicacion de tecnologias no térmicas

En un contexto en el que el consumidor demanda productos mas naturales,
minimamente procesados y exentos de agentes quimicos potencialmente
perjudiciales para él y el medio ambiente, los métodos no-térmicos tienen su

actuacion.

4.1.2.1 Reduccion de la disponibilidad de oxigeno

El modo més satisfactorio de inhibir el pardeamiento enzimatico es
eliminando por completo el oxigeno. Esto puede obtenerse por desoxigenacion
a vacio, borboteo de nitrdgeno o apelando a la accién combinada de la glucosa
oxidasa y la catalasa (Cheftel y Cheftel, 1976). Sin embargo, es importante
considerar que el oxigeno es un requisito de los tejidos vivos. En el caso de
sélidos, como las porciones ce frutas y hortalizas, la eliminacién del oxigeno
mas sencilla es por inmersién en soluciones como jarabe, salmueras o agua
para retardar la difusion del oxigeno. Sin embargo, el tejido pardeara cuando
entre en contacto nuevamente con el aire. Ademas, durante el tiempo el cual
en el que el tejido esta inmerso, el equilibrio osmoético puede producir una
pérdida de solutos y la imbibicion de la solucién de inmersién, en algunas
ocasiones no deseada. Otra alternativa seria el envasado del producto en
atmosfera inerte. Pero el desarrollo de metabolismo anaerobio alteraria las
propiedades organolépticas de las frutas hace este tratamiento inaplicable.
Frecuentemente se usan atmdésferas modificadas para la comercializacion de

frutas y hortalizas MP.
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4.1.2.1a Atmoésferas modificadas

El confinamiento en atmésferas modificadas resulta ser la tecnologia idénea
del envasado de los productos vegetales minimamente procesados (Fonseca
et al., 2002) Esta es una técnica aplicada alimentos metabdlicamente activos,
los cuales son recluidos en una atmésfera esencialmente empobrecida en O,,
entre el 2 y el 8%, y enriquecida en CO, entre el 5y 15% con respecto al aire
respirable (Gorny et al., 1998b). La inyeccién de mezclas conocidas de gases
(O,, CO,, CO y/o N) o la generacion interna de atmosferas, por parte del la
interaccién producto-envase prolonga generalmente la vida atil (Cantwell, 1992;
Ahvenainem, 1996; Varoquaux et al., 1996) La modificacion de las
concentraciones relativas de ambos gases resulta posible, econémica y &cil
mediante el empleo de envases sellados, herméticos y fabricados con
polimeros de permeabilidad selectiva a los gases (Gil et al., 1996). Al disminuir
la concentracién de Q se inhiben o reducen las reacciones enzimaticas del
pardeamiento, y al aumentar la concentracion de CO, se inhibe la sintesis de
metabolitos fendlicos (Ke y Saltveit, 1989; Mateos et al., 1993). La excesiva
produccién de CO, (>10%) por parte del metabolismo propio de las FMP o por
inyeccién, dan lugar a la atenuacion de sabores y olores caracteristicos,
mientras que bajas concentraciones de Q (<5%) promueven la creacion de
medios anaerobios, que conllevan la formaciéon de metabolitos de fermentacion
indeseables tales como etanol (Lou y Barbosa-Canovas, 1996) y acetaldehidos
(Gil et al., 1998).

Por ejemplo, Rocha y Morais (2001) consiguieron una inhibicién significativa
de la actividad de la PPO en cubos de manzana var. Jonagored, envasada en
2% O, y 12% CO,. Cartaxo et al., (1997; 1998) estudiaron la aplicacién de
atmésferas modificadas (5% O, y 10% CO,) junto con un almacenamiento a
3°C, en cubos de sandia MP, obteniendo un 50% mas de extension de vida util
(15 dias) con respecto al control, ademas de presentar una buena calidad

sensorial. Aguayo y Artés (2001), estudiaron la aplicacion de atmosferas
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modificadas en melén MP obteniendo 10 dias de vida Gtil a 5°C con plastico de
policloruro de vinilo orientado, aunque la aplicacion de esta técnica no fue

suficiente para detener la pérdida de firmeza.

Se debe tener siempre presente que la accién sinérgica del frio y de la
atmoésfera modificada, ya que bajo condiciones adecuadas, inhibe el desarrollo
fungico y bacteriano. En casos muy excepcionales, esta combinacion de

tratamientos tiene efectos letales significativos sobre los microorganismos.

4.1.2.1b Recubrimientos comestibles

Otro posible método de envasado para evitar el pardeamiento en frutas MP
es la aplicacion de peliculas o recubrimientos, que son considerados como
ingredientes o aditivos alimentarios dependiendo de la actividad que
desempefien (Guilbert et al., 1996). Su funcion primordial es la de estabilizar y
extender la vida atil de frutas MP. Los diferentes tipos de recubrimientos
poseen en su mayoria la funcién de crear una micro-atmosfera controlada que
restringe el intercambio de gases. Esto conlleva la limitacion de entrada al O,,
una disminucién de la tasa de respiracion, retraso en la produccién de etileno,
reduccion en las pérdidas de humedad y de compuestos volatiles deseables
(Baldwin et al., 1995b). Generalmente los compuestos utilizados para la
formulacién de los distintos tipos de recubrimientos son: lipidos, proteinas,
polisacéridos e hidrocoloides, entre otros. Ademas, una ventaja adicional de los
recubrimientos comestibles es que pueden utilizarse como soporte para
determinados agentes antioxidantes y acidulantes (Baldwin et al., 1996) y
también de fungicidas y bactericidas (Torres y Karel, 1985) que pueden
coadyuvar en la prevencién del pardeamiento y del crecimiento de

microorganismos, respectivamente.

Los cambios en la temperatura y humedad relativa durante el
almacenamiento tienen efectos significativos tanto en las propiedades de los

recubrimientos, en lo que concierne al intercambio y/o formacién de barreras

44



Introduccién

para gases, como en el grado de adhesividad con el producto que se desea
recubrir (Debeaufort et al.,, 1998). Se han empleado diferentes formulaciones
de estos recubrimientos en pera (Olivas et al.,, 2002; Sakane et al., 1990),
manzana (Baldwin et al., 1996; Wong et al., 1994), patatas (Baldwin et al.,
1996) y zanahorias (Baldwin et al., 1995a) con resultados prometedores en
cuanto a la inhibicién del pardeamiento, asi como en el control de las pérdidas
de agua y en la reduccibn de la concentracion de etanol interno.
Recientemente, se ha desarrollado una patente para la formulacién de
recubrimientos comestibles a base de las propias frutas o vegetales (McHugh
et al., 1996). McHugh y Senesi (2000), incorporaron puré de manzana en la
formulacién de recubrimientos comestibles para rectangulos de manzana MP,
obteniendo la preservacion del color durante 12 dias a 5°C y una significativa
reduccion en las pérdidas de humedad y pardeamiento con respecto a
rectangulos control. Este tipo de recubrimientos son de gran utilidad ya que
alargan la vida atil del producto a la vez que aumentan su valor nutricional, con

la ventaja de presentar un mayor aceptabilidad por parte de los consumidores.

4.1.2.2 Irradiacion

La aplicacion de irradiaciones (radiacion ionizante) a frutas y a hortalizas se
emplea para la desinfestacion de insectos y control de enfermedades, asi como
para retardar la maduracion, el crecimiento y la germinacién, como en el caso
de los tubérculos. Recientemente, la irradiacién ha sido propuesta como
método para la obtencion de frutas y hortalizas minimamente procesadas
(Gunes et al., 2000). Varios autores han encontrado que ademas del control
microbiolégico, la irradiacion reduce significativamente la tasa de respiraciéon y
la produccion de etileno en zanahorias (Chervin et al.,, 1992; Hagenmaier y
Baker, 1998) y en hojas de lechuga (Hagenmaier y Baker, 1998). Sin embargo,
estudios realizados en trozos de manzana indicaron que los resultados
obtenidos durante la irradiacion se ven afectados por el grado de madurez.
Ademas durante el tratamiento se incrementd la tasa de respiracion de las

frutas. Los autores concluyen que son necesarias dosis altas (>2.4kGy) para
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obtener efectos satisfactorios (Gunes et al., 2000). No obstante la Food Drug

Administration (FDA) ha limitado la dosis a 1kGy para productos frescos.

Parece que las actividades enziméticas que provocan la degradacién del
tejido vegetal como lo son la poligalacturonasa, la pectilmetilesterasa y la beta-
galactosidasa se ven reducidas por la aplicacion de irradiacién en rebanadas
de papaya (D’Innocenzo y Lajolo, 2001). Por otra parte, Mayer y Harel (1991)
aseguran que el pardeamiento enzimético puede ser estimulado por los
tratamientos de irradiacién, ya que éstos pueden alterar la permeabilidad de los
compartimentos celulares y de esta manera favorecer el contacto entre la PPO

y sus substratos.

La aplicacion de tecnologias denominadas alternativas estan siendo
investigadas actualmente por los tecnélogos de alimentos, e incluyen

tratamientos de altas presiones o pulsos eléctricos entre otros (Tabla 1.5).

Tabla 1.5 Métodos denominados no-térmicos utilizados en alimentos
(Adaptado de Yousef, 1996)

Método Modo de Actuacion
Pulsos eléctricos Ruptura de la membrana celular
Pulsos luminosos Luz ultravioleta
Radiacion ionizante Dafio en el ADN
Altas presiones Desnaturalizacion de proteinas
Bacteriocinas Dafio de la membrana celular

4.1.2.3 Altas presiones

Se trata de una técnica prometedora ya que inactiva microorganismos y
enzimas dejando las propiedades nutritivas y la calidad del alimento
practicamente intactas (Weemaes et al.,, 1998). Provoca una inactivaciéon
enzimatica irreversible, y por lo tanto, es una alternativa a la elevacion de
temperatura. Pero debe tenerse en cuenta que el pH, la adicién de solutos,
azlcares u otros compuestos y la temperatura a la que se procesa condicionan

los parametros del tratamiento con altas presiones (Hendrickx et al., 1998). A
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partir de ahora podemos hablar ya, al igual que de la termosensibilidad o
termoestabilidad de las enzimas, de su estabilidad frente a altas presiones. El
grupo de investigacién de Weemaes (1998) ha determinado dicha estabilidad
para la polifenol oxidasa en aguacates, ciruelas, uvas, manzanas y peras. En
concreto, la PPO de pera se inactivd con 900 MPa a una temperatura
ambiental de 25°C. Como la enzima se considerd, en comparacion con la de
otras frutas, relativamente estable frente a las altas presiones, se propuso un
tratamiento combinado con calor moderado a 35°C, resultando en una
reduccién de la presidn de inhibicién a un tercio de la anterior citada (Weemaes
et al., 1998). Palou et al., (1999) estudiaron la efectividad del uso combinado de
la aplicacion altas presiones junto con un escaldado. Los tratamientos
provocaron una reduccién en la actividad polifenolasa de puré de platano,
dando como resultado una disminucién de los cambios de color durante el
almacenamiento, y permitiendo mantenerlo por periodos largos de

almacenamiento a una temperatura de 25°C con un color aceptable.

Ademas de la inactivacién de la PPO por altas presiones, también se ha
observado una inducciéon de la actividad enzimética estimulada por bajas
presiones tanto en manzana y pera, como en fresa o cebolla (Hendrickx et al.,
1998). Sin embargo Préstamo y Arroyo (2000) concluyen que las enzimas
polifenoloxidasa y peroxidasa no se inactivan por la accién de las altas

presiones, resultando ser enzimas baro-resistentes.

4.1.2.4 Pulsos eléctricos

El uso de campos eléctricos pulsantes es una reciente tecnologia que se ha
planteado para la inactivacién de microorganismos y de enzimas, donde se da
un aumento minimo de temperatura con lo cual es conservada la calidad
nutricional de los productos. Los productos alimenticios se comportan como
conductores eléctricos por su alta concentraciéon de iones y su capacidad para
transportar cargas eléctricas. El mecanismo de inactivacién se basa en la

electroporacion de la membrana celular, es decir, en la rotura eléctrica de la
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membrana (Dovenspeck, 1960). La aplicacion de campos eléctricos pulsantes
genera estrés y desestabiliza la membrana celular (Zimmermann, 1986; Jin et
al., 1998), y en algunos casos el dafio en la membrana celular es irreversible
(Calder6n-Miranda et al., 1999). Esta lesion altera los procesos de transporte
de iones (Kim et al., 2001) y cambia la conformacién de la estructura del las
enzimas (Vega-Mercado et al., 1997) con esta técnica se han conseguido
diferentes porcentajes de inactivacion (30 al 99%) de enzimas responsables de
importantes alteraciones en alimentos tales como tripsina, lactato
deshidrogenasa, galactosidasas, plasminas, proteasas, fosfatasa alcalina,
lipasas, glucosa oxidasa, a-amilasa, peroxidasa, polifenol oxidasa, pectin
metilesterasa y papaina (Vega-Mercado et al., 1997; 2001; Ho et al., 1997;
Yeom et al., 1999; Giner et al., 2000; Castro et al., 2001; Palomeque et al.,
2001; Van Loey et al., 2002). Dichos niveles de inactivacion enziméatica son
considerados el resultado de los cambios en las estructuras secundarias y
terciarias de las proteinas, que modifican ciertas uniones moleculares en los
centros activos y la configuracién globular. Concretamente en el caso de
nuestro producto, Giner et al., (2000) expusieron extractos enzimaticos de pera
(var. Blanquilla) y melocotén (var. Miraflores) a campos eléctricos pulsantes

obteniendo una inactivacién del 62 y 70% respectivamente.

4.1.2.5 Modificaciones genéticas

La modificacion genética puede ser una estrategia para limitar el
pardeamiento enzimatico. Esta modificacién comprende dos opciones: nuevos
variedades sin polifenol oxidasa o peroxidasas, que no presenten dichas
actividades enzimaticas o al menos su actividad sea mucho menor (Murata et
al., 1995; Coetzer et al., 2001) o la seleccion de variedades pobres en
substratos fendlicos. La aplicacién de la tecnologia denominada en inglés
antisense, (en la cual se produce un ARN mensajero de secuencia
complementaria al del ARN mensajero, que al ser traducido da lugar a la

proteina cuya formacién se pretende evitar) para bloquear la expresion normal
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de ambas enzimas, peroxidasa y polifenol oxidasa se ha publicado para la

obtencién de variedades con menor susceptibilidad al pardeamiento.

La produccién de un ARN mensajero complementario al producido por la
pauta de lectura abierta del gen que codifica para la PPO se ha utilizado en
tomate. Sin embargo, esta manipulacién genética produjo un aumento
considerable de la susceptibilidad a ataques por parte de patégenos lo cual
confirma el papel de la oxidacion de los compuestos fendlicos mediante la PPO
en la defensa de la planta (Thipyapong y Steffens, 1997). Bachem et al., (1994)
también lograron inhibir el pardeamiento enzimatico en tubérculos como la
patata, al reducir significativamente la actividad de la PPO mediante la

produccion del ARN mensajero antisense.

4.1.2.6 Alternativos

Desde hace tiempo se sabe que muchas sustancias naturales poseen
propiedades antioxidantes. Este es el caso de los aminoacidos, del latex
procedente del higo, de los productos de reacciones de Maillard o el zumo de

pifia y ruibarbo, o incluso ciertos microorganismos.

Por ejemplo, el zumo de ruibarbo al 20% mostré excelentes resultados
antipardeantes en rodajas de manzana. Esto puede deberse a la elevada
concentracion de acido oxalico del ruibarbo, caracteristica que comparte este
vegetal con las espinacas o la remolacha (Son et al., 2000). Los extractos de
papaina también dieron magnificos resultados, al impedir la actividad de la
polifenol oxidasa de endivia, champifion y manzana. Mediante HPLC se
demostré6 la existencia de cisteina y otra sustancia con propiedades
antioxidantes, capaz de atrapar quinonas en los extractos de papaina (Richard-
Forget et al., 1998).

Ciertas mieles provenientes de diferentes flores son capaces de dificultar la

accion de la polifenol oxidasa de frutas y verduras, reduciendo de un 2 a un
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45% su actividad. La miel contiene sustancias que se podian calificar de
“conservantes” naturales como son los tocoferoles, &cido ascorbico,
flavonoides, otros compuestos fendlicos, glucosa oxidasa y catalasa. Algunos
de éstos deben su aptitud conservante a la actividad antioxidante que
presentan. El contenido antioxidante de la miel varia con su origen y esta
estrechamente relacionado con su color. Asi, la miel de soja resultd
particularmente efectiva comparada con la de miel de trébol (Chen et al., 2000).
Incluso se ha demostrado que la actividad polifenol oxidasa esta inhibida por
desconocidas moléculas entre 2 y 5 KDa provenientes de polvo de crisalida de
mosca (Yoruk, 2001). Asi mismo, dicha caracteristica también la posee un
péptido que se obtiene de los micelios del Dactilyum dendroides (Richard-
Forget et al., 1994). Ademas se ha observado cierto poder inhibitorio sobre la
PPO de microorganismos como Saccharomices Cerevisiae y Bacillus Cereus
(Ferrar y Walker, 1999).

4.2 Métodos quimicos

La metodologia mas extendida para evitar el pardeamiento, y una de las de
mayor utilidad en este trabajo, consiste en la utilizacién de agentes quimicos
que actian como inhibidores, interaccionando directamente sobre las enzimas,
los substratos o los productos de las reacciones enzimaticas. La existencia de
compuestos quimicos que poseen propiedades antipardeantes ha llevado al
desarrollo y aplicacion de métodos adecuados para la disminucién del
pardeamiento en FMP. Su aplicacién esta reglamentada por los organismos
correspondientes (FAO/OMS; Codex Alimentarius, FDA, etc.,) y su dosificacion
o aplicacién estan restringidos total o parcialmente en algunos de ellos, por
consideraciones toxicolégicas y/o impactos organolépticos en sabor, aroma,
color y textura. También existen agentes considerados antipardeantes que no
tienen aplicacién industrial debido a su poca disponibilidad comercial, a un alto
costo o a un método de aplicacion no rentable. Un agente antipardeante
apropiado es un factor clave para permitir la industrializacion de FMP sin la

necesidad del uso de otros métodos de control.
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Con las desventajas mostradas por parte de los sulfitos en el ambito de la
salud humana surge la necesidad de encontrar nuevos agentes que actuen
sobre componentes implicitos en el fendbmeno de pardeamiento y que sean
seguros para los consumidores (Anénimo, 1996). Recientemente, se han
encontrado diversos productos naturales que actian como agentes
antipardeantes, con los que se han obtenido resultados satisfactorios en la
reduccion del pardeamiento y del deterioro organoléptico de varias frutas y
hortalizas MP (Ahvenainen, 1996; 2000). En la tabla 1.6 se han recopilado
aquellos que presentan un mayor potencial de uso en la industria de frutas
minimamente procesadas (IFMP), junto con su funcién en el producto y
mecanismo de accién. La forma de aplicacion mas extendida es la inmersion
de la fruta en disoluciones que contengan estos compuestos, aunque algunos
de estos aditivos pueden aplicarse mas eficientemente por infiltracion a presion
(Sapers et al., 1990).

Los antipardeantes se pueden clasificar segin actien sobre la enzima,
sobre los substratos o sobre los productos de reaccién, y su efecto puede ser
temporal, irreversible o reversible (Weemaes et al., 1999). Cada compuesto
posee con respecto a la accién antipardeante, sus punto fuertes y débiles, en
términos de efectividad variable, disponibilidad, seguridad y costo, siendo su
efectividad altamente dependiente del tipo de sistema al que se pretenda

proteger (Sapers y Ziolkowski, 1987).

Los compuestos utilizados como antipardeantes actlan como agentes
antioxidantes, quelantes o como acidulantes. Los acidos policarboxilicos
(citrico, malico, tartérico, oxalico y succinico), polifosfatos, el EDTA y otras
macromoléculas como proteinas y porfirinas se utilizan para secuestrar el cobre
del centro activo del enzima. Bajando el pH, con agentes acidulantes, a valores
inferiores a 3 también se inhibe la accién de la enzima, aunque el control del
pH en frutas es complejo, ya que se puede alterar el tejido y causar rupturas

celulares que derivan en la potenciacién del pardeamiento junto con la
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aparicion de sabores residuales (Sapers y Ziolkowski, 1987). Los agentes

reductores o antioxidantes actlan reduciendo las quinonas, los difenoles o

formando con las quinonas productos de adicion menos coloreados.

Tabla |.6 Aditivos de interés para el procesamiento de FMP (Adaptado de
Pérez et al., 2003b)

Compuesto Clasificacion Funcién Mecanismo de Accidn
A-hexil inol Ag_ente de
i exllr%ssrcmo E-586WY retencion de color | |nhibicin directa de la enzima
(4-HR) y antioxidante
Acido ascoérbico (AA) y E-300((21))
su sal (NaA) 1611 Antioxidant Reduce o-quinonas a difenoles
Acido isoascorbico E.315@ ntioxidante incoloros de baja reactividad
(acido eritorbico ER) y 2057@
su sal (NaE)
o Antioxidante,
Etilendiami- E-386 conservante . ++
notetraacético (EDTA) 405® sinérgico y Quelante del centro activo Cu
secuestrante.
. _ E-282Y Antimicrobiano de superficie
Propionato célcico 18179 Conservador (antimohos)
Cloruro de calcio E-509(‘21)) -
1792 Agreentctejlgzélrrrgsza Formacion de pectatos de
] E-3270 9 acidez Calcio insolubles
Lactato de calcio (LC) 1804@
o Antioxidante,
. . E-330 regulador de
Acido cftrico (AC) 1937@ acidez y Acidulante del medio y
secuestrante secuestrador de iones
i Secuestrante y metalicos (Cu™
Acido Oxdlico (AO) | ---------- regulador de
acidez
L-cisteina 284% Antioxidantes Reduce o-quinonas a difenoles
L-cistina (Acis) 2879 sulfhidrilos de baja coloracién
Antioxidante
E-3340 sinérgico,
Acido tartarico 1617@ regulador de Acidulante del medio
acidez y
secuestrante
Sorbato de potasio E-202%
(KS) 2606@
" Conservante Antimicrobianos (fungicidas)
Benzoato de sodio E-2117
2725@

YINSFA: Class names and the international numbering system for food additives.
@FDA: Food and Drog Administration.(EAFUS: Everything Added to Food in the

USA)
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La eficacia de los compuestos utilizados depende también del pH del medio.
Sapers y Miller (1998) concluyeron que la efectividad de diferentes
antipardeantes como el AA, ascorbato sédico (NaA), eritorbato sédico (NaE), 4-
HR y L-cisteina en la prevencion del pardeamiento de peras cortadas de
variedades Anjou y Bartlett fue mayor en sistemas de pH’s neutros que en
pH’s &cidos, en coherencia con lo encontrado en estudios previos (Ponting et
al., 1972; Sapers y Miller, 1998).

Por ultimo, se ha encontrado que los acidos carboxilicos son inhibidores
competitivos de la PPO por su gran semejanza estructural con los sustratos
fendlicos. Janovitz-Klapp et al., (1990b) compararon la eficacia de una serie de
acidos carboxilicos en la prevencion del pardeamiento de manzana, hallando
que el mas eficaz fue el acido cinamico, seguido del benzoico, fenilpropanoico
y fenilacético. Para cada uno de ellos, la inhibicion aument6 con sustituyentes

p-hidroxi y disminuy6 con sustituyentes metilo m-meta.

4.2.1 Efectos sinérgicos

La utilizacion de mezclas de varios agentes al mismo tiempo puede
promover un mecanismo de accion sinérgica. Estos mecanismos de accién
implican la penetracion en el tejido y alteracion del centro activo de la PPO,
disminucién del pH y la aparicion de procesos competitivos entre inhibidores-
enzima-substratos. Son et al., (2001) evaluaron la reduccién de la luminosidad
(DL*) en rodajas de manzana MP sumergidas 3 min en diferentes agentes
antipardeantes solos o combinados durante 3h a 4°C. Encontraron que el acido
oxdlico (AO) es un potente inhibidor, que muestra una notable eficacia a
concentraciones tan bajas como 0.05%. Al mismo tiempo, mostré6 un fuerte
efecto sinérgico en concentraciones del 0.02% con 1% de acido eritorbico (ER),
ascorbico (AA) o citrico (AC). Asi, Gonzalez-Aguilar et al., (2000) encontraron
que la combinacion de 4-Hexilresorcinol (4-HR) con ER y sorbato potasico

(KS), en concentraciones de 0.001, 0.5 y 0.05 M respectivamente, aplicadas a

53



Introduccién

laminas de mango, prolongaba su vida util en 7 dias mas con respecto al
control, sin afectar su calidad sensorial. También existen combinaciones que
pueden potenciar el pardeamiento. Por ejemplo, tratamientos de inmersién de 1
min con AA 2.5 mM, &cido etilendiamino-tetra-acético (EDTA) 10 mM y MnCl,
2.5 mM en rodajas de meldn dieron lugar a una inhibicién de la capacidad del
AA para reducir la actividad de la POD durante su almacenamiento a 4°C
(Lamikanra y Watson, 2001).

Para preservar la firmeza y el turgencia caracteristica de la materia fresca
en FMP, es frecuente incluir sales de calcio como componente de las
combinaciones utilizadas (Hills et al., 1947). Asi, Buta et al., (1999) estudiaron
la efectividad de diferentes sales de calcio en rodajas de manzana sumergidas
en una mezcla base de agentes antipardeantes formada por 4-HR 0.001 M, ER
0.5 My L-cisteina 0.025 M. Los resultados mostraron que el uso de propionato
calcico incremento significativamente el tiempo de vida (til de las rodajas de
manzana, con respecto a los demas tipos de sales. Dicho incremento puede
ser atribuido a una disminucion de las rupturas fisiol6gicas en el tejido (Scott y
Wills, 1979) y a la fuerte efectividad de sales de propionato en la inhibicion del

crecimiento microbiano (Freese et al., 1973).

La imparticibn de sabores extrafios o la atenuacion de los sabores
caracteristicos de la fruta por parte de agentes antipardeantes también ha sido
objeto de estudio (Dong et al., 2000; Pittia et al., 1999). Habitualmente, esto
estd ocasionado por el empleo de estos compuestos en elevadas
concentraciones o por la falta de aplicacién de sustancias que enmascaren o
atenlien su sabor. Es necesario, por tanto, realizar estudios previos con un
panel de catadores para conocer las posibilidades de uso comercial de las
diferentes mezclas. Dong et al., (2000) aplicaron por inmersion durante 2 min,
una mezcla de agentes antipardeantes con efecto sinérgico (4-HR 0.01%, AC
0.5%, lactato de calcio (LC) 1%) a rodajas de distintas variedades de pera MP
analizando el contenido residual de 4HR. Se observé una disminucion de la

concentracion de éste a lo largo de 14 dias de almacenamiento a 2 a 5°C. Sin
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embargo, dicho descenso fue insuficiente, ya que los panelistas detectaron

diferencias organolépticas entre las peras tratadas y el control.

4.3 Métodos enzimaticos

Es posible utilizar la actividad desarrollada por ciertas enzimas, que se
pueden aportar al sistema, con objeto de prevenir la actividad no deseada de
otras enzimas presentes en el producto. Esta técnica ha sido aplicada con éxito
en la inhibicién del pardeamiento enzimatico de varias formas. Sin embargo,
hay que destacar que en todos los casos experimentados se ha sefialado que
la puesta en préactica de este procedimiento a nivel comercial tendria un coste
demasiado elevado, no asumible por la industria alimentaria actual (McEvily et
al., 1992).

Por ejemplo, para la prevencién del oscurecimiento de zumos de manzana,
se han utilizado dos enzimas distintas que provocan la modificacién irreversible
de los sustratos fendlicos. Asi, la enzima o-metil transferasa es capaz de
transformar el acido clorogénico y cafeico (principales sustratos de la PPO en
manzana) en acido ferdlico y en &cido feruloilquinico, que tienen propiedades
inhibitorias respecto a la enzima. También para tratar zumo de manzana, se ha
propuesto el empleo de una enzima bacteriana, conocida por PC asa
(protocatechuate-3,4-dioxigenasa), que cataliza la apertura del anillo aromatico

y la orto-fision de catecoles (Ashie et al., 1996).

La utilizacién de proteasas es otra opcién para inhibir el pardeamiento de
frutas y jarabes. Estas proteasas proceden, a veces, de extractos de frutas
como en el caso de la ficina del higo, convirtiendo su empleo en una alternativa
mas natural que la adicién de antipardeantes quimicos. De este modo se ha
mostrado que un 0.5% (p/v) de ficina durante 5 min es tan efectiva como el
empleo de 1.25% (p/v) de sulfitos en lo que a evitar el oscurecimiento se refiere
en frutas cortadas y gambas (McEvily et al.,, 1992). Sin embargo, otras

proteasas ensayadas, como el tratamiento superficial con lisozima de clara de
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huevo (E.C.3.2.1.17) sobre pera minimamente procesada preparada en cubos,
no logré aumentar la estabilidad del producto ni mantener € color (Pittia et al.,
1999).

4.4, Métodos combinados

El uso exclusivo de tratamientos fisicos 0 quimicos generalmente no permite
alargar en la forma deseada la vida de los productos minimamente procesados,
por ello la combinacién de estos tratamientos con frecuencia suele ser
imprescindible para mantener la calidad de frutas y hortalizas MP (Artés et al.,
1998). El empleo de la tecnologia denominada métodos combinados o de
obstaculos es una técnica que busca la conservacion de alimentos a través de
la unién de factores conjuntos de control, como pueden ser la modificacion del
pH y la reduccion en la g, el empleo agentes antimicrobianos, el uso de
envases 0 envolturas apropiadas y el mantenimiento de bajas temperaturas
durante almacenamiento. En general la combinacion de inmersiones de calcio
(0.5-4%), envasado en atmoésferas modificadas o controladas (3-5% O, y 3-
15% CO;) y almacenamiento a bajas temperaturas (<5°C) es utilizada para
incrementar la vida util de frutas y hortalizas MP. A continuacién se describen

algunos ejemplos de empleo conjunto tecnologias para FMP:

Gil et al., (1998) estudiaron el comportamiento de rodajas de manzana (var.
Fuji) durante 16 dias, expuestas a una inmersién en acido ascoérbico (2% p/v),
un envasado en una atmésfera modificada (0% O, y 100% N,) y almacenadas
a 10°C, concluyendo que dicha union de factores mantiene una calidad
organoleptica optima es decir, ausencia de pardeamiento y de la pérdida de
sabores y olores caracteristicos, asi mismo, inhibe la produccion de metabolitos

no deseados.

Agar et al., (1999) determinaron que la unidn de los siguientes factores: la
temperatura del almacenamiento (0-2°C), el mantenimiento de la firmeza del

tejido (1-2% sales de calcio) y la composicion de la atmd6sfera modificada (2-4%
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0O,y 5-10% CO,) son determinantes para la retencion de calidad de rodajas de
kiwi MP.

La combinacion de irradiacion (1.5 Gy), peliculas comestibles (caseinatos,
proteinas lacteas y cloruro de calcio) y el almacenamiento a baja temperatura
(4°C) resulta ser efectiva para el mantenimiento de fresas MP incrementando

su vida util en ausencia de mohos y levaduras (Vachon et al., 2003).

4.4.1 Deshidratacién osmotica e impregnacion a vacio

La forma mas extendida de aplicacién de métodos combinados en FMP es
mediante el empleo de tratamientos de deshidratacién osmatica por periodos
cortos combinando o no con pulso de vacio. La unién de ambas técnicas
resulta ser una herramienta excelente para lograr una modificacion ligera de la
actividad de agua del producto, ademas de permitir la incorporacién de aditivos
(agentes antimicrobianos, agentes antipardeantes, agentes acidulantes y/o
agentes de firmeza) al tejido de la superficie. A continuacién se citan solo
algunos ejemplos donde la deshidratacién osmotica con o sin pulso de vacio
prolongan la vida atil de FMP, ya que se discutirAn ampliamente ambas
técnicas junto con su aplicacibn a FMP en los apartados 5. Deshidratacion

osmoética y 6.Impregnacion a vacio.

Monsalve-Gonzélez et al.,, (1993) sometieron rodajas de manzana a
tratamientos de DO durante 1, 3 y 10 h a diferentes temperaturas (25, 30, 35y
45° C), cuya una solucién que incluia sacarosa (52 °Brix) y distintos
compuestos para el control del pardeamiento durante el almacenamiento. La
mezcla con mejores resultados contenia un agente antioxidante (AA 0.25%
p/v), un antipardeante (4-HR 0.02% p/v), un acidulante (AC 0.2% p/v) y un

antimicrobiano (acido sérbico 0.15% p/v).

Navarro y Orozco, (2000) determinaron las condiciones optimas de
procesamiento de pifia MP las cuales combinaban dos agentes quimicos: acido

citrico y acido ascérbico, un agente antimicrobiano: sorbato potasico, todos
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ellos en una proporciéon de 0.1% p/p y disueltos en una solucién osmética de
46°Brix de sacarosa, las muestras fueron impregnados con un pulso de 10 min
y posteriormente deshidratadas osmdticamente durante 60 min a 40°C, se
envasaron en condiciones de vacio y se almacenaron a 8°C obteniéndose

caracteristicas sensoriales y microbiologicas aceptables durante 15 dias.

Tovar et al., (2001) estudiaron la estabilidad de rodajas de mango MP
inmersas durante 5 min en una solucién de cloruro de calcio (2g/L) y
posteriormente sometidas a una deshidratacion osmética con pulso de vacio de
65°Brix durante 30 min a 30°C, continuando con inmersiones en diferentes
soluciones : &cido citrico (5g/L) durante 5 min, peréxido de oxigeno (25 mL/L)
durante 1 min y benzoato de sodio (20g/L) durante 4 min y envasadas en
bolsas de polietileno de alta densidad a diferentes temperaturas (24, 13 y 5°C).
Los autores concluyen que la deshidratacion osmética con pulso provoca una
disminucion significativa en la tasa de respiracion con respecto a rodajas
control, asi como la ausencia de produccién de etileno en rodajas almacenadas
a 5°C.

5. Deshidratacion osmética

En los ultimos afios se han desarrollado técnicas de conservacion de frutas
con altas actividades de agua (0.95-0.98), donde el objetivo principal es
disminuir la actividad de agua (a,) a wun valor critico, donde Ilos
microorganismos y las enzimas no pueden actuar (Ponting, 1973a y b). Uno de
los fundamentos mas utilizados en dichas técnicas es la reduccion de la
actividad de agua de forma controlada, mediante la aplicacion de

deshidratacion osmdtica (Fito y Chiralt, 1997).

La deshidratacion osmotica (DO) permite establecer un flujo de un solvente
(agua en este caso) desde una solucion diluida contenida dentro de una
membrana semipermeable hacia una solucion méas concentrada que rodea

dicha membrana y la entrada de solutos al interior de la misma. Ya que la
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membrana es selectiva, el agua puede pasar libremente a través de ella,
mientras que otros componentes de la solucion lo haran mucho mas
lentamente. La transferencia de agua por DO es aplicable a alimentos donde su
estructura celular actia de forma similar a una membrana semipermeable
(Figura 1.9). ElI fendbmeno osmoético tiene lugar como consecuencia de la
diferencia de potencial quimico establecido (el potencial quimico del agua de
una solucién azucarada es menor que el potencial quimico del agua pura),
debido a que la magnitud de la presién osmdética establecida al poner en
contacto estas dos soluciones con diferente concentracidon a través de una
membrana permeable, es funcion de la concentracion de solutos, al menos en
soluciones diluidas. Es decir el agua fluira desde ¢ alimento hacia el medio
osmdético, el soluto (agente osmoético) se transferira desde la disolucion
osmotica al producto, y por Ultimo, saldran solutos propios del alimento como

azlcares, acidos, minerales, entre otros hacia el medio osmético.

Debido a que el mecanismo osmotico puede tener actuacion en intervalos
de temperaturas moderadas en los cuales el tejido vegetal se encuentra vivo,
su aplicacién se adapta al procesado minimo de frutas (Tabla 1.7). El producto,
en este caso frutas pueden llegar a perder agua sin ningln cambio de fase, lo
que implica, en el caso de los sistemas biolégicos, una preservacién de las
estructuras celulares (Raoult-Wack, 1994). Ademas, ofrece la posibilidad de
introducir la cantidad deseada de un soluto adecuado, por ejemplo, solutos de

interés sensorial, como los antipardeantes o sales de calcio.

.O 0] o ol O o O
Solucion 0 ] 0 O | Agua
azucarada i o e o © Oo Pura
O 0 OO o0 o0
.O O o @ O o O
© © O O . Q
00 O L

Figura .9 Esquema del fenédmeno osmoético (Adaptado de Albors, 2002)
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Tabla 1.7 Criterios para una definicidn practica de los procesos osmaoticos en
base a su duracién (Adaptado de Lazarides et al., 1999a y b)

p Escala de o . Uslt_)s o leIecanltsmlos
roceso tiempo peraciones aplicacion e contro
—_—————————————————— |
Proceso de Mecanismo
tiempos muy Minutos Impregnacion a Productos hidrodinamico,
cortos (VSTP)* vacio y/o pre- minimamente pseudodifusion
Proceso de concgtntrauon pro;:etsaados o |al y d(;;fc}rma_
tiempos cortos Horas osmética pretratados uortl de la
(STP)? matriz
Productos
Proceso de - < o
tiempos largos Horas/dias deshpratados lR elajacion de
(LTP)? ] osméticamente | la matriz
Excesiva estables
deshidratacion Total/Parcial
Proceso de osmoética gégﬂ%igz dos sustitucion de
tiempos muy Dias/semanas osméticamente | 92S PO solu-
largos (VLTP)* muv estables | Cion osmética
Y \de los poros

(1) very short time process, (2) short time process, (3) long time process, (4) very long
time process.

5.1 Factores que afectan el proceso de DO

Durante la transferencia de agua-soluto(s) que ocurre el proceso de DO,

uno de los factores determinantes es la naturaleza, estructura y
tamafo/geometria del tejido a deshidratar que esta dada por la especie, la
variedad y el estado de madurez. El estado de madurez tiene un efecto
significativo sobre la estructura del tejido en términos de estructura de la
membrana celular, espacios intracelulares, compactacién del tejido, aire
ocluido, cantidad de soélidos insolubles, entre otros. Un ejemplo de la influencia
del tipo tejido, es el estudio realizado por Lazarides et al., (1997) al comparar
tejidos de manzana y patata durante el proceso de DO en el cual se
encontraron diferencias significativas debido a la alta porosidad intracelular del

tejido de manzana comparado con el tejido de patata.

Por otro lado, a mayor superficie disponible para la D.O., mas eficaz seré el
proceso. Las geometrias que ofrecen una mayor relacion superficie/volumen

son las mas comidnmente utilizadas (cubos>cilindros>esferas).
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Ademads, de las condiciones que integran el proceso como son el tipo de
agente osmoético, la temperatura del proceso, la duracion del tratamiento
osmético y la concentracién de la disolucién osmética, también determinan la

eficacia del proceso tal y como se comenta a continuacion.

Agente osmatico

Se han utlizado gran variedad de agentes osmoticos, principalmente
azucares, como sacarosa, maltosa, glucosa, fructosa, lactosa, maltodextrinas, y
trealosa entre otros o mezclas de ellos. El impacto de los diferentes solutos en
la cinética de deshidratacién en funcién de la concentracién utilizada ha sido
objeto de estudio de varios autores (Le Maguer, 1988; Chafer et al., 2000). De
los agente osméticos anteriormente mencionados, el mas utilizado para la
deshidratacion de frutas es la sacarosa (Barat et al.,, 2001). Un estudio
realizado por Bolin et al., (1983b) sobre diferentes soluciones demuestra que

un panel de catadores prefieren la sacarosa como agente osmatico.

En cuanto a la cinética, se ha demostrado que la pérdida de agua en frutas
sometidas a DO aumenta al incrementarse la concentracidon de solutos en la
solucién osmdtica, siendo las soluciones entre 50 y 70°Brix las de mayor
utilizacién. La presencia de iones de calcio en la disolucién osmdtica durante la
deshidratacion de paralepipedos de papaya muestra mayores coeficiente de
difusion del azucar lo cual indicé que el calcio puede reforzar la proporcion de

ganancia de soluto osmatico (Rodriguez et al., 2003)

Temperatura

En general temperaturas comprendidas entre 20 y 40°C son consideradas
como las mas optimas porque no afectan la integridad de los tejidos, preservan
la calidad nutricional del producto y son las de mayor interés a nivel econémico
(Lerici et al.,, 1977). Youn et al.,, (1996) afirman que el empleo de bajas
temperaturas y elevadas concentraciones osmoticas favorecen a la retencion
de acidos organicos y nutrientes. Varios autores han observado que la

velocidad del proceso osmoético se ve significativamente afectada por el
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aumento de la temperatura (Lenart y Flink, 1984; Conway et al., 1983),
reflejado por un incremento en la eliminacién de agua y en la ganancia de
azucar. No obstante, en la mayoria de los casos se observa una escasa
ganancia de azuUcar, debido a la formaciéon de una capa externa de células
colapsada, impidiendo el flujo de componentes (Lazarides et al., 1995). Ponting
et al., (1966) observaron que a temperaturas superiores a 50°C, se dieron
dafios en el color de la fruta debido a un oscurecimiento, ademas de un
deterioro en el sabor y aroma. Sin embargo, existen estudios los cuales
demuestran que tratamientos a altas temperaturas (70 a 90°C)durante tiempos
cortos (combinando el efecto osmético con un escaldado), se produce una
inactivacion enzimatica, suficiente para evitar la aparicion de colores pardos
(Lerici et al., 1986; Lenart y Flink, 1984).

Tiempo de inmersion

En general la DO se realiza manteniendo constante la concentracion de
azlcar en la solucion osmdética. En estas condiciones, el aumento del tiempo
de contacto se traduce, normalmente, en un incremento de la pérdida de agua
siendo la velocidad de dicha pérdida decreciente debido a que el gradiente de
potencial osmético es cada vez menor (Ponting et al., 1966; Farkas y Lazar,
1969). Ademas, la ganancia de azUcar por parte de la fruta aumenta también

con el tiempo de tratamiento.

5.2 Aplicacion de la DO en frutas MP

El uso de la deshidratacion osmoética (DO) durante tiempos cortos de
procesado y temperaturas moderadas para & obtencién de FMP es una
practica usual descrita por diversos autores (Ponting, 1973a; Alzamora et al.,
1993; Fito, 1994). La reduccién conveniente de la a, a valores entre 0.97-0.90,
manteniendo el producto con alta humedad (65-85%), y la modificacién de la
estructura de los tejidos (Figura 1.10) implican cambios en la velocidad de las
reacciones bioquimicas y fisicoquimicas, asi como en los fendbmenos de

transferencia de materia durante el procesado de los mismos. En la mayoria de
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los casos, la técnica de DO a temperaturas moderadas se combina con el
empleo de agentes acidulantes, conservantes, antipardeantes etc., en las

soluciones osmoticas para conseguir los resultados deseados.

Solucion

) Tejido intacto
concentrada

By
)

Plasmolisis (@)
celular &?A):y//;

Turgencia celuar

Superficie del tejido

Figura 1.10 Evolucion del tejido vegetal durante el contacto con la solucion
concentrada (Adaptado de Le Maguer, 1997)

5.2.1 Efecto sobre el crecimiento microbiano

La baja actividad de agua, principalmente en las superficies de los
productos MP deshidratados osméticamente hace posible, en algunos casos y
bajo unas condiciones de operacién determinadas, la inhibicién del crecimiento
microbiano (Fellows, 1988; Navarro y Corzo, 2000). La resistencia a la
alteracién, sobre todo cuando se combina con bajas temperaturas y métodos
de envasado adecuadas. Por ejemplo, se han observaron resultados
interesantes sobre la reduccién en la velocidad del crecimiento microbiano
ocasionado por un tratamiento osmético de corto tiempo en kiwi (Dalla Rosa et
al., 1999; Gianotti et al., 2000), ain cuando los valores de actividad de agua
alcanzados (a, 0.99-0.98) no fueran suficiente para inhibir el crecimiento
microbiano. Este hecho podria relacionarse con la impregnacion superficial por
la solucién osmética, que ocasion6 un incremento suficiente de la viscosidad
del sistema, pero con un efecto despreciable en actividad de agua (Gianotti et
al., 2001).
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La carga microbiana inicial juega un papel fundamental en la evaluacién de
la vida util de los productos minimamente procesados, y su magnitud esta
determinada por los fendmenos de contaminacién que ocurren a nivel medio
ambiental o durante la recoleccién y/o el procesamiento. El proceso osmético, y
en particular el estado higiénico de la solucion, influye en la contaminacién del

producto osmodeshidratado, y asi su calidad y periodo de vida util.

Existe un interés creciente en la capacidad de los microorganismos a
adherirse a las superficies de los alimentos formando biofilms capaces de
reforzar su resistencia a la separacién de las superficies y a su inactivacion.
Dicho fendmeno puede ser observado durante la DO debido a las condiciones
del proceso. Gianotti et al., (2001) concluyeron que las altas concentraciones
del soluto osmético durante la DO por periodos cortos en rodajas de kiwi MP
son un obsticulo a la adherencia de los microorganismos es decir para la
formacion de biofilms, esto es debido probablemente a una reduccion de la

movilidad por el aumento de la viscosidad de la solucion.

5.2.2 Efecto sobre la actividad enzimatica de la PPO

Durante el proceso de deshidratacién osmdtica, hs frutas pueden sufrir
cambios en su color debido a los fendmenos de pardeamiento enzimatico y/o
no enzimatico. La disminucién o la inactivacion de la PPO es atribuible a la
reduccion en la actividad de agua, debida a la salida de agua y salida en menor
medida, de otros compuestos que pudieran ser substratos enzimaticos. Asi
como, de la limitaciéon de oxigeno disponible discutido en el apartado 4.1.2.1.
Estudios realizados por Waliszewki et al., (2000) en rodajas de platano
deshidratado osmoéticamente, donde ademas del agente osmdético se incluia o
no agentes antipardeantes (4HR y/o sulfitos) muestran que la actividad
polifenol oxidasa fué 2.4 veces mayor en el centro que en el borde de la rodaja.
Ademas, dicha actividad disminuyé en ambas regiones a medida que
aumentaba el tiempo del proceso osmético y con el uso de antipardeantes. Sin

embargo, siempre se encontré una actividad enzimatica residual. Moreno et al.,
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(1998) concluyeron que el tratamiento osmético (65°Brix, a 30°C, durante 4 h)
combinado con un pulso de vacié (5 min 50 mbar) previo a un tratamiento de
inactivacion enzimatica (vapor o microondas) aumenta la efectividad del

proceso de inactivacion en fresas MP.

5.2.3 Efecto sobre el color

Las alteraciones de color durante la DO han sido objeto de estudio por
diferentes autores (Krokida et al., 2000a; Sa y Sereno, 1999; Chafer et al., sin
publicar), segln los autores los cambios de color se ajustan adecuadamente a
modelos cinéticos de primer orden. El mecanismo de estos cambios
posiblemente sea debido a la alteracion fisica del material como por ejemplo
cambios en la opacidad, que afectan al indice de refraccion. Los estudios
donde la DO se ha utilizado como tratamiento previo al secado por aire caliente
muestran que los productos obtenidos son de excelente calidad, dado que se
minimiza el dafio por calor y se reduce la decoloracién del producto final sin
necesidad de aditivos (Ponting, 1973b; Maltini y Torreggiani, 1991; Biswal y Le
Maguer, 1984).

Krokida et al., (2000a y b) estudiaron los cambios de color ocasionados por
la deshidratacién osmotica utilizada como pretratamiento al secado con aire
caliente, concluyendo que el pretratamiento osmoético puede usarse para
prevenir la pérdida del color original de rodajas de manzana y platano, ya que
las frutas no tratadas mostraron un extenso pardeamiento durante su secado
con aire caliente. Dicha alteracién tuvo un caracter significativo, dando lugar a
una reduccion de la luminosidad y un aumento en la formacion de compuestos

pardos.

5.2.4 Efecto sobre la calidad sensorial

Durante la DO se produce una pérdida de acidos y una ganancia de

azlcares, obteniéndose un producto mas dulce y suave (Ponting et al., 1966;
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Lazarides et al., 1999a y b). Por ello, se puede decir que, en general, la DO
puede incrementar la aceptabilidad por parte del consumidor de frutas
minimamente procesadas, al proporcionar al producto por una parte, sabores
mas agradables al paladar en el caso de frutas acidas como rodajas de kiwi
(Bereiter, 2001), rectangulos de mango (Panadés et al.,, 2001) y guayaba
(Panadés et al., 1993), y por otra, una mejor retenciéon de compuestos volatiles
(Scalzo et al., 2001) y de acidos organicos (Mata-Montes de Oca et al., 2000) o
mayor produccidon de aromas al potenciarse la actividad de enzimas clave
(Zabetakis, 1997; Zabetakis y Holden, 1997; Escriche et al.,, 2000). Sin
embargo, se ha detectado un incremento en la velocidad de respiracién, y por
tanto un incremento en la emision de CO, de mango MP deshidratado
osmaticamente (Tovar et al., 2001) y un incremento en la velocidad de madurez
(Mata-Montes de Oca et al., 2000).

Por otra parte, la utlizacion de la deshidratacion osmoética como
pretratamiento antes de un proceso de secado, ademas de disminuir el
consumo energético reduciendo el tiempo de secado (Jayamaran y Das-Gupta,
1992; Karathanos et al., 1995; Park et al., 2022), puede llegar a mejorar la
calidad sensorial y nutricional del producto final. La preconcentraciéon que tuvo
lugar durante la DO limita el dafio causado por la elevadas temperaturas,
mejora la calidad textural, la retencién de vitaminas, el mantenimiento de sabor
y aroma y estabiliza el color (Bolin y Huxsoll, 1993a; Krokida et al., 2000c; Riva
et al., 2001).

Por todo lo expuesto anteriormente se puede considerar que la aplicacion
de DO en frutas permite abrir un abanico de posibilidades en el desarrollo,
tanto de FMP, como de nuevos productos, proporcionando una buena

estabilidad del producto con una minima pérdida de calidad del mismo.

6. Impregnacion a vacio

La técnica de impregnacidon a vacio (IV) puede permitirnos incorporar

cualquier ingrediente en un producto poroso, modificando su composicion para
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proveerle cualidades que incrementen su calidad y proporcionarle cierta
estabilidad adecuando su composicion, de una manera rapida y simple. La
técnica de impregnacion a vacio (IV) permite un cambio rapido en la
composicion del tejido poroso debido a la sustitucion de la fraccion de gas por
una disolucién, lo que implica por una parte, un nivel de desgasificacion de la
estructura porosa del alimento en funcion de la presion aplicada, y por otra, una
penetracion de liquido por capilaridad una vez alcanzado el equilibrio en el
sistema, que hace que los espacios intercelulares o poros se llenen
parcialmente de liquido (Fito, 1994), dicha técnica se basa en la accién del

mecanismo hidrodinamico (ver 6.1).

6.1 Mecanismos de acciéon: Modelo Hidrodinamico

Basandose en la estructura porosa de muchos alimentos, Fito y Pastor
(1994) explican el fendmeno de la operacion de impregnacion a vacio a través
del denominado Mecanismo HidrodindAmico (MHD). Este mecanismo se
describe y modeliza (Fito, 1994) como un fenémeno de transferencia de
materia que ocurre en operaciones solido-liquido y es especialmente
importante cuando se trabaja en condiciones de vacio. Segun los autores, este
proceso tiene lugar cuando un producto poroso es sumergido en una fase
liguida externa a una presion subatmosférica (P2) durante un periodo de
tiempo (t1), para después restablecer la presion atmosférica (P1) durante un
periodo (t2). En este proceso, el gas ocluido en los poros del producto es

reemplazado por el liquido externo en una proporcion que depende de la

relacion de compresion (»P2/P1) (Figura 1.11) (Fito, 1994).

67



Introduccién

Poro lleno de gas
No ha penetrado
liguido exterior

MHD
{P1=1030mbar}
Sdélo por capilaridad

P cambia a P2

El gas se expande
y sale del poro
tr=5min

MHD
{P2= S0mbar)
Salo capilaridad

Se restablece presidn
atmosférica

MHD ta=10min

La capilaridad y la
presidn externa son
las fuerzas impulsoras

B s6lido [ Liquido Gas

Figura .11 Etapas en el proceso de transferencia de materia en un alimento
poroso sumergido en un liquido (Adaptado de Fito, 1994)

6.1.1 Factores que afectan a la efectividad del mecanismo

La cantidad de liquido impregnado en el producto dependera del nivel de
desgasificacién y, por tanto, de la presion de trmabajo. Esta penetracion de
liquido puede ser reversible y esta controlada por la compresién o expansion
del gas ocluido en los poros (espacios intercelulares en la fruta). También la
composicion de la disolucion es un factor a considerar ya que por ejemplo,
cuando el liquido de impregnacién tiene una viscosidad elevada, la difusion a
través de los espacios intercelulares se hace muy lenta (Martinez-Monzo et al.,
1998). Por otro lado, las caracteristicas intrinsecas del producto como su
porosidad, tamafio de los poros, caracteristicas viscoelasticas del material,

entre otros también juegan un papel importante.
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6.1.2 Cambios provocados por la IV

Los cambios estructurales y fisicos de frutas impregnadas dependen del
nivel de impregnacion y de la composicion de la disolucién. En cuanto a los
cambios estructurales el més relevante provocado por la impregnacién es el
llenado de los poros con un liquido externo, lo que comporta un aumento de la
opacidad de las muestras con la consiguiente disminucion de la reflectancia
superficial. Ademas, debido al intercambio gas-liquido las propiedades
viscoelasticas, se ven generalmente afectados comportando una perdida de en
la turgencia celular. La propiedad fisica que es claramente afectada por la IV es
la densidad del producto, la subsecuentemente salida de aire de los poros
reemplazado por liquido, provoca un aumento en la densidad. Asi como, de

afectar a la conductividad térmica (Martinez-Monzé et al., 2000)

Por otra parte la modificacion de dichas propiedades fisicas del producto
tiene ventajas para otros procesos como los son la DO, el secado por aire

caliente, el secado por aire caliente-microondas, entre otros.

6.2 Aplicacién de la IV en frutas minimamente procesadas

La impregnacién a vacio puede ser considerada como una herramienta en
el desarrollo de frutas y hortalizas MP ya que dicha operacion, modifica su
composicion original convenientemente sin la ruptura de la estructura celular
(Chiralt et al., 1999).

La porosidad efectiva de frutas viaria grandemente de acuerdo con el tipo

de tejido y en menor medida con la variedad del fruto, a pesar de esto las frutas
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son consideradas tejidos altamente porosos, lo que oferta la posibilidad de ser
impregnadas por una disolucién (Mdujica-Paz, 2003). La disolucion de
impregnacién puede contener sustancias disueltas y/o en suspension de
caracter tecnologico y/o nutricional. Por tanto, la IV puede ser utilizada para
introducir eficientemente en un alimento con practicamente cualquier tipo de
sustancia (Fito et al., 2001) o de componente nutricional (Gras et al., 2003) e
incluso de microorganismos probiéticos (Betoret et al., 2003). y modificar su pH
o actividad de agua (Muntada et al., 1998), utlizando disoluciones
concentradas de acidos, conservantes o solutos de alto peso molecular. La IV
permite el uso de pequefias concentraciones en comparacion con tratamientos

de inmersion a presion atmosférica (Sapers y Miller, 1998).

La impregnacién a vacio ha sido empleada, para garantizar la eficacia del
calcio, éste debe aplicarse directamente a la superficie de la fruta imitando asi,
el transporte que ocurre de forma natural desde las hojas al interior de los
frutos (Chamel, 1989). Por esta raz6n la impregnaciéon a vacio es cominmente
el tratamiento mas efectivo de aplicaciéon. La impregnacion a vacio de cloruro
de calcio es comercialmente utilizada para reforzar el almacenamiento de

manzanas e incrementar su vida Util (Rajapakse et al., 1992).

La aplicacién de IV a frutas MP ha sido objeto de estudio de algunos
autores (Garcia-Rendon, 1997; Garcia-Pichi, 1998; Sousa, 1996; Acosta, 1996;
Chafer et al., 2001 Mujica-Paz et al., 2003).

Sapers et al., (1990) estudiaron el efecto en el color de la impregnacion a
presiones atmosféricas y de vacio (34kPa) en manzanas MP deshidratadas
osméticamente por un periodo muy corto junto con ascorbato sddico y cloruro
calcico, obteniendo que las muestras no impregnadas presentaron

pardeamiento mucho antes que las muestras impregnadas. No obstante,
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algunos autores (Arteca, 1982; Drake y Spayd, 1983) han documentado que el
uso de técnicas de impregnacién a vacio en FMP conduce a una translucidez y

apariencia humeda no aceptables, en algunos casos, por el consumidor.
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La pera es una fruta de alta calidad nutricional y una buena fuente de
energia por su alto contenido en azucares, acidos, vitaminas, minerales y fibra
(Primo, 1997), y demas presenta una gran disponibilidad a lo largo del afio por
sus buenas propiedades de conservaciéon como fruta entera en atmésferas y
condiciones controladas (Joana, 1991; Herreros, 1991; Sansavini, 1991,

Larrigaudiere et al., 1998).

En Espafia, la variedad Blanquilla es la de mayor importancia econémica,
con produccién anual de 245.730 tn (MAPA, 1999). Esta variedad también es
llamada “pera de agua” o “blanca de Aranjuez”, se caracteriza por ser la

primera variedad nacional de peras ocupando el 32% de la produccién total
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(MAPA, 1999). Asi mismo, posee caracteristicas sensoriales inigualables como
un tamafio regular, una epidermis lisa, fina, brillante y verdosa. Carne
(mesocarpio) fundente blanca, muy jugosa y agradable, de sabor dulce, fino y
delicado con corazén pequefio y granulado (Carrera, 2000). Ademas la var.
Blanquilla se aviene perfectamente con el frio industrial permitiendo su
almacenamiento hasta 6 o 7 meses en camaras de atmosfera controlada, con
lo que su disponibilidad en el mercado se extiende practicamente a todo el afio.
En el territorio espafiol, las zonas de produccién se extienden principalmente
en las comunidades de Catalufia, Aragon, Murcia, la Rioja, Extremadura y
Valencia. Por ejemplo sélo en la provincia de Lleida se producen 111.306 tn
(MAPA, 1999), es decir, el 15% de la produccion total anual. Ademas esta
variedad cuenta con la denominacién de origen de “Peras de Rincon de Soto”
regidas por la Asociacion para la promocion de la Pera de Rincén de Soto de la

Rioja.

No obstante, se trata de una especie que posee una gran riqueza en
compuestos fendlicos susceptibles de oxidacion por la acciéon enzimatica. Estos
compuestos fendlicos corresponden al grupo de los ésteres hidroxicinamicos,
(+)-catequina y (-)-epicatequina mas otras formas oligbmeras de éstas y
flavonoles en forma de glicésidos o malonil-glicésidos de quercitina o
isoramnetina (Oleszek et al., 1994). Entre éstos, se ha demostrado que los
mejores substratos de la polifenol oxidasa (PPO) de la pera son la catequina y
epicatequina (Walter, 1964; Rivas y Whitaker, 1973), al igual que en un gran
namero de frutas. Incluso, se ha observado en manzana que todos los
compuesto fendlicos presentes en la fruta se degradan, lo que sugiere que los
compuestos que no son sustratos de la PPO podrian oxidarse también a través
de reacciones acopladas. Por el contrario, el acido p-cumarico aparece como
un inhibidor de la PPO de pera (Rivas y Whitaker, 1973).

Los flavonoles son considerados como los peores substratos de la PPO
(Macheix et al., 1990; Nicolas et al., 1993). Asi mismo, se ha observado que

éstos flavonoles inhiben la oxidacion del acido ascorbico (Robards et al., 1999).
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Dentro del grupo de los compuestos fendlicos, los flavonoides juegan también
un papel importante en el pardeamiento enzimatico. En primer lugar, los
compuestos oxidados de flavonoles pueden disminuir la cantidad de quinonas
resultante de otros compuestos fendlicos como hidroxicinamicos y flavanoles.
En segundo lugar, los pigmentos resultantes de los flavonoles pueden dar lugar
a una amplia gama de valores de L* a* y b* (Robards et al., 1999; Nicolas et al.,
1994).

Estudios previos en diferentes variedades de pera, de diferentes cosechas,
y analizadas con diferente grado de madurez, ponen de manifiesto que las
mayores diferencias en composicion fenélica aparecen debido a la variedad. El
acido 5'-cafeoil-quinico y la (-)-epicatequina fueron los compuestos fendlicos
mayoritarios en siete variedades de pera (sin incluir la variedad Blanquilla) y
fueron ademas los mejores substratos enddgenos de las polifenol oxidasas en
pera (Amiot et al.,, 1995; Richard-Forget y Gauillard, 1997). Asi mismo, los
flavonoles resultaron fuertemente degradados durante la oxidacion, por
reacciones acopladas a la accién de la PPO y por tanto, contribuyeron en gran
medida al desarrollo de pigmentos pardos. La degradacion de los derivados del
acido cindmico es también muy intensa, por lo que la contribucion de los
mismos al pardeamiento puede considerarse también muy sustancial (Amiot et
al., 1995).

Otra perturbacion importante y de la cual no esta exenta la pera, es la
degradacién de los componentes de las paredes celulares. Estos cambios son
la causa del reblandecimiento general, o pérdida de firmeza, observado en
frutos maduros, sobremaduros o dafados. El cambio se debe a la accién
hidrolitica de un grupo de enzimas cuya presencia se incrementa a medida que
avanza su maduracion continuando su actividad en el periodo de senescencia
del fruto. Estas enzimas varian segun la variedad, entre ellas se encuentran la
pectina metilesterasa, la cual al desestirificar las pectinas las prepara para su

hidrdlisis por la galacturonasa o la pectatoliasa.
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Por lo tanto la obtencién de pera minimamente procesada, se centra en dos
objetivos primordiales, el primero la inhibicién del pardeamiento enzimatico y el
segundo la prevencién del ablandamiento en el tejido, aunados al
mantenimiento de la calidad global y de las cualidades del producto. Con este
fin se han encontrado varios estudios que detallan diversas combinaciones de
métodos de conservacion con diferentes grados de efectividad, dependiendo
de la variedad objeto de estudio y de las condiciones de los tipos de

tratamientos ensayados.

Por ejemplo, de la variedad Anjou se previno el pardeamiento, aunque no el
ablandamiento, durante 30 dias a una temperatura de 2 a 5°C, mediante una
inmersién en una disolucion con 1% de &cido ascorbico (AA) mas 1% lactato de
calcio (CaLa). Combinando 0.5% de AA y 1% de Cala con 0.01% de 4
hexilresorcinol (4-HR), durante 2 min de inmersién, se consiguidé extender la
vida media de peras Anjou, Barlett y Bosc durante 30 dias, aunque
sensorialmente se detectaron los residuos de 4HR en las peras tratadas,
ademas de resultar insuficiente para el mantenimiento de la firmeza, tal vez
debido a las condiciones de vacio parcial durante el almacenamiento (Dong et
al.,, 2000). Peras cortadas de las variedades Anjou y Barlett pudieron
mantenerse con buenas propiedades de frescura, sin pardeamiento y sin
aparente deterioracion de la firmeza y del sabor, durante 12-14 dias a 4°C
tratadas con una inmersion por 1 min en una disoluciones de eritorbato sédico
al 4%, CaCl, (0.2%) y 4-HR (50-400 ppm), envasadas en atmdsfera modificada
(14% O, y 3% CO,). Sin embargo, las peras de la var. Bosc pardearon en todas
las mezclas probadas que incluian: a) 1% AA + 0.2% CacCl, (pH 3.3); b) 1.13%
NaAA (ascorbato de sodio) + 0.2% CaCl, (pH 7.7); c) 4% NaE (eritorbato de
sodio) + 0.2% CaCl, ; d) 4% NaE + 5400 ppm 4-HR; e) 4% NaE + 0.2% CacCl,
+ 50-100 ppm 4-HR ; f) 4% NaE + 0.2% cisteina. En todos los casos, se vié que
las muestras con pHs neutros fueron mas efectivas en la prevencion del
pardeamiento (Sapers y Miller, 1998), en coherencia con lo encontrado en
estudios previos (Sapers, 1992; Pointing et al., 1972). Es remarcable que en

estudios con acido ascérbico o ascorbato sédico, la inhibicién del pardeamiento
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en peras Anjou fue sélo efectiva cuando se utiliz6 un medio neutro con
ascorbato sédico. Otras mezclas probadas con efectividad para prevenir el
pardeamiento y la firmeza de peras Anjou, Barlett y Bosc a 5°C durante 14 dias
sin aparente crecimiento de microorganismos, fueron 4-HR (0.001M), &cido
isoascorbico (0.5M), n-acetilcisteina (0.025M) y sorbato de potasio (0.05M)
(Buta y Abbott, 2000).

Gorny et al., (2002 y 1998a) determinaron que diferentes composiciones de
atmosferas modificadas, bajas concentraciones de oxigeno (0.25 o 0.5 kPa)
junto con elevadas concentraciones de diéxido de carbono (5, 10, o 20 kPa), o
altas concentraciones de O, (40, 60, o 80 kPa) no son eficaces para controlar
el pardeamiento ni la pérdida de firmeza de rodajas de pera MP var. Bartlett,
incluso se observo que atmésferas con alto contenido en CO, (>10 kPa)
resultaron acelerar el pardeamiento, la necrosis del tejido y el ablandamiento
del tejido, indicando alta susceptibilidad al CO, semejante al que ocurre en
peras enteras. No obstante el almacenamiento durante 7 dias a 2.5°C de
rodajas de pera de la misma variedad, inmersas en una disolucién de 1%
CaCl,, por algunos minutos y envasadas en 0.5% O,, mostraron una
disminucién en la tasa de produccibn de CO, y de etileno, ademas de

minimizar el pardeamiento y el ablandamiento del tejido (Rosen y Kader, 1989).

Sin embargo, si las rodajas eran inmersas durante 5 min a 20°C en una
disolucion de 4cido ascdrbico (2% plv), lactato de calcio (1% p/v) y cisteina
(0.5% p/v) ajustada a pH 7 y almacenadas durante 10 dias a 0°C con un flujo
(100 mL min_l) de aire humificado, se logra una inhibicién significativa del
pardeamiento y de la pérdida de firmeza, con respecto a rodajas control
(inmersas en agua). Un analisis sensorial al termino del almacenamiento, indico
una alta aceptabilidad de las rodajas por parte de un panel de catadores (82%),

ademas de poseer un sabor agradable (72%) (Gorny et al., 2002).

Soliva-Fortuny et al., (2002a y 2002b) evaluaron los cambios en el color, las

propiedades mecanicas, la estructura, la actividad polifenolasa residual y la
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composicion de los gases en el espacio de cabeza, provocados por diferentes
condiciones de almacenamiento durante 60 o 75 dias a 4°C en pera var.
Conferencia MP. Cubos de pera fueron inmersos en una disolucién de acido
ascorbico (10g/L) y de CacCl;, (5¢/L) durante 1 min, y posteriormente envasados
en bolsas de polietileno de baja y media permeabilidad al O,, conteniendo una
mezcla de gases (90.5% N,, 7%CO, y 2.5% O,) o un solo componente
gaseoso (100% N,). La pérdida de la Iluminosidad, expresada como
pardeamiento, las variaciones en las concentraciones de 0, y de CO,, y la
disminucién de la firmeza resultaron adaptarse a modelos cinéticos de primer
orden, asi mismo, el incremento en la actividad PPO a modelos de orden cero.
Los autores concluyeron que todos los parametros estudiados estan altamente
influenciados por las condiciones iniciales del envasado. Ademas de existir una
correlacion entre la luminosidad, el incremento en la concentracion de CO, y la
actividad PPO. El envasado en N, (100%) con bolsas baja permeabilidad al O,
mantuvo la estructura celular evitando parcialmente el dafio en la membrana y
la acumulacién de exudado en los espacios intracelulares, lo que supuso
cambios no significativos a lo largo del periodo de almacenamiento en la

firmeza y en le color.




Justificacion e Interés del Trabajo

En una escala del 1 al 10, el consumidor actual elige a las frutas y hortalizas
como el alimento perfecto “10”, es decir, los considera como los alimento mas
saludables, seguido de los cereales, el yogur y la pasta. Asi mismo, mas del
60% de los consumidores afirma que intenta incrementar su consumo

(http://lwww.fresh-cut.org).

El presente estudio surge con la inquietud de desarrollar un producto que,
por un lado aporte al mercado de las frutas frescas, en este caso pera, una
alternativa de consumo o la ampliacion de sus canales de comercializacion en
fresco, y por otro lado, permita introducir un nuevo producto al mercado. Por

consiguiente, resulta necesario la aplicacion de metodologias que utilizan los
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alimentos minimamente procesados, ya que sus caracteristicas son altamente

apreciadas por el consumidor.

El cambio en los hébitos de consumo tanto en EE.UU. como en Europa,
ligados a la exigencia de simplificacion de las comidas ante el escaso tiempo
disponible para su preparacion, aunado al cambio en los habitos de la
alimentacién con una tendencia hacia el consumo de alimentos preparados,
semipreparados o listos para el consumo ha potenciado el consumo de
productos minimamente procesados. Todo ello, unido a la general estima de
los productos vegetales frescos como comida sana y saludable, como se ha
mencionado anteriormente, permite concluir que los vegetales minimamente
procesados son alimentos que satisfacen la demanda de los consumidores en
cuanto a conveniencia, debido a que reducen muchas de las etapas tediosas
de preparacion asociadas a los alimentos de origen vegetal y aumentan el
acceso de los consumidores a productos de una calidad méas y uniforme y
consistente. Ademads, su aprovechamiento es total, debido a que los envases

Unicamente contienen producto comestible, sin generacién de residuos.

El consumidor cada dia demanda mas alimentos naturales frescos, ya
preparados, faciles de presentar en la mesa para consumo inmediato, y, sobre
todo, prefiere la presencia exclusiva de ingredientes naturales En Espafa no se
dispone de datos fiables de consumo de productos procesados en fresco,
aunque Artés y Artés, (2000) reflejan ciertas estimaciones aproximadas para el
consumo de productos de marca, que se puede establecer entre 1.5 a 2 kg per
capita en 1999, constituyendo una de las preparaciones alimenticias con mayor

potencial de crecimiento.

Actualmente, existe un incremento en la demanda de frutas minimamente
procesadas por parte de servicios de catering, comidas rapidas, restaurantes,
etc. y de pequefios consumidores, donde el consumo de frutas listas para

comer se ve asociado a una ritmo de vida determinado.
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Se espera que las frutas y hortalizas minimamente procesadas satisfagan
dos requisitos: primero, mantener la apariencia del producto fresco, es decir,
intentar conservar unas caracteristicas semejantes a las del producto intacto, al
que el consumidor consideraba sano y natural; segundo, la vida util del
producto ha de posibilitar su distribucion sin que por ello existan pérdidas
nutricionales importantes. Por limitaciones microbiolégicas, sensoriales y
nutricionales, la vida util de un vegetal minimamente procesado oscila entre 4 y
7 dias y en casos especiales hasta los 21 dias. En cuanto a la calidad nutritiva,
son las pérdidas de acido ascérbico y carotenos los principales factores

limitantes (Ahvenainen, 1996).

La frescura y la conveniencia son los factores que promueven este tipo de
productos en el mercado, ademas de la busqueda de un aumento de la calidad,
el valor y la vida util del producto, asi como la disminucién en las perdidas
postcosecha y el aumento en la eficiencia de la comercializacion (O’Connor et
al., 1994; Ahvenainen, 1996). Este tipo de productos aporta diversas ventajas
hacia el consumidor, entre las que se destacan: (Cantwell, 1992; Artés, 2000;

Jacxsens et al., 1999)

= Reducen el tiempo de preparacion

= Aumentan el acceso a productos mas saludables

= Requieren menor espacio de almacenamiento y son faciles de almacenar

= Proporcionan una calidad mas uniforme y consistente

= Requieren menor manipulacion al estar preparados para su consumo
inmediato

= Proporcionan pocos residuos al ser habitualmente comestibles en su
totalidad y el aprovechamiento es 6ptimo.

= Presentan casi idénticas caracteristicas correspondientes al estado fresco

Sin  embargo, Cantwell et al., (1996) menciona los siguientes

inconvenientes:

= Se producen variaciones en la calidad y en el periodo de vida (til sobre lo
esperado

= Necesitan un estricto control de temperatura

= Exigen estrictos requerimientos higiénicos y sanitarios
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= Requieren de gran calidad del producto, en especial de aroma, sabor y
nutricional

La mayoria de los trabajos encontrados en la bibliografia sobre FMP, se
centran en analizar las condiciones de preparacién y almacenamiento 6ptimas
para el desarrollo de un producto de calidad con un tiempo de vida aceptable,
normalmente con la ayuda de agentes conservadores. Estos estudios son
numerosos en frutas como manzana, pifia, kiwi, mango, melén, fresas, papaya,
naranja y pomelo, entre otros. Solo algunos grupos de investigacion se han
dedicado a un producto como la pera, seguramente por su dificil manipulacién,
asociada a su gran facilidad para el desarrollo de coloraciones pardas

indeseadas.

El presente trabajo tiene como objetivo contribuir al desarrollo de productos
MP, teniendo como materia prima pera var. Blanquilla, a través del estudio de
las condiciones 6ptimas de conservacion en refrigeracion, teniendo en cuenta
las caracteristicas de calidad del producto sin procesamiento como son: color,

textura y evaluacion sensorial, junto con su calidad microbioldgica.
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Efectividad del tratamiento térmico en

el control del pardeamiento enzimatico

La efectividad de métodos combinados para la conservacion y extension de
la vida uatil de productos minimamente procesados ha sido evaluada para
diferentes tipos de alimentos. La eleccion de un método éptimo de factores
combinados es muy dificil debido a la variedad y complejidad de los cambios

bioguimicos y microbiolégicos que se pretende inhibir o controlar.

Estas tecnologias estan atrayendo un considerable interés en los Gltimos
afos, ya que evitan la aplicacién de un sélo factor de conservacion en forma
severa, con la consiguiente mejora en la calidad organoléptica y nutricional del

alimento.



Por otra parte, permiten la formulacién de productos minimamente
procesados, con caracteristicas similares a las del producto fresco, con menos
aditivos y listos para consumir, satisfaciendo las demandas actuales del
consumidor. Para emplear racionalmente nuevas tecnologias multiples y/o
optimizar procesos ya existentes, es necesario conocer el mecanismo de
accion de los factores individuales y sus interacciones sobre los

microorganismos y enzimas del producto en cuestién.

Aungue los tratamientos térmicos son generalmente eficaces en la inhibicién
de reacciones enzimaticas y en la reduccion de los niveles microbianos, éstos
se usan ocasionalmente para la estabilizacion de frutas y hortalizas
minimamente procesadas, debido a sus efectos negativos sobre determinados

parametros de calidad como son aroma, textura y apariencia fresca.

La aplicacion de tratamientos térmicos convenientes, asociados con
impactos negativos bajos, podria ser de gran interés en el desarrollo de frutas y

hortalizas minimamente procesadas al extender su vida (til.

A continuacion, se analizara la efectividad de algunos tratamientos térmicos

sobre la calidad de pera minimamente procesada.
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.1 INTRODUCCION

1.1.1 El escaldado

Como ya se ha mencionado (apartado 4.1.1a Aplicacion de alta
temperatura) el escaldado o blanqueo es una importante operacion unitaria en
el procesado de frutas y hortalizas, siendo desde hace mucho tiempo una
practica comun. El objetivo principal del escaldado es la desnaturalizacion de
enzimas responsables del pardeamiento y de la alteracion de aromas, efectos
que pueden llegar a hacer al producto inaceptable comercialmente. También el
escaldado protege a los alimentos frente al deterioro microbiano durante su
almacenamiento, ya que las formas vegetativas de los microorganismos son
destruidas, en general, a temperaturas mas bajas que la mayoria de las
enzimas. Por ejemplo, el proceso de escaldado a bajas temperaturas en
ensaladas de hoja (lechuga, tipos de escarola, radicchio, etc.) redujo los
recuentos en placa de microorganismos mesdéfilos iniciales tres 6rdenes de
magnitud y de recuentos del género Enterobacteriaceae a <l1ufc/g,
obteniéndose asi, un alimento seguro ademas de la prolongacién de su vida util
(Gartner et al., 1997). Ademas, el escaldado puede ayudar a disminuir la
contaminacién de naturaleza quimica, ocasionada por pesticidas residuales
presentes en frutas y hortalizas. En este sentido, el trabajo realizado por Elkins
et al., (1968) muestra una reduccion de entre el 50% y el 70% de compuestos
como DDT (diclorodifeniltricloroetano) y carbaril, respectivamente, durante el

escaldado comercial de judias verdes.

Algunas de las consecuencias de la aplicacion de la técnica de escaldado
son la pérdida de sdlidos solubles, la desnaturalizacion de enzimas, la
desgasificacion del tejido, la hidrélisis y solubilizacién de polimeros
estructurales como protopectina, ademas de la gelatinizacién del almidon,
dando lugar a un aumento considerable del tamafio de los granulos (Olkku y

Rha, 1978). Por tales motivos, el escaldado puede aplicarse no sélo para evitar
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el pardeamiento enzimatico, sino también, para proporcionar cambios

estructurales al producto que mejoren su calidad textural.

El escaldado tiene aplicacion comercial siempre y cuando no se dafie en
exceso la calidad del producto. Se utiliza principalmente en productos
horticolas para inactivar enzimas que alteran el color de las superficies
cortadas como son la fenilalanina amonioliasa (PAL), la peroxidasa (PDO) y la
polifenol oxidasa (PPO).

La operacion de escaldado, se lleva a cabo cominmente mediante la
inmersion o rociado de los productos vegetales en agua caliente, en soluciones
calientes y/o hirvientes que contienen generalmente acidos, sales (Bolin y
Huxsoll, 1991; Bolin, 1992; Severini et al.,, 2003), o azlcares (Pittia et al.,
1999), mediante la exposicion al vapor (Williams et al., 1986; Howard et al.,
1994) o bien por el uso de microondas durante varios segundos o minutos
(Ramaswamy y Van de Voort, 1990; Ponne et al., 1994; Kidmose y Martens,
1999; Severini et al., 2001).

Ademas de la aplicacion de calor, el control del pardeamiento enzimatico se
logra frecuentemente a través del uso combinado de uno o varios tipos de
agentes antipardeantes (como se ha mencionado en el apartado 4.2 de la
Introduccién). Tal es el caso de agentes quimicos que actian como
acidulantes, siendo el &cido citrico el de mayor aplicacion debido a sus
caracteristicas, expuestas en la Tabla 1.1.2. El &cido citrico es ampliamente
utilizado en la reduccion del pH superficial de frutas minimamente procesadas
(FMP) como naranja (Pao y Petracek, 1997), manzana (Rocha et al., 1998)
melocotén, albaricoque, kiwi (Senesi y Pastine, 1996), aguacate (orantes-
Alvarez et al., 1998) y platanos (Moline et al., 1999).
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Tabla 1.1.2. Caracteristicas del &cido citrico empleado en el control del
pardeamiento de frutas y hortalizas (Adaptado de Whitaker, 1996; McEvily et

al., 1992)
Efecto / Accién Ventajas y Observaciones Dosis usual
Desventajas (pAv)
»Tedricamente la inhibicién
sDescenso del pH »Bajo costo  del pardeamiento enzimati-
: PP s Efecto co puede lograse a pH <2
»Posible efecto ial . 0.5a5%
quelante del Cu™ sensoria »Uso frecuente en combi-
residual nacién con otros agentes o

tratamientos

Frecuentemente se emplean acidulantes en combinacién con otros tipos de
agentes o de tratamientos, ya que es dificil lograr una inhibicion eficaz del
pardeamiento Unicamente a través del control del pH. Ademas, existen
variaciones del efecto inhibitorio de los diferentes 4cidos frente a la PPO. Por
ejemplo, resultados obtenidos por Ponting (1960) mostraron que el acido
malico es més eficaz que el &cido citrico en la prevencidn del pardeamiento en

zumo de manzana.

Aun cuando se ha descrito que el pH 6ptimo para la PPO oscila entre
valores acidos a neutros, en la mayoria las frutas y hortalizas, la actividad
optima de la PPO se ha observado a valores de pH 6.0 a 6.5, mientras que su
actividad se ve reducida por debajo de valores de pH 4.5 (Whitaker, 1994).
Ademas, segun Richarson y Hyslop (1985), se puede lograr una inactivacién
irreversible de la PPO con valores de pH inferiores a 3.0. Por otro lado, otros
autores (Nicolas et al., 1994) encontraron que extractos de PPO de manzana
son bastante tolerantes a la acidez, ya que a un pH alrededor de 3.0

mantuvieron un 40% de su actividad inicial.
1.1.1.1 Cambios que provoca el escaldado en el tejido vegetal
La pared celular es el elemento estructural basico de los tejidos \egetales, y

por lo tanto, juega un papel determinante en el mantenimiento de las

caracteristicas texturales en este tipo de alimentos. Por ello, los cambios que
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se pueden producir en dicha pared, tendran una importancia fundamental en el

ablandamiento de los tejidos vegetales.

El calentamiento de los tejidos a temperaturas de 60-70°C, provoca la
ruptura de las membranas, la descompartimentacion de los componentes
celulares y la degradacion de las pectinas de la lamina media y de la pared
celular, siendo dichos fenémenos méas acusados en frutas y hortalizas de baja
acidez, contribuyendo mas aun a la pérdida de su firmeza (Van Buren, 1986).
Sin embargo, estos calentamientos moderados confieren a algunos productos
vegetales una textura mas firme (Wu y Chang, 1990). Se cree que esta firmeza
inducida por el calor se debe a dafios o lesiones que sufren las membranas
celulares y a un aumento de su permeabilidad. Como consecuencia de estos
dafios en la membrana, se produce: (i) la liberacién de calcio y su difusién de la
lamina media de la pared celular. (ii) la activacion de la pectinmetilesterasa
(PME) y la desesterificacion de las pectinas vy (iii) el establecimiento de puentes
i6nicos entre el calcio (y/o magnesio) y los grupos carboxilicos de las pectinas.
Al incrementarse la actividad de la enzima pectinmetilesterasa (PME)
enddgena, se produce cierta desmetilacion de las pectinas, credndose pectinas
de bajo grado de metilacion o bajo metoxilo, que gelifican formando puentes de
entrecruzamiento en presencia de iones calcio, dando lugar a estructuras mas
firmes y resistentes. Asi, diversas frutas registran mejoras en el mantenimiento
de la textura cuando se escaldan a temperaturas que refuerzan la actividad de
la PME endégena o exdgena, como por ejemplo manzana (Valle-del et al.,
1999; Degraeve et al., 2003) fresas, frambuesas, (Degraeve et al., 2003)

melocotones, (Javeri et al., 1991) y cerezas (Alonso et al., 1995 y 1997).

El almidén, como componente sélido mayoritario de algunas frutas verdes,
también juega un papel relevante en los cambios de textura, cuando éstas son
sometidas a tratamientos térmicos. Durante el calentamiento tiene lugar la
gelatinizacion del almiddn y su retrogradacion y la union, mediante los iones
calcio, de los residuos del acido urdnico de las cadenas de pectinas en las

paredes celulares y en la lamina media (Verlinden et al., 2000)
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Como se ha detallado, la relacién entre la actividad de la PME y la firmeza
es inherentemente compleja (Tijskens et al., 1999), ya que es dependiente de
las condiciones de operacion tiempo-temperatura. En general se puede decir
que durante el escalado y procesado, la actividad PME aumenta la firmeza del
producto final (esterilizado o pasteurizado) (Klein et al., 1995; McFeeters et al.,
1985; Wu y Chang, 1990). Sin embargo, durante el almacenamiento de fruta y
hortalizas enteras escaldadas frescas, la PME parece no afectar a la firmeza
(Awad y Young, 1979; Jen y Robinson, 1984), o bien, es la causante de una

pequefia disminucién (Wiley, 1994).

El mecanismo de mantenimiento de la firmeza debido a la reduccion del
pH, ha sido escasamente estudiado en comparaciéon con el mecanismo de
actuacion del calcio (Stanley et al., 1995). Los datos disponibles indican que el
ablandamiento de los tejidos vegetales es muy rapido en medios neutros y en
medios muy &cidos, encontrandose un minimo de perdida de firmeza y rigidez

en la regién de pH alrededor de 4 (Doesburg, 1961).

Sterling (1968) analizé6 el comportamiento de la textura en zanahorias
cocidas a distintos valores de pH entre 30 y 8.0, concluyendo que la firmeza
del tejido decrece linealmente con el incremento del pH. Observaciones al
microscopio mostraron que a pH’s bajos, las células parenquimaticas se
mantienen unidas y presentan una estructura hermética entre ellas, mientras
que a pH’s altos las células se separan y la estructura se colapsa. Efectos
similares fueron observados en el grado de solubilidad y en la fuerza de geles
de pectina (Sterling, 1968). Van Buren et al. (1988), también encontraron que
el incremento de pH en el rango de 4.0 a 7.0 dio lugar a una disminucién de la
firmeza en guisantes cocidos. Este efecto también puede minimizarse mediante
la adicién de cationes monovalentes, como el sodio, en el agua de coccion,
evitando asi la formacién de pectatos célcicos que confieren rigidez a las

paredes celulares (Primo, 1997).
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1.1.1.2 Cambios que provoca el escaldado en el color

Existen numerosos trabajos donde se estudian los beneficios encontrados
en el mantenimiento o mejora del color original de frutas y hortalizas, como
consecuencia de la aplicacion de tratamientos de escaldado. Asi, Agblor y
Scanlon (2000) encontraron que tratamientos de escaldado con altas
temperaturas y tiempos cortos incrementaron la luminosidad de patatas.
Howard et al., (1994) concluyen que el escaldado con vapor retarda la
decoloracién de zanahorias minimamente procesadas, manteniendo el indice
de blancura, reduciendo la produccién de compuestos fendlicos y la formacién
de lignina, ademas de inactivar a las enzimas PAL y POD. También se ha
estudiado el efecto que produce el escaldado sobre el color, cuando éste es
utilizado como pretratamiento a la deshidratacion osmética. Asi, Moreno et al.,
(2000) no encontraron diferencias en la luminosidad (L*) y tono (hy,*) de fresas
MP, cuando fueron tratadas con vapor 0 microondas utilizado como
pretratamiento a la deshidratacion osmoética. Sin embargo, el croma (Cy*) si
gue disminuy6 significativamente como consecuencia del tratamiento. Krokida
et al., (2000) concluyeron que el pretratamiento de escaldado, en agua o vapor,
mantuvo una alta calidad en el color de patatas durante el secado por aire
caliente, permaneciendo los valores L*, a* y b* constantes o con poca
variacion, con respecto a muestras no tratadas. Por otro lado, de Ancos et al.,
(1999) no encontraron diferencias significativas en el color de varias frutas
(kiwi, papaya y fresa) escaldadas con microondas (475kW durante 30 a 60s)
con respecto al original, consiguiéndose una reduccion enzimatica del 75%.
Kidmose y Martens (1999) concluyen que la aplicacién de una potencia de
microondas de 10kW en rodajas de zanahorias disminuye la pérdida de

carotenos y azUcares, frente al escaldado convencional.

1.1.1.2.1 Evaluacion del color

Varios son los factores responsables de la alteracion del color durante el

procesado de los alimentos. Entre éstos se incluyen los fenédmenos de
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pardeamiento enzimatico y/o no enzimatico, las condiciones de procesado y
almacenamiento como pH, acidez, temperatura y el material del envase
(Ahmed y Shivhare, 2001a y 2001b), entre otros.

El color es posible expresarlo en variables que se corresponden con la
percepcion de la vision del ser humano. Los métodos objetivos méas utilizados
para la medicion del color se basan en la técnica de reflectometria de luz visible
o colorimetria triestimulo, y para ello, se utilizan espectrofotdmetros y
espectrocolorimetros. Estos equipos permiten la obtenciéon de las coordenadas
triestimulo XYZ definidas por la CIE Commision Internationale de I'Eclairage)
en el afio 1931 con el fin de normalizar la medicién del color. La CIE, en el afio
1971, propuso un nuevo espacio cromatico (CIE-L*a*b*) que incluia
coordenadas cilindricas y rectangulares, en un espacio de color uniforme. El
sistema CIE-L*a*b* es empleado frecuentemente como un método versatil y
fiable para evaluar el color de frutas y hortalizas, asi como también los cambios

ocurridos durante su maduracion, procesamiento, almacenamiento, etc.

I.1.1.3 El escaldado y los productos minimamente procesados.

El escaldado es generalmente aplicado como pretratamiento para promover
la calidad de ciertos productos con destino a ser deshidratados por aire caliente
(Maté et al., 1998), por deshidratacién osmética (Moreno et al., 2000), coccion
(Verlinden et al., 2000) o congelacion, y recientemente, se estudia su aplicacién
bajo ciertas condiciones de operacion para productos MP (Mayer-Miebach et
al., 2003a y 2003b; Howard et al., 1994).

Se considera que la aplicacion del escaldado a productos MP causa una
disminucién de la tasa de respiracion, mas no un cese de esta (Barrett y
Theerakulkait, 1995). Por lo tanto, los productos MP escaldados pueden
conservar su calidad y seguridad higiénica durante mayor tiempo, una o dos
semanas de almacenamiento en refrigeracion, o durante uno o dos afios de

almacenamiento en congelacién.
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Uno de los efectos de mayor importancia promovidos durante el escaldado
de productos MP es la salida del aire y de otros gases de los espacios
intercelulares de los tejidos, con lo que se reduce el potencial de los vegetales

a llevar acabo reacciones de oxidacion.

1.2 INTERES Y OBJETIVOS DEL ESTUDIO

Las variables de procesado pH, temperatura y disponibilidad de oxigeno,
son factores determinantes en la velocidad del pardeamiento enziméatico. Por
tal motivo se procedié a formular tratamientos combinados que incluyeran
algunas de estas variables anteriormente mencionadas. Se integraron dos tipos
de tratamientos, basandose su actuacion en las siguientes reflexiones: (i) La
PPO es considerada como una enzima de baja termoestabilidad, a pesar de
gue existen marcadas diferencias segun la especie vegetal de la cual se trate
(Zawistowski et al., 1991), siendo temperaturas superiores a 50°C, junto con un
tiempo adecuado de tratamiento, las que permiten una disminuciéon en su
actividad (Schwimmer, 1981) y a 80°C, su completa destruccion (Vamos-
Vigyazo, 1981). (ii) El pH 6ptimo de actuacion varia con la procedencia de la
enzima y del substrato en una amplia gama. Sin embargo, en la mayoria los
casos, el intervalo de pH éptimo esta comprendido entre 4 y 7. La mayor parte
de los estudios en extractos de PPO de distintas variedades de pera muestra el
pH 6ptimo en 4.3, 5.0, 5.5, 5.6 - 5.9 para las variedades Blanquilla, Bosc, Red,
y d’Anjou, respectivamente (Espin et al., 1997; Siddiq et al., 1993; Smith y
Montgomery, 1985). (iii) El ablandamiento de los tejidos vegetales disminuye
significativamente mediante la reduccién del pH del tejido antes del tratamiento
térmico (Walter et al., 1992). (iv) La inmersidn del producto en agua durante la
operacion de escaldado da lugar a la pérdida de componentes solubles del
producto y a una hidratacion del mismo; en este sentido, la utilizacion de
medios isotonicos supondrd una minimizacion de algunos de estos efectos

(Selman, 1992). (v) Diversos autores (Primo, 1997; Cheftel y Cheftel, 1992)
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mencionan que durante la inmersion de frutas en agua o en soluciones de
sacarosa, después del pelado y corte, se limita el contacto con el oxigeno y la
penetracién del mismo en el tejido. Y por ultimo, (vi) Las células abiertas del
tejido durante el corte experimentan un lavado durante la inmersion de las

enzimas y sustratos responsables del pardeamiento.

El objetivo general de este trabajo es analizar y comparar la efectividad de
los tratamientos térmicos aplicados con vapor y por inmersién en disolucién
acuosa a 87°C en el control del pardeamiento enzimatico de pera minimamente
procesada (MP) var. Blanquilla, previamente tratada con acido citrico.

Para lograr este objetivo general, se establecieron los siguientes objetivos
especificos: (i) Estudio y evaluacion de los cambios registrados en el color de
las muestras por la aplicacion de los tratamientos. (ii) Analisis del efecto de los
tratamientos aplicados en las propiedades mecénicas del tejido. (iii) Estudio de
la estabilidad del color de las muestras tratadas durante el almacenamiento en

refrigeracién y en congelacion.

[.3 MATERIALES Y METODOS

1.3.1 Materia prima

La fruta empleada en todas las experiencias que componen este trabajo fue
pera (Pyrus communis L) variedad Blanquilla procedente de Lleida, Espafia, de
calibre minimo 60 mm y de categoria Extra (segun los Reglamentos (CEE) N°.
487/90 y 888/97). Las peras fueron adquiridas en varios lotes en un
supermercado local, conservandose desde el momento de la compra y hasta
su procesado en una cédmara frigorifica a 4°C (COPELAN, Modelo de AT41/
DKSJ150)
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1.3.2 Obtencién de las muestras

Las peras fueron lavadas con agua clorada (100ppm) durante 5 min y
posteriormente se eliminaron los casquetes superior e inferior de las peras,
correspondientes al pedinculo y a la base. Con ayuda de un pie de rey digital
electrénico y un cuchillo de acero inoxidable, se cortd transversalmente la pera,
obteniéndose tres secciones de 2 cm de altura. Las peras cuyas secciones
mostraron aspectos andmalos, tales como pardeamientos internos, pulpa
anormalmente traslicida o algin otro tipo de desorden fisiolégico, fueron
descartadas. De cada seccidn, se extrajeron cilindros de 2 cm de diametro por

medio de un sacabocados.

Para las determinaciones efectuadas fueron utilizadas 11 peras, de las
cuales se obtuvieron 121 muestras (11 cilindros por pera), de tal forma que fue
posible evaluar el efecto de los diferentes tiempos de exposicién a los
tratamientos aplicados en una misma pera, para facilitar las comparaciones,

realizandose repeticiones de los mismos en diferentes peras.

1.3.3 Soluciones empleadas

Para los tratamientos se emplearon dos tipos de soluciones, denominadas:
solucién | que contenia acido citrico anhidro (PRS Panreac, Barcelona) al 5%
p/p, y la solucién Il que contenia 17°Bx de sacarosa comercial y 0.5% p/p de

acido citrico anhidro (PRS Panreac, Barcelona).

1.3.4 Aplicacién de los tratamientos

Las muestras cilindricas fueron sometidas a dos tratamientos combinados,
denominados vapor (V) e inmersion (1), en tres etapas (1 a 3), segun muestra la
Tabla 1.3.1. En el tratamiento denominado vapor, las muestras fueron
sumergidas en la solucion | a 25°C durante tres minutos y posteriormente,

expuestas a una corriente de vapor saturado, generado por un autoclave
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(Autester Selecta, Modelo 437-G) durante un tiempo maximo de 3 minutos
(Tabla 1.3.1). Para el tratamiento inmersién, las muestras fueron sumergidas en
la solucién 1l a 25°C durante tres minutos y posteriormente en la misma
solucibn a 87°C, manteniendo la temperatura constante en un bafio
termostatado con agitacion (Selecta, Modelo PrecisTerm), utilizando los

tiempos especificados en la Tabla 1.3.1.

Tabla 1.3.1. Esquema de las condiciones de operacidn para cada tratamiento

aplicado.
Tratamiento 1 Pre-inmersion 2 Aplicacion de calor 3 Enfriamiento
Vapor Solucion I* Corriente vapor Solucién | (pH 2.0)
(V) 25°C t=3min t=0, 40,60,120y 180 s 0°C t=3min
Inmersion  Solucion 11** Inmersion en Sol. [l a 87°C  Solucion |l (pH 3.5)
0] 25°C t=3min t=0, 40, 60,120y 180 s 0°C t=3min

(*)Solucion I: acido citrico anhidro purisimo 5% p/p.

(*)Solucion II: sacarosa comercial con 17°Bx y 0.5% p/p de acido citrico.

Tras el tratamiento térmico, las muestras fueron enfriadas en su solucion
correspondiente, a la temperatura de 0°C durante tres minutos.

Una vez sometidas las muestras a los diferentes tratamientos, fueron
analizadas inmediatamente y tras su almacenamiento en refrigeracion a 4°C
durante 24h y después de 1 mes de almacenamiento en congelacion. Las
muestras fueron almacenadas en bolsas de polietileno de alta densidad
(PEHD) con cierre de seguridad suministradas por DeltaLab®.

Las condiciones de congelacién fueron: congelacion hasta —40°C a una
velocidad 2.1°C min™ (congelador DYCOMETAL S.L Modelo ACR-45/87) y
posterior almacenamiento a -18°C. La descongelacién previa al analisis se

realizé en camara a 4°C durante 10h.
1.3.5 Andlisis fisicos
1.3.5.1 Determinacion del color

El color de muestras cilindricas se midi6 por reflexion con un

espectrocolorimetro (Modelo CM-1000 Minolta Camera CO.LTD Japdn), previa
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calibracion, utilizando como sistema de referencia al iluminante D65/observador
10°. A partir del espectro de reflexiébn de las muestras se obtuvieron las
coordenadas rectangulares CIE-L*a*b*, donde L* es la luminosidad (0, negro;
100, blanco), y a* indica la proporcién de componente rojo-verde en el color
medido, para valores positivo y negativo respectivamente y, de forma similar,
b*, para el componente amarillo-azul. A partir de estas coordenadas se
calcularon mediante las ecuaciones I.1 y .2, las coordenadas cilindricas croma
(Cap*), que indica la intensidad o saturacion del color y tono (h,,*), donde 0° (6
360°) indica coloraciones rojo-purpura, 90° amarillas, 180° verdes y 270°
azules (Hutchings, 1999). Asi mismo, se calcul6 la diferencia del color OE*)
entre las muestras tratadas 6 almacenadas con respecto a muestras control,
mediante la ecuacion 1.3.

Las mediciones se realizaron por triplicado sobre una de las superficies

planas de las muestras cilindricas.

Crp=@? +b?) (Ec. 1.1)

h*a =tan™ ( b* / a*) (Ec. 1.2)

DE*=(Ly * - Lo*)? + (8 * -20*)? +(by * -bo*)? (Ec. 1.3)

(1) Valor de muestras tratadas o almacenadas
(0) Valor de muestras control

1.3.5.2 Determinacion de las propiedades mecanicas

Se realizd un ensayo de compresion simple uniaxial, a temperatura
ambiente (22°C) aplicando una deformacion méxima del 80% a las muestras
cilindricas (2 cm diametro y 2 cm de altura), con una velocidad de avance de 1
mm s*. El equipo utilizado fue una prensa universal (Stable Micro Systems
Modelo TA-XT2, Inglaterra) con una célula de carga de 250 N y un émbolo
plano de 75 mm de diametro. Las curvas obtenidas fuerza-distancia, se

transformaron en curvas tension-deformacién de Hencky (Peleg, 1979),
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mediante las ecuaciones 1.4 y |.5 respectivamente. Las mediciones se
realizaron en todos los casos por cuadruplicado.

La tension de compresion S, fue calculada considerando que el volumen de
la muestra permanece constante durante el ensayo (Peleg, 1983), segln la
ecuacion 1.4:

s = F(t) _ F(t)
O 7AW (P x> *h,)

(ho - d (1)) (Ec 1.4)

donde F(t) es la fuerza de la compresién a tiempo t, en N; A(t) es la
superficie de la muestra en contacto con el émbolo de la prensa a tiempo t, en
2 ..
M~y ro es el radio inicial de las muestras, en m
La deformacién se calculé a partir de la ecuacion L.5:
ho

=Ln——
e = A

(Ec. 1.5)

donde ey es la deformacion de Hencky, hy es la altura inicial de las muestras
en mm y d(t) la variaciéon de la altura de la muestra en mm a cada tiempo del

ensayo de compresion.

Los valores s(t) y ey obtenidos fueron representados (Figura 1.3.1), y a partir
de las curvas, se obtuvieron los siguientes parametros mecanicos: el médulo
de deformabilidad o elastico (Ed), correspondiente a la pendiente de la zona
lineal de la curva, como indicador de la rigidez de la muestra; la tension de
fractura 6g), determinada a partir del punto de la curva donde la tension es
maxima y a partir del cual la curva empieza a caer, relacionado con la dureza
de las muestras y con su resistencia a la fractura; la deformacion de fractura
(e4F) relacionada con la capacidad de la muestra para ser deformada antes de
la fractura, que es determinada en el punto de sg; y por dltimo, los limites
lineales de tension (s ) y de deformacion (gy.), que se corresponden con los
puntos finales del primer tramo lineal de la curva que indican la resistencia

limite de la muestra a la deformacién elastica.
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Figura 1.3.1 Curva general del comportamiento de muestras cilindricas de pera
sometidas a una compresion uniaxial con una velocidad de 1 mm s~ (Adaptado
de Chiralt et al., 2001)

1.3.6 Andlisis estadisticos

El andlisis estadistico de los datos se realiz6 a través del andlisis de la
varianza, utilizando un nivel de confianza del 95%, analizando Ila
homogeneidad de las muestras con un test (ANOVA) LSD. Los calculos
correspondientes se efectuaron con el programa estadistico Statgraphics® Plus

en su version 5.1 para Windows.

1.4 RESULTADOS Y DISCUSION

1.4.1 Caracterizacién de la materia prima

Para caracterizar el color y las propiedades mecanicas de la materia prima
se utilizaron los parametros descritos en la Tabla 1.4.1, donde se muestran los
valores medios y desviaciones obtenidas.

El color fue definido por cinco coordenadas (L*, a* b* hgp* y Cypt),

frecuentemente utilizadas en materiales vegetales (Voss, 1992). El color del
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mesocarpio de las peras presenta una luminosidad elevada, alrededor de 70,
donde el blanco ideal viene dado por el valor de 100. La cromaticidad a* es
ligeramente negativa, denotando cierta coloracion verdosa y el tono es superior
a 95° , lo que indica tonalidades amarillo-verdosas. Los valores de b* y de

croma son muy similares debido al pequefio valor de a*.

Tabla I.4.1. Color y propiedades mecanicas de las muestras control

A " X
Parametros Cromaticos

L* a* b* Can* hap*
70.3x1.5 -1.4£0.2 11.4£0.9 11.5+0.9 97.00.9

L o - Y
Parametros Mecanicos

s, (kPa) €HL sk (kPa) €HE Ed (kPa)

46+3 0.08+0.03 51+3 0.09+0.03 644+233

x media de siete determinaciones
y media de cuatro determinaciones

En cuanto a las propiedades mecanicas, éstas tienen siempre como
finalidad estimar o evaluar la magnitud de algin aspecto relacionado con la
textura de los alimentos. En la determinacidn de la textura, uno de los puntos
importantes es determinar como y cuando se rompe el alimento (Bourne,
1975). En frutas, la firmeza y dureza son los indicadores més importantes de
calidad (Dewolf, 1999). La dureza es la méaxima fuerza producida en la
compresion de las muestras antes de la fractura. A partir del analisis de las
curvas fuerza-distancia de un ensayo de compresion, se pueden obtener
parametros relacionados con las sensaciones percibidas durante la masticacion
(Rizviy Tong, 1997). En las curvas registradas de la compresion uniaxial de las
muestras, la fuerza maxima registrada fue de 15+2 N para la materia prima
(Anexo |, Figura AlL1l.1). La materia prima mostr6 una conducta muy
reproducible a la compresién mecanica, registrandose desviaciones en los
parametros relativamente bajas (Tabla 1.4.1). Al comparar los valores de los
parametros mecénicos obtenidos para pera var. Blanquilla con otras frutas

encontradas en la bibliografia, se pone de manifiesto la mayor dureza y rigidez
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de esta fruta frente, por ejemplo, al kiwi y mango, con valores de tension de
fractura y modulo de rigidez de 31kPa y 200 kPa para el kiwi y 20-40kPa y 10-
300 kPa para el mango, respectivamente (Chiralt et al., 2001). De igual forma,
las deformaciones de fractura para estas frutas son bastante superiores
(alrededor de 0.2-0.6) a la de la pera, que rompe a deformaciones cercanas al
1%.

Las figuras Al.2 y AL.3 del anexo muestran las curvas tension-deformacion
de la materia prima y de las muestras tratadas por vapor e inmersion,
respectivamente. Ambos graficos muestran, en la curva correspondiente a la
muestra fresca, el comportamiento tipico observado en frutas sometidas a un
ensayo de compresiodn, con un primer tramo lineal y un punto maximo donde
tiene lugar la fractura. La aplicacién de los tratamientos da lugar a un descenso
en las relaciones esfuezo-deformacién, mostrando el ablandamiento del tejido

producido por la perdida de turgencia celular.

1.4.2 Efecto del escaldado en las muestras

1.4.2.1 Cambios en el color

Existen numerosos trabajos en la bibliografia que analizan los cambios
producidos en los parametros L* y a* para evaluar el pardeamiento en tejidos
vegetales con mesocarpio blancoluminoso como son manzana, pera, patata y
meldn, entre otros (Burda et al., 1990; Sapers et al., 1990; Goupy et al., 1995).
Rocha et al.,, (1998); Rocha y Morais (2003). Sapers y Douglas (1987)
recomiendan el empleo de estos parametros para evaluar el pardeamiento

enziméatico en rodajas de manzana.

Para analizar como afectan los tratamientos al color de las muestras, en las
Figuras 1.4.1 y 1.4.2 se han representado los valores obtenidos para cada una
durante los tratamientos de inmersién y vapor en los planos cromaticos b* vs.
a* y L* vs. a*. Se puede observar que ambos tratamientos provocaron

alteraciones de color similares en las muestras, donde un mayor tiempo de
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exposicion al tratamiento térmico dio lugar a un mayor descenso en la
luminosidad L* y coloraciones mas amarillentas, menos verdosas (mayor a*).
Este desarrollo de la coloracion fue mas acusada a tiempos largos de
tratamiento, ya que a tiempos menores de 40s no se observaron diferencias
significativas entre las muestras, para ambos tipos de tratamiento. La caida
acusada en los valores de L* a medida que se incrementa el tiempo de
exposicién resultdé ser de caracter significativo para ambos tratamientos,
pasando de valores iniciales (t=0s) 68.6+1.1 y 69.3t1.4, a valores finales
(t=180s) 60.5+2.2 y 56.9+2.3 para los tratamientos de V e |, respectivamente.
Dado que la coordenada L* cuantifica la luminosidad, el descenso de este
pardmetro puede tomarse como un indicador del grado de oscurecimiento de
las muestras, y por tanto, como una medida del avance del pardeamiento
(Labuza et al., 1990). No obstante, también este descenso esta relacionado
con el desarrollo de translucidez en las muestras, como resultado de la pérdida
de gas provocada por el escaldado (Selman, 1992; Chiralt, 2002). Otros
autores (Chafer et al., 2003), también sefialaron un descenso en la luminosidad
de pera var. Blanquilla, al aplicar un tratamiento de escaldado con vapor

durante 1 min como pretratamiento a la deshidratacion osmética.

La coordenada a* también es adecuada para evaluar el pardeamiento
(Castafier et al., 1996), por evaluar el cambio verde-rojo. En las Figuras 1.4.4y
[.4.5 se observa como a* tiende a aumentar con el tiempo de tratamiento,
partiendo de valores negativos para las muestras con tratamiento de pre-
inmersion pero no tratadas térmicamente (t=0s) hasta alcanzar el valor maximo
positivo ¢ 1.0) en las muestras escaldadas 180s. Los valores tomados por a*
indican la evolucién del tono desde un amarillo-verdoso a mas amarillo, lo cual
puede estar relacionado, en parte, con el efecto desgasificante del tratamiento

térmico y su influencia en los valores de reflectancia.
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Figura 1.4.1 Representacion de las coordenadas cromaticas b* vs. a* (a) y L*
vs. a* (b) de las muestras escaldadas por inmersion, a los diferentes tiempos

de tratamiento.
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Figura 1.4.2 Representacion de las coordenadas cromaticas b* vs. a* (a) y L*
vs. a* (b) de las muestras escaldadas con vapor, a los diferentes tiempos de
tratamiento.

La variacion del pardmetro b* no fue tan marcada como en el caso del
parametro cromatico a*, registrandose una ligera disminucién con el tiempo de
tratamiento. Asi, para el tratamiento vapor, la variacion del pardmetro b* con el
tiempo de tratamiento no resulté significativa, tomando valores medios de
12.4+1.3 para el tiempo Os y un valor de 11.1+1.1 para 180s. Sin embargo, en
el tratamiento de inmersidn, la disminucién fue significativa, desde valores de

12.3+0.8 a Os hasta 9.1+1.2 a 180s.

La Figura 1.4.3 ilustra como influye el tipo y el tiempo de tratamiento, en la
variacion de las coordenadas cilindricas croma (Cyp*) y tono (hap*), asi como en
la diferencia de color (DE*) con respecto a la muestras fresca. Se puede
observar como disminuyen los valores de hy* a medida que avanza el tiempo
de tratamiento, en coherencia con la aparicién de tonalidades mas amarillentas.
Para el tratamiento V, dicha disminucién fue significativa a partir de 120s de
tratamiento (Tabla AlL1l, del Anexo 1). Para el tratamiento |, los cambios

significativos se dan a tiempos menores (t=60s).

Los valores de C,,* cambiaron muy ligeramente, tendiendo hacia colores un

poco menos puros o saturados (DCg*<0) cuando aumenta el tiempo de

exposicion. Para el tratamiento V, no se registraron diferencias significativas a
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lo largo del tiempo de tratamiento. En el tratamiento |, se observaron cambios
en el croma mas acusados y con efecto significativo del tiempo de tratamiento
(Anexo |, Tablas IA.1.1 y IA.1.2). Diversos trabajos encontrados en la
bibliografia, muestran observaciones similares en productos vegetales como
consecuencia del tratamiento térmico en kiwi (Maskan, 2001), puré de platano

(Palou et al., 1999) y pasta de tomate (Barreiro et al., 1997).

-V—Dhab* EJi-phab*
-V-D Cab*| [I-DCab*|

13 A

10 A

20s

Figura 1.4.3 Cambios en tono, pureza y diferencia de color ocasionados en las
muestras por los tratamientos con vapor e inmersion a diferentes tiempos de
exposicion.

Uno de los mejores pardmetros para dscribir la variacion del color es la
diferencia de color (DE*), ya que refleja el cambio total en todos los parametros
L*, a* y b* (Ec.1.3). Como se muestra en la Figura 1.4.3, la diferencia de color
entre las muestras tratadas y las muestras control aumenta significativamente
con el tiempo de exposicién, para ambos tratamientos (Tablas ALl y Al.2, del
Anexo [). Dado que DE* es >1, en la mayoria de los casos, los cambios
ocurridos fueron perceptibles visualmente (Moreno et al., 2000). Para ambos
tratamientos, se obtuvo una diferencia maxima de color a 180s de exposicion,
registrando valores de 9.9+0.5 para V y 13.6+0.6 para |. Las menores DE* se
producen con tiempos de exposicidn cortos (t< 40s) en el caso de inmersién, y

menores de 120s, en el tratamiento con vapor.
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Al aplicar a los diferentes parametros de color un ANOVA multifactor
(tiempo y tipo de tratamiento) se observaron diferencias significativas no sélo
debidas al tiempo (ya comentadas anteriormente) sino también debidas al tipo
de tratamiento, detectdndose interacciones significativas tipo tratamiento-
tiempo (Tabla Al.3, del Anexo 1), lo cual es coherente con lo comentado acerca
del mayor impacto en el color del tratamiento de inmersion. Por consiguiente, el
efecto del tiempo en las coordenadas se analiz6 en términos cinéticos de forma

independiente para cada tratamiento.

Diversos autores confirman que el uso del escaldado por inmersion es
mucho mas agresivo, ya que ocasiona una mayor pérdida de constituyentes del
tejido vegetal, tales como vitamina C en guisantes y espinacas, carotenos en
pimientos y zanahorias y sustancias pecticas en patatas (Selman, 1992), junto
con efectos de coccién, desarrollo de reacciones de pardeamiento no
enzimético resultantes del contacto directo de las muestras con la solucion a
temperatura elevada (Ashie et al.,1996), penetracibn de solucién por
capilaridad cerca de la superficie de la muestra y desgasificacién del tejido
(Chiralt, 2002).

1.4.2.1.1 Cinética de los cambios de color

La mayoria de las transformaciones de los pigmentos vegetales en el tejido
vegetal, durante la aplicacion de tratamientos térmicos, son generalmente
ajustables a cinéticas de primer orden (Hutchings, 1999). Para determinar la
velocidad de los cambios en el color debido al tiempo de exposiciéon a los
tratamientos térmicos de vapor e inmersion, se ajustaron los datos a un modelo

de primer orden definido por la ecuacién 1.6

In(C/C ) = +K, ¢, (Ec. 1.6)

donde C es el parametro a evaluar, Cy es el valor inicial correspondiente, K;

es la constante de velocidad del cambio (s'l) para cada parametro,  es el
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tiempo de exposicién al tratamiento (s), y los signos positivo/negativo indican la

formacién o degradacion de la variable estudiada.

En el presente estudio, las variaciones de L* y de hy* con el tiempo de
tratamiento fueron ajustadas al modelo cinético de primer orden mencionado
anteriormente, ya que fueron las variables en las que se registraron los
cambios mas importantes. Ibarz et al., (1999) y Lozano y |barz (1997) aplicaron
el mismo modelo para la pérdida de L* en purés de pera, manzana, melocoton
y ciruela tratados térmicamente. Los valores de los parametros cinéticos
obtenidos de este ajuste se muestran en la Tabla 1.4.2, siendo significativos a
un nivel de confianza del 95%. Como se puede observar, existen diferencias
significativas entre las constantes cinéticas que definen el cambio en los
parametros L* y hyp*, siendo los valores significativamente méas altos en el caso

del cambio de L* y hyy* para los tratamientos de inmersion.

Tabla1.4.2 Constantes cinéticas y coeficientes de correlacion encc;(n\}rados para
el modelo de primer orden para los parametros de color ™.

Tratamiento Parametro K (10%s™ R?
Inmersion L« -6.8+0.6 2 0.9230
Vapor -14.1+1.4° 0.9601
Inmersioén -4.7+0.7 2 0.9740
Vapor hav™ -3.0¢0.2° 0.9512

x media de tres determinaciones
y letras diferentes expresan diferencias significativas (p< 0.05)

La Figura 1.4.4 muestra los puntos experimentales junto con el ajuste
realizado, utilizando las constantes cinéticas de la Tabla 14.2, donde queda
reflejado la bondad de los ajustes. El tratamiento de inmersion presentd las
velocidades de pérdida de L*, mas altas coherentemente con lo comentado
anteriormente acerca del mayor efecto del tratamiento de inmersién. Esto
puede explicarse por el mayor incremento en translucidez provocado por el
tratamiento de inmersion en medio liquido. En este como ademéas de la

desgasificacion inducida por la expansion térmica del gas intercelular, se
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produce la entrada capilar del liquido externo en el tejido. Esto comporta una
mayor homogeneidad del indice de refraccion en la zona externa del tejido,
aumentando la trasparencia de la misma y la disminucion de la reflexién lo que

tiene mayor impacto sobre la coordenada L*.

Con lo que respecta a hy* se tiene que ambos tratamientos comportaron un
cambio de tonalidades amarillo-verdosas a amarillas (=90°). El tratamiento
inmersién presento mayores velocidades de cambio, lo que indujo a un mayor y

rapido amarilleo de las muestras.

(@) 0 20 40 60 8 100 120 140 160 180
0.00

tiempo (s)

-0.05

-0.10 4

-0.15 4

In (L*/L%)

-0.20 1

-0.25 1

-0.30 -

(b) 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

T T T T T 1

0011 tiempo (s)
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In (hay*/hap”o)
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-0.13 A

-0.15 -

Figura 1.4.4 Ajuste del modelo cinético de primer orden de los parametros L*
(@) y hyp* (b), para los tratamientos de vapor e inmersion, I-0d (|); V-0d (®).
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1.4.2.2 Cambios en los parametros mecanicos

En muchos casos, cuando se estudian cambios en la textura durante el
ablandamiento del tejido vegetal, se utiliza s6lo un parametro mecanico. A
menudo dicha propiedad se basa en la fuerza maxima, obtenida mediante un
ensayo de compresién relacionado con la dureza del producto (Huang y
Bourne, 1983). Se puede decir que, en general, la respuesta del tejido vegetal
a la compresién mecéanica muestra un patron tipico (Figura 1.3.1) dado por una
relacion de tension-deformacion, que es lineal al inicio (respuesta elastica)
hasta un nivel de la deformacién critico y que presenta desviacion de la
linealidad y cambio brusco cuando en el material comienzan los fenémenos de
ruptura. Los valores de tension (sg) y deformacion (eye) obtenidos en el ensayo
en el punto maximo o de fractura dependen principalmente del turgor de los
tejidos y de la forma de fractura durante compresion (Chiralt et al., 2001).
Numerosos autores han utilizado los parametros mecanicos tension (sg),
deformacion (g4¢) y modulo de deformabilidad (Ed) para analizar los efectos
producidos por los tratamientos de escaldado (vapor, agua y/o microondas) en
frutas y hortalizas como patatas (Verlinden et al., 2000; Maté et al., 1998),
espérragos (Rodriguez-Arcos et al., 2002) y manzanas (Lurie y Nussinovitch,

1996), entre muchas otras.

Las Figuras Al.2 y AlL.3, del Anexo | muestran las curvas tipicas tension-
deformacién para cada tiempo y tipo de tratamiento. Se puede observar la
influencia del tiempo de tratamiento sobre las curvas, que tienden a ser mas
planas y con menor extension de la parte lineal inicial. Esto esta relacionado
con tensiones fractura cada vez menores, que aparecen a mayores
deformaciones y con una disminucion en el pardmetro Ed. Por otro lado,
también se pueden observar diferencias importantes en el comportamiento
mecanico de las muestras escaldadas por V o | frente a las no escaldadas.

Dichas observaciones concuerdan con las mostradas por Verlinden et al.,
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(2000 y 1996), los cuales concluyen que el escaldado de los tejidos vegetales
provoca una pérdida en la tensidon de turgencia y rigidez de los tejidos,

mostrandose mas flexibles y de facil manejo mecanico.

Estos resultados se han reflejado cuantitativamente en las Tablas 1.4.3 y
I.4.4, que muestran los valores de los parametros mecanicos a cada tiempo de
tratamiento, para el escaldado por vapor e inmersidn, respectivamente. En
estas Tablas (1.4.3 y 1.4.4) se observa que debido a la aplicacion de los
tratamientos térmicos (V o 1) se produce una pérdida de la firmeza y rigidez y
las muestras se vuelven mas largas, es decir, fracturan a deformaciones
mayores. Estas tendencias se acentlian con el incremento del tiempo de
exposicion de las muestras al tratamiento térmico. Es decir, a medida que
aumenta el tiempo de tratamiento, las muestras se vuelven significativamente
menos firmes (menor sg), menos rigidas (menor Ed) y mas largas (mayor e4r)
con respecto a las muestras no escaldadas. Aguilera y Stanley (1990) afirman
que un calentamiento superior a 50°C provoca la pérdida de turgencia en el
tejido, como consecuencia del dafio producido en las membranas celulares y
alteracion de los mecanismos de transporte de agua. Verlinden et al., (2000)
también obtuvieron similares resultados al escaldar patatas en agua,
observandose una disminucién en la firmeza y en la fuerza maxima en

comparacion con muestras no escaldadas.

Tabla 1.4.3 Efecto del tratamiento con Vapor en las propiedades mecanicas™"

Tratamiento s, (kPa) BHL se (kPa) & Ed (kPa)
V-0s 30+1% 0.064+0.01 35+4% 0.083+0.006° 560+20°
V-40s 26+1% 0.066+0.01 28+2° 0.090+0.029%° 476+21°%
V-60s 22+1°  0.070+0.01 25+2° 0.098+0.005% 345+62°
V-120s 18+3° 0.073+0.01 20+3° 0.115+0.018%°  253+68™
V-180s 13+1% 0.086+0.01 18+3° 0.183+0.045° 172 +28°
ANOVA p 0.0006 0.1890 0.0003 0.0267 0.0014

x la media de cuatro determinaciones + derivacion estandar
y letras diferentes expresan una diferencia significativa entre las muestras al nivel de 0.05

108



Capitulo | Tratamientos térmicos

Tabla 1.4.4 Efecto del tratamiento con !(Qmersic')n en las propiedades
mecanicas

Tratamiento s, (kPa) 8HL se (kPa) 8 Ed (kPa)
I-0s 37+5% 0.069+0.022 39+3° 0.083+0.023% 502+ 61°
-40s 31+6% 0.074+0.020 34+6* 0.098+0.006% 330 +40°
I-60s 21+3°  0087+0013 22+1° 0.106+0.001® 289+ 19"
I-120s 15+1" 0.088+0.029 16+2° 0.138+0.004° 133+38°
I-180s 12+3°  0119+0.026 13+3° 0.162+0.007° 110x73°
ANOVA p 0.0049 0.0549 0.0024 0.0040 0.0003

x la media de cuatro determinaciones + derivacion estandar
y letras diferentes expresan una dif erencia significativa entre las muestras al nivel de 0.05

Asi, para muestras escaldadas 180s, se produjo una disminucién en sgy en
Ed con respecto a las muestras 0s del 56 y 69% para V y 68 y 78% para |,
respectivamente. La inmersién en la solucion antipardeante correspondiente
también supuso variaciones con respecto a la muestra recién cortada en las

propiedades mecanicas.

El ANOVA multifactor revelé que la interaccién doble tipo de tratamiento-
tiempo no resulté significativa en ninguno de los casos (Tabla Al.4, del Anexo
I). En cambio, el factor tiempo de exposicion resulto significativo para todos los
pardmetros mecénicos. El factor tipo de tratamiento (V o |) fue significativo sélo
en el parametro Ed, donde las muestras escaldadas con el tratamiento V
presentaron los mayores valores. Es por tanto el escaldado con vapor el que
parece preservar una mejor turgencia celular y por tanto, la textura del tejido

vegetal.

Resumiendo, se puede decir que los tratamientos térmicos V e | analizados
en este trabajo dieron lugar a cambios indeseables en las propiedades
mecanicas de las muestras, en concordancia con lo registrado por numerosos
autores. Dichos cambios son responsables de cambios en la calidad del tejido
vegetal, particularmente en la textura (Reeve, 1970; Lee et al., 1979). Estos

cambios estan probablemente asociados con: (i) perdida de la turgencia celular
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resultante de la degradacion térmica de las membranas celulares, (ii)
separacion de las células debido al adelgazamiento o a la degradacion de la
lamina media de las paredes celulares, (iii) expulsion del aire de los tejidos, ya
que el aire que se expande debido al tratamiento térmico desde los espacios
intracelulares hacia el exterior, puede causar también dafios celulares (Bourne,
1987; Aguilera y Stanley, 1990).

1.4.2.2.1 Cinética de cambios de las propiedades mecénicas

La alteracién de la textura del tejido vegetal, durante la aplicacién de
tratamientos térmicos, son generalmente ajustables a cinéticas de primer orden
(Shin y Bhowmik, 1995). Al igual que en el color, la evolucién de los parametros
mecdanicos con el tiempo de tratamiento se ajusté a un modelo cinético de
primer orden (Ec. 1.6). En las Figuras 1.4.5 — 1.4.7 se puede observar el ajuste
de los datos experimentales, obteniéndose valores aceptables de R® de 0.9277
hasta 0.9881 (Tabla 1.4.5). El analisis estadistico de los valores de K reveld
que, las cinéticas de pérdida de rigidez (Ed) y de firmeza (sg) fueron
significativamente diferentes dependiendo del tipo de tratamiento utilizado
(Tabla 1.4.5). Asi, los valores fueron menores en el tratamiento V,
probablemente por el menor dafio en la pared celular. Esto es atribuible por un
lado, a los mayores valores de los coeficientes de transferencia de calor en
fase liquida, lo que llevaria a un mayor calentamiento de la muestra en el
tratamiento . Por otro lado, el medio acuoso puede solubilizar y contribuir a la
degradacion de compuestos de la pared celular, tales como substancias

pécticas.
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Figura 1.4.5 Cinéticas de cambio de la deformacién de fractura (gg), en los
tratamientos con vapor e inmersion, |(l) V(®).
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Figura 1.4.6 Cinéticas de cambio de la tension de fractura (syg), en los
tratamientos con vapor e inmersion, |(H) V(®).
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Figura 1.4.7 Cinéticas de cambio del modulo de la deformacion (Ed), en los
tratamientos con vapor e inmersion, |(H) V(®).
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Tabla 1.4.5 Constantes cinéticas y coeficientes de correlacién enconxtryados para
el modelo de primer orden para los parametros mecéanicos ™.

Tratamiento  Parametro K (10%s™) R?
Vapor 4.2+0.6° 0.9301
Inmersion N 3.9+0.8° 0.9881
Vapor -3.6+0.6° 0.9549
Inmersién SF -6.4+1.4"° 0.9277
Vapor -6.7+0.3° 0.9765
Inmersién Ed -8.8+1.5" 0.9540

x media de cuatro determinaciones
y letras diferentes expresan una diferencia significativa al 95%

1.4.3 Cambios producidos en el color debido al almacenamiento

1.4.3.1 Refrigeracion

La Figura 1.4.8 muestra los cambios registrados en los parametros de color
de muestras tratadas como consecuencia de su almacenamiento en
refrigeracién durante 24h a 4°C. H almacenamiento en refrigeracién provocé
un ligero aumento del croma y una disminucién del tono y luminosidad de las
muestras, induciendo el avance del pardeamiento como consecuencia de la

insuficiente inactivacién enzimatica lograda con los tratamientos aplicados.

No se encontraron diferencias significativas en los parametros de color de
las muestras tratadas a los diferentes tiempos mediante el tratamiento V, y en
el escaldado por inmersién sélo a tiempos superiores a 120s, seguramente
debido al mayor dafio producido en el tejido vegetal (Anexo |, Tablas IA.1.5 y
IA.1.6).

El tipo de tratamiento utilizado no influyé marcadamente en los resultados
obtenidos, aunque las muestras escaldadas por inmersion presentaron los

tonos mas pardos, seguramente debido a la mayor severidad de este
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tratamiento que puede estar potenciando una mayor descompartimentacion

celular y el contacto enzima-substrato.

El menor cambio con respecto a las muestras control se registrd en
muestras no tratadas térmicamente, es decir, V-Os e I-Os, para los parametros
L*, a*, hyp* y DE*, aunque las diferencias con el resto de muestras no fueron
significativas. Esto sugiere que, en cierta medida, el pretratamiento de
inmersidn, sin escaldado posterior, consigue disminuir la actividad de la PPO
durante el almacenamiento en refrigeracion al limitar el contacto con el oxigeno
del aire y la penetracion del mismo en los tejidos, producir cierta solubilizacién
y lixiviacién del contenido celular expuesto como consecuencia del corte, y
provocar los menores dafios en el tejido vegetal. Ademas, d bajo pH utilizado
en la solucion (mediante la adicion de acido citrico) también puede estar

contribuyendo a reducir el pardeamiento enzimatico (lbarz et al., 1997).

35 - -V—Dhab* HI—D hab* -|V—DCab* '_'I—D Cab*

25 1

15 A

-15 A

-25 4
35 -V-DE*|:||-DE*-V-DL*|_||-DL*|

Figura 1.4.8 Cambios en el tono, pureza, diferencia de color y luminosidad de
muestras escaldadas durante su almacenamiento en refrigeracion.

1.4.3.2 Congelacion

A temperaturas de congelacion la actividad de la PPO se ve disminuida,

pero la descompartimentacion celular producida durante la congelacion-
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descongelacion del tejido, puede favorecer la actividad enzimatica en el tejido
descongelado (Cheftel y Cheftel, 1992).

La Figura 1.4.9 muestra la evolucién de los pardmetros de color de muestras
tratadas por V e | congeladas-descongeladas. Se puede observar que los
cambios producidos por la congelacién presentan la misma tendencia que los
producidos por la refrigeracion (Figura 1.4.8), pero son mas acusados (Anexo |,
Tablas I1A.1.7 y IA.1.8).

En todos los casos, las variaciones en el color fueron significativamente
menores que los que presenta la muestra sin tratamiento al ser congelada-
descongelada, lo cual s6lo es explicado por el cierto grado de inactivacion
conseguido en la enzima mediante la aplicacién de los tratamientos. De hecho
los cambios son menores a medida que aumenta la severidad del tratamiento

térmico, en coherencia con la mayor proporcién de inactivaciéon de la enzima.

35 - — IV hab* [0 1D hab VD Cab* B[ 1D Cab+]

25 1

15 -

-15 4

-25
.35 4 B v-oe- = ioe Bl v L [ip L)

Figura 1.4.9 Cambios en luminosidad, tono, pureza, diferencia de color y
luminosidad de muestras escaldadas durante su congelacién-descongelacion.
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1.5 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

A partir del andlisis de los resultados anteriores se han llegado a las

siguientes conclusiones:

0) Los tratamientos de escaldado por vapor e inmersién provocaron
cambios significativos en las muestras tanto en el comportamiento mecéanico
como en el color, sobretodo cuando los tiempos de tratamiento fueron
superiores a 120 s.

(i) Debido a los tratamientos aplicados, las muestras se volvieron
significativamente menos firmes, menos rigidas y mas largas, cambios
explicados por la pérdida de turgor celular, la salida y expansién de gases
intracelulares y cambios en la estructura y composicion de la pared celular. En
cuanto al color, las muestras presentaron una menor luminosidad L* y
coloraciones mas amarillentas.

(iii) Al comparar los dos tratamientos de escaldado (V e 1), se observé que
el escaldado por inmersién provocé mayores pérdidas de calidad de las
muestras, en cuanto a color y textura, tanto mas cuanto mayor fue el tiempo de
tratamiento.

(iv) La variacion de los parametros mecanicos y de color con el tiempo de
tratamiento sigui6é una cinética de primer orden. La velocidad de cambio de los
parametros estudiados fue mayor en el escaldado por inmersion,
considerandose por tanto el tratamiento mas severo.

v) El andlisis del color de las muestras escaldadas y almacenadas en
refrigeracién y congelacion, reflejé unas tendencias de cambio similares a las
provocadas por los tratamientos térmicos, incluso en las muestras sometidas a
los mayores tiempos de tratamiento térmico, debido probablemente a una
incompleta inactivacion de la PPO.

(vi) En refrigeracion, las muestras que mejor mantuvieron el color fueron
las sometidas al tratamiento de pre-inmersidn con solucién de sacarosa y acido

citrico sin escaldado posterior. En cambio, las muestras escaldadas
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presentaron las menores variaciones de color tras su congelacién-
descongelacion, coherentemente con una mayor inactivacion de la enzima.

(vii) Resumiendo, los tratamientos aplicados de pre-inmersion y escaldado
provocaron perdidas de calidad en la apariencia y textura de la fruta tratada.
Sin embargo, son recomendables en el caso de que se pretenda almacenar la
fruta cortada en congelacion, al minimizarse los cambios indeseables que se

producen en estos tejidos.
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Tabla Al.1 Variacién de color con diferentes tiempos de vapor><Y

Tratamiento DL* Da* Db* Dhap* DCap* DE*
V-0s -1.9+02% 01+0.1% 09+05 -0.1+05% 0.9+05% 3.1+0.42
V-40s  -2.7+09%® 0.1+0.2% 0.2+05 -0.4+03* 0.2+04" 3.8+08%
V-60s -3.6+0.6> 0.2+02® 02+03 -05+05* 0.2+0.2° 46+05"
V-120s -4.0+0.7° 0.2+0.2° 0.2+06 -0.6+02* 0.2+0.3" 4.0+06%
V-180s -9.6+1.7% 1.0+0.3° -04+0.7 -48+02"-04+04" 99+05°
ANOVAp 0.0001 0.0000 0.1446 0.0000 0.0223 0.0001

x la media de siete determinaciones + derivacion estandar
y letras diferentes expresan una diferencia significativa entre las muestras al nivel de 0.05
DJ = J; - Jo ; Jo: muestra control; J:: después del tratamiento de Vapor.

. .. . . . o XY
Tabla Al.2 Variacion de color con diferentes tiempos de inmersion

Tratamiento  DL* Da* Db* Dhap* DCap* DE*

-0s -08+09% -02+01% 09+09 2 16+09% 09+09% 19+0.72
I-40s  -4.3+0.4° 0.0+0.1°-03+08° 0.3+09% -03+0.7° 4.4+0.3"°
I-60s  -10.0+0.7° 0.7+0.1°-0.7+0.2% -21+05° -0.7+0.2% 10.3+0.9°
I-120s  -12.6+1.0% 0.8+0.1°-1.1+0.4" -3.7+0.8° -1.2+0.4 ¢ 12.8+0.9¢

I-180s -13.3+05% 1.0+0.1% -23+09 ¢ -43+06° -23+09 ¢ 13.6+0.5¢
ANOVAR 0.000 0.000 0.0098 0.0001 0.0004 0.000

x la media de siete determinaciones * derivacion estandar
y letras diferentes expresan una diferencia significativa entre las muestras al nivel de 0.05

DJ =J; - Jo ; Jo: muestras control; J.: después del tratamiento de Inmersion.

Tabla Al.3 Andlisis multifactorial para los parametros de color, considerando
los factores tiempo de tratamiento (0-180s) y el tipo de tratamiento (V 6 1)

Pardmetro  Factor Tiempo Factor Tratamiento Interaccion
L* 0.0000 0.0000 0.0000
a*x 0.0000 0.0000 0.0000
b* 0.0005 0.0011 0.0811
hap* 0.0000 0.1298 0.0000
Ca* 0.0000 0.0000 0.0058

DE* 0.0000 0.0000 0.0000
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Tabla Al.4 Andlisis multifactorial para los parametros mecénicos, considerando
los factores tiempo de tratamiento (0-180s) y el tipo de tratamiento (V 6 I)

Parametro  Factor Tiempo Factor Tratamiento Interaccioén
SE 0.0000 0.6231 0.0582
ene 0.0002 0.6471 0.5057
Ed 0.0000 0.0005 0.4137

Tabla Al.5 Cambios de color de las muestras tratadas con vapor después de
24h en refrigeracion™”

Tratamiento ?L* ?a* ?b* ?hap* ?Cab* ?2E*
MP -12.6+x1.4 2.0+£0.0 4.2+0.6 -9.1+0.7 4.1+0.6 13.4+1.5
V-0s -6.8 £3.2 1.1+0.4 1.4+1.0 -5.3+2.8 1.3%1.0 7.0+34

V-40s -11.0+1.3 1.3+0.5 24+1.4 -6.1+3.7 2.4%15 11.5+1.3
V-60s -9.4+12 1.7+0.6 1.1+1.9 -6.7+2.3 1.1+19 9.8+14
V-120s  -10.2+3.1 15+1.2 18+1.4 -7.8+36 1.7x14 10.6+3.2
V-180s -8.2+29 1.9+0.2 2.0£1.0 -8.0x1.6 2.2+1.0 8.7+2.8

ANOVAr  0.1078 0.5327 0.1288 0.7776 0.1367 0.0872
x la media de tres determinaciones + derivacion estandar

y letras diferentes expresan una diferencia significativa entre las muestras al nivel de 0.05
DJ =J: - Jo ; Jo:antes de refrigeracion; J;: después de refrigeracion.

Tabla Al.6 Cambios de color de las muestras trat%gas con inmersién después
de 24h en refrigeracion

Tratamiento ?L* ?a* ?b* ?hap* ?Ca* ?E*
MP -12.6+1.4% 2.0+00 4.2+06  -9.1%0.7 41+06  13.4+15°
-0s -0.9+1.1° 0.9+06 3.9+22 55124 3.842.2 4.1+2.4°
-40s 5.7+0.7° 1.9+09 29+05  -9.1+2.3 2.9+0.5 6.8 +0.1°
-60s -6.2+4.6° 29+21 25+1.6 9.242.1 2.8+1.8 7.4+30°
-120s -6.7+1.9° 3.2+16 26+1.2  -14.2+29 2.8+1.3 7.9+2.2°
-180s -7.1+26° 29+1.3 1.9+09  -14.6+2.9 2.1+0.7 8.0 +2.8°
ANOVA p 0.0020 0.3358 0.3180 0.1489 0.5077 0.0309

x la media de tres determinaciones + derivacion estandar
y letras diferentes expresan una diferencia significativa entre las muestras al nivel de 0.05
DJ =J: - Jo ; Jo:antes de refrigeracion; J:: después de refrigeracion.
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Tabla Al.7 Cambios de color de las muestras tratad%s con vapor después de
congelacién-descongelacién

Tratamiento  ?L* 7a* ?b* ? hap* ?Cap* ?E*
MP -32.4+4.0% 1.9+02%® -30+1.3 7 -98+17® -31+1.2 2 325+25°
V-0s 22.9+3.1° 1.3+06?% -1.2+1.3% -63%3.7° -13+1.2% 230+24°
V-40s -23.9+23% 23+06° 11426 -123+45% 10+15% 24.1+32°
V-60s -20.2+52° 14+0.8?% 0.7+1.1" -83+34* 05+1.1" 20.3+4.6"

V-120s  -24.1+3.0° 24+05° -1.0+0.8% -12.0+1.4% -1.0+0.7% 242423
V-180s  -11.6+5.0° 1.4+11% 16+1.8°% -7.1+3.8° 16+1.3 9 11.9+40°

ANOVA p 0.0000 0.0156 0.0027 0.0444 0.0026 0.0000

x la media de cuatro determinaciones * derivacion estandar
y letras diferentes expresan una diferencia significativa entre las muestras al nivel de 0.05

DJ = J: - Jo; Jo:antes de congelacion; J;: después de congelacion-descongelacion.

Tabla Al.8 Cambios de color de las muestras tratadas con inmersion después
., s XY
de congelacién-descongelacién

Tratamiento  ?L* ?a* ?b* ?h*5 ?C*p ?E*
MP -32.4+40% 19+02 -3.0+1.3% -98+17 -3.1+12% 3254252
I-0s -19.742.4°% 27410 1.8+0.7° -13.9+39 1.8+0.8° 20.1+45°

-40s -16.2+1.4°  25+09 2.1+16° -11.8#3.6 2.1+16° 165+2.7°
-60s -14.3+35%  21+17 1.0+1.7° -97+35 1.0+1.4° 14.6+3.6"
l-120s  -95+27° 16+10 1.2+05° -8.0+32 1.3+06" 9.8+29%
I-180s  -7.4+29% 16+05 2.2+09° -10.3+1.8 2.2+0.7° 8.0+2.0°
ANOVA p 0.0000 0.4971 0.0000 0.4589 0.0000 0.0000

x la media de cuatro determinaciones + derivacion estandar
y letras diferentes expresan una diferencia significativa entre las muestras al nivel de 0.05
DJ = J:1 - Jo ; Jo:antes de congelacion; J;: después de congelacion-descongelacion.




Capitulo 11

Aplicaciobn de antipardeantes en

medios osmoticos e isotdnicos.

El objetivo de la conservacion de los alimentos mantener la calidad de la
material prima, sus propiedades fisico-quimicas y su funcionalidad, asi como el
proporcionar productos seguros que posean un bajo potencial hacia el ataque
por microorganismos. En realidad, el concepto de métodos combinados tiene
un significado mas amplio, ya que involucra también la utilizacién de factores
que actlan sobre algin microorganismo o enzima especifico del medio o del

alimento.

Actualmente, existe un interés significativo en la utilizacidon de tratamientos
fisicos alternativos menos severos, como es la deshidratacion osmética, que de

cierta manera y bajo determinadas condiciones reemplaza el clasico



tratamiento térmico (Dalla Rosa et al., 1995). El progreso de esta técnica se ha
ampliamente discutido por Le Maguer (1989), Raoult-Wack (1994), Fito y
Chiralt (1997), Alzamora et al., (1998) y Lazarides et al., (1999).

La deshidratacion osmética (DO) puede reducir la actividad de agua a
valores en los que los microorganismos no pueden permanecer
metabodlicamente activos y presumiblemente tiene efectos inhibitorios sobre la
actividad enzimética. La combinacién de tratamientos de conservacién donde
se incluye la deshidratacion osmdtica, permite lograr un nivel adecuado de
proteccién al tiempo que mantiene diferentes atributos asociados a la calidad
organoléptica del producto como son, el color, el sabor, la textura y el valor
nutritivo. Algunos, autores apuntan que la deshidratacion osmética, en
determinadas condiciones de proceso es capaz de prevenir la deformacion de
la pared celular. Y favorecer la compactacion de aquellas células que estan en
contacto con la solucién osmdética, y como consecuencia, mantener la
integridad de la célula dentro de los tejidos, contribuyendo a una mejor
conservacion de los mismos (Lazarides; 1994; Le Maguer y Yao, 1995; Shiy Le
Maguer, 2002).
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1.1 INTRODUCCION

En el apartado 5 de la Introduccidn, se discute ampliamente la aplicacion de
técnicas de DO a FMP, asi como los efectos que esta técnica promueve en la
estabilidad microbioldgica, sobre la actividad enzimatica y la calidad sensorial.
Por tal motivo, esta introduccidn se centra en otros conceptos o factores que se

emplearan en este estudio.

I11.1.1 Conservacion de frutas de alta humedad

Los denominados alimentos de alta humedad (AAH), dentro de los cuales
se situaria a las FMP, estan caracterizados por poseer altos valores de g,
(0.95-0.98). La aplicaciéon de técnicas de procesamiento minimo hace
necesario la accion conjunta de varios factores de forma reducida, que hacen
diferir esta técnica de otras que aplican un solo factor con gran intensidad
(Leistner y Rddel, 1976), con la consiguiente mejora en la calidad organoléptica
y nutricional (Welti y Bermudez, 2002). En este sentido, la DO se aplica como
una técnica mas dentro de los métodos combinados, para reducir la a, del
producto, tanto por la pérdida de agua, como por la incorporacion de solutos
depresores (Alzamora et al., 1997). De este modo, la estabilidad microbiolégica
puede obtenerse a altas a, utilizando simultdneamente varios factores de
conservacion, sin alterar apreciablemente las caracteristicas naturales de la
fruta. Cuando la a, del medio externo se reduce por DO, la tasa de crecimiento
microbiano se ve reducida por el proceso de acumulacién de solutos, ya que se
consume energia y en consecuencia se reduce la energia disponible para el
crecimiento, disminuyendo el rendimiento y la velocidad de multiplicacién de los
microorganismos (Gould et al., 1983). La aplicaciéon de tecnologias simples
basadas en la combinacién de factores ha sido ampliamente utilizada en gran
variedad de frutas, por diversos autores (Sajur, 1985; Alzamora et al., 1989 y
1993; Argaiz et al., 1995; Nieto et al., 1998; Fito y Chiralt, 1997; Tapia et al.,

1996), basandose en la obtencion de productos de alta calidad de
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caracteristicas similares a las de las frutas frescas, con un consumo minimo de

energia para su procesado.

11.1.2 Los acidos ascorbico y citrico como agentes antipardeantes

Como se ha mencionado en el Capitulo I, el acido citrico es el acidulante
mas comunmente utilizado como agente antipardeante, debido a su capacidad
de modificacién del pH, siendo ésta uno de los procedimientos mas directos
para inhibir la actividad enzimatica ya que es modificado el intervalo de pH en

el que se desarrolla la actividad enzimatica.

Por otra parte la adicion de compuestos reductores, promueve la
transformacién de las o-quinonas (compuestos pardos) en o-difenoles
(compuestos incoloros), permitiendo de esta manera retardar o impedir el
pardeamiento enzimatico y otras reacciones oxidativas. Ademas de su funcion
como nutriente esencial, el &cido ascoérbico se utiliza ampliamente como
ingrediente/aditivo alimentario, debido a sus propiedades antioxidantes y
reductoras. Se aplica principalmente a frutas y hortalizas cortadas, ya que en
las enteras, aunque estén peladas, su penetracion es demasiado lenta. Asi
mismo, se emplea de manera regular en la fabricacién de zumos o néctares de

frutas y hortalizas.

El acido ascorbico es un compuesto reductor moderadamente fuerte, de
naturaleza acida, formador de sales neutras con los alcalis y altamente soluble
en agua. El &cido ascorbico y sus distintas sales neutras y otros derivados,
estdn generalmente reconocidos como antioxidantes autorizados por la
legislacion alimentaria de diversos paises. En la Tabla 1l.1.1 se recogen

algunas caracteristicas del acido ascoérbico y sus derivados.
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Tabla Il.1.1. Caracteristicas del &cido ascorbico y sus derivados empleados en
el control del pardeamiento de frutas y hortalizas (Adaptado de Sapers et al.,
1989)

Ventajas_ y Observaciones Dosis usual
Desventajas (pv)
»Efecto temporal »Uso frecuente en combi-
»Puede causar  nacién con otros agentes
pérdida de sabor o tratamientos
original »Su isémero (acido eritor-  0.5a2%
»Limitada pene- bico) y sus derivados
tracion en los te- poseen propiedades
jidos similares

Efecto / Accion

»Reduccion de
0-quinonas a o-
difenoles

Sapers y Ziolkowski, (1987) utilizaron diferentes derivados del acido
ascorbico, en el control del pardeamiento enzimético de rodajas de manzanas
MP de las variedades Red Delicious y Winesap y en el zumo de las variedades
Red Delicious y Granny Smith. Las mezclas de acido ascérbico o sus derivados
con acido fosférico ajustadas a un pH=2.0 redujeron con gran efectividad el
pardeamiento enzimatico de patatas, incrementando su vida util por 7 dias

(Sapers y Miller, 1992).

El 4cido ascorbico se oxida a la forma de acido deshidroascoérbico al reducir
las o-quinonas a o-difenoles, eliminando el oxigeno del alimento (Figura 11.1.1).
Sin embargo, este tipo de inhibicidn sdélo sera eficaz mientras exista suficiente

acido ascoérbico disponible.

12 O, o-difenol Acido deshidroascérbico
Oxidacién Oxidacion
Reduccién
Reduccion Adicion de
H2:0 o-quinona Acido ascérbico

Figura ll. 1 Esquema general de la reaccion de reduccién de o-quinonas a o-
difenoles por el acido ascérbico (Adaptado de Hie-Joon, 1995)

Las mezclas de compuestos antipardeantes mas utilizadas en substitucion

de los bisulfitos, estan compuestas por acido ascorbico o isoascérbico junto
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con acido citrico (ver Tabla 1.1.2 del Capitulo 1) u otros agentes quelantes.
Tanto el acido ascoérbico como el acido citrico son productos con un precio
asequible y una buena disponibilidad comercial para su uso combinado como
agentes antipardeantes. La combinacion de ambos compuestos tiende a
mantener un pH mas acido, uno de los factores basicos en la conservacion de
alimentos, ya que afecta a la conformacién de las proteinas, la sintesis
enzimética y los productos finales del metabolismo. Ademas, los &cidos
débiles, tales como acido citrico, acido sérbico, entre otros, penetran a través
de las membranas celulares y actlan como transportadores de protones al
citoplasma. El efecto primario es la disminucién del pH intracelular pero
ademas, el anién del acido disociado puede tener efectos inhibitorios
especificos en el metabolismo activo de los microorganismos potencialmente

alterantes, potenciando el efecto del pH (Corlett y Brown, 1980).

[1.1.3 Respuesta del tejido vegetal frente al procesamiento minimo.

Las frutas MP poseen la peculiaridad de que el tejido vegetal permanece
vivo a lo largo de su acondicionamiento, y por tanto, estd sometido
frecuentemente a situaciones de estrés. El tejido vegetal esta, por ejemplo,
expuesto a estrés mecanico inducido por el corte, pelado, troceado etc., al
estrés por parte de agentes patégenos (bacterias, hongos y virus) y a un estrés
fisico-quimico u osmético, cuando los tejidos son sumergidos en disoluciones
acuosas de azlcares con alta o baja presion osmotica, debido a la dificultad
qgue tienen las células para intentar compensar los valores negativos del
potencial hidrico () de la solucién. En la Figura 1.2 se pueden distinguir tres
estados osmoticos diferentes para la célula vegetal, segun la concentracién de
solutos de medio externo. En un medio hipoténico, el gradiente de potencial
hidrico Qy), determina un flujo de agua desde el medio externo a la vacuola
celular, con lo que el citoplasma en una célula adulta, presiona la pared celular
(situacion de turgencia celular), provocando un aumento de volumen por la

elasticidad de la membrana plasmatica. En un medio hiperténico, el gradiente
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de y determina la salida del agua desde las vacuolas al exterior. Como
consecuencia del descenso del volumen vacuolar, junto con el tonoplasto, se
retrae el citoplasma, que en parte se desprende de la pared celular,
provocando la plasmolisis. Se entiende por plasmdlisis incipiente la
concentracion osmatica externa que inicia la separacion del citoplasma de la
pared celular y suele tipificarse cuando el fenémeno aparece en el 50% de las
células en observacion. En condiciones isoténicas, no existe gradiente de
potencial (Dy=0), por lo que se establece un equilibrio estacionario, sin

cambios aparentes en el volumen celular.

N,
D
)

a) Medio hipétonico b) Medio hipertéonico

(turgencia) (plasmélisis) c) Medio isoténico

Figura 1.2 Estados osméticos de la célula vegetal, para diferentes situaciones
osmdticas del medio externo (Adaptado de Barcelé et al., 2001)

Las dferentes situaciones de estrés a las que se somete el tejido vegetal
durante el procesamiento minimo le obligan a ralentizar o detener sus
funciones fisioldgicas béasicas, reduciendo su vigor y pudiendo llegar a provocar

la aparicion de dafios irreversibles e incluso, la senescencia de la célula.

Igualmente, bajo un severo estrés, la célula pone en marcha vias
metabdlicas alternativas, en su intento de frenar los cambios que se producen
en su entorno. Estas vias metabdlicas pueden dar lugar a compuestos que
potencian la aparicibn de aromas/sabores no deseados, de reacciones
adversas o la acumulacion de diversas sustancias que se denominan
genéricamente metabolitos de estrés (Haard, 1983). En algunos casos, la
acumulaciéon de metabolitos de estrés solamente se produce cuando ademas

del dafio mecanico, concurren otros factores como la presencia de etileno, la
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exposicion a bajas temperaturas o condiciones de osmolaridad (Arcon-Bieto y
Talén, 2000; Fennema, 2000). Entre estos metabolitos se encuentran
compuestos quimicos muy diversos como isoflavonoides, antocianinas,
diterpenos, glicoalcaloides, poliacetilenos, entre otros. La presencia de algunos
de estos compuestos puede actuar como precursor del pardeamiento

enzimatico, al aparecer como substratos de la PPO.

Por dltimo comentar que algunos autores durante el estudio de fisiopatias
inducidas en tejidos de frutas, han descrito el pardeamiento enzimatico como
un mecanismo de proteccidn de la célula frente a posibles agresiones (Pérez-
Herrera, 2003).

I1.1.4 Cambios de las propiedades épticas en tejido vegetal durante DO

Las propiedades Opticas de un cuerpo estan determinadas por la rugosidad
de su superficie, por la estructura del tejido como por ejemplo, nivel de
empaguetamiento celular y contenido y distribucién de fase gas en los espacios
intercelulares, el nivel de homogeneidad del mismo, presencia de grupos
cromoforos, etc. Szczesniak (1983) sefiald cuatro formas que tiene la luz de
interaccionar con los objetos, dando lugar a los fendmenos de reflexion,
refraccién, transmision y absorcion selectiva de la luz incidente. La luz emitida
por el objeto en forma de reflexién o transmisidn es trasformada a través de la
percepcion visual en atributos de color, opacidad-tranparencia-translucidez y
brillo. Estos atributos de los alimentos pueden ser observables a través de
vision humana (Figura 1.2) y su cuantificacion objetiva puede realizarse a
través de medidas fisicas del espectro de reflexibn o transmision regular o
difusa y su transformacion en diferentes parametros correlacionados con
distintos atributos de la percepcion visual. Si tenemos una importante cantidad
de luz reflejada sobre una superficie pulida, ésta aparecera brillante. Cuando la
transmision interna a través del material es limitada, los productos son opacos,
donde se produce una absorcion selectiva de luz cerca de la superficie de

incidencia. Cambios en el espesor del material donde se da esta absorcion
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selectiva por modificaciones en su estructura, comportaran cambios en su nivel

de opacidad, en la luz emitida y por tanto en el color del mismo.

Cuando una fruta u hortaliza es expuesta a un haz de luz, aproximadamente
el 4% de la luz incidente es reflejada al exterior, causando la reflexion
especular o brillo, y el 96% restante de la energia incidente es transmitida a
través de la superficie hacia el interior de la estructura celular del producto
donde ésta es dispersada por las pequefias interfases dentro del tejido o bien,

es absorbida por los constituyentes celulares (Birth, 1976).

Transmitancia
difusa

difusa

Luz

incidente Trasmitancia

Reflexion
especular

Figura Il. 2 Luz incidente en la superficie del tejido vegetal. (Adaptado de
Abbott, 1999)

La compleja estructura fisica de los tejidos vegetales crea un producto
Opticamente denso dificil de penetrar y que ademas, altera la trayectoria del
haz luz, de manera que la cantidad del tejido involucrado no es conocida con
certeza. La mayoria de la energia luminosa penetra so6lo a una distancia muy
corta y el color vendra dado por la cantidad de luz emitida por el cuerpo. En
algunos casos, penetra mas profundamente (normalmente unos milimetros,
dependiendo de la densidad optica) y es modificada, debido a fendmenos de
absorcion selectiva a diferentes longitudes de onda por parte de grupos
cromoforos del tejido vegetal antes de su salida del producto, determinando el

color en base a la suma de todas las radiaciones no absorbidas.
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Durante la inmersién del tejido vegetal en soluciones osmoéticas e isotdnicas
se promueve, la penetracion de la solucion, en mayor grado de la osmética, por
capilaridad cerca de la superficie de la muestra (2 a 3 mm) (Nieto et al., 2003),
causando el desplazamiento del gas del interior del tejido, responsable del
desarrollo de translucidez en las muestras. Esto es debido al establecimiento
de un indice de refraccibn mas homogéneo a lo largo del espesor de la
muestra, al disminuir la diferencia del indice de refraccién entre la superficie y
el aire, por la incorporacidn de fase liquida en los poros (Chiralt, 2002). Este
hecho provoca un aumento del espesor efectivo de la muestra que es
atravesado por la luz incidente, y por tanto, de los niveles de absorcion
selectiva de luz (Hutchings, 1999). Estos cambios han sido sefialados por
diversos autores durante la DO de rodajas de kiwi (Talens et al., 2002),
cortezas de naranja y mandarina (Chéafer et al., 2001a y 2001b), calabaza
(Mayor y Sereno, 2002), o por el abuso en el tiempo de inmersion en
soluciones antipardeantes de productos MP como lechuga (Artés et al., 2002),

meldn (Portella y Cantwell, 1998) y manzana (Buta et al., 1999).

1.2 INTERES Y OBJETIVOS DEL ESTUDIO

En el seguimiento de la investigacion para el desarrollo pera MP, como
producto de alta calidad, es fundamental para continuar el estudio tener en
cuenta los resultados y recomendaciones del capitulo anterior (Capitulo I). Por
consiguiente, se planteé un disefio experimental que incluia la inmersion de las
muestras en soluciones isotdnicas y osm@ticas, ambas en combinacion con
distintas concentraciones de dos agentes considerados como antipardeantes,
como son el acido citrico (acidulante /quelante), ya utilizado anteriormente, y el

acido ascérbico (antioxidante).

La accion conjunta de los diferentes factores que se consideraron para este
estudio se basaron en las siguientes reflexiones: (i) Las combinaciones de

agentes antipardeantes inhiben y/o controlan el pardeamiento enzimatico por
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diferentes mecanismos y son consideradas especialmente prometedoras frente
a la actuacién individual de los compuestos, ya que éstas promueven la
posibilidad de interacciones sinérgicas (Duxbury, 1988; Sapers et al., 1994). (ii)
Los diferentes tiempos de inmersién en los dos tipos de soluciones
determinaran el binomio tiempo-tratamiento mas adecuado para la obtencion
de pera MP, ya que un incremento en el tiempo de inmersién conduce a una
mayor difusion del agente(s) antipardeante(s) hacia el interior tejido vegetal
(Lombardi y Zaritzky, 1996; Giannuzzi et al., 1995) aunque por otro lado, mas
tiempo estara el tejido sometido a condiciones de estrés osmadtico. (iii) El efecto
de la actividad de agua sobre la inhibicion del pardeamiento enzimatico es
insignificante o nula dentro de los limites del rango de 0.95-0.99 (Petriella et al.,
1985), no pudiéndose por tanto utilizar la g, como variable control en el caso
de productos MP de apariencia fresca, como es el caso. Sin embargo, la
entrada de la solucién a los espacios intracelulares de las capas de células
mas cercanas a la interfase podria causar una salida del gas interior, limitando
las reacciones oxidativas (Tovar et al., 2001), y promoviendo una disminucién

en el intercambio metabdlico de las células (Stanley, 1991).

Por consiguiente, el objetivo general de este trabajo es estudiar la

efectividad del uso del acido citrico y ascoérbico sobre el control del
pardeamiento enzimatico en pera var. Blanquilla, aplicados mediante d empleo
de soluciones isoténicas y osmoéticas. Para lograr este objetivo general, se

establecieron los siguientes objetivos especificos: (i) Disefio experimental de

los tratamientos con diferentes mezclas del agente quelante y del agente
antioxidante, incluyendo o no la disminucion de la actividad de agua de las
muestras y variando el tiempo de inmersion en la solucion. (i) Control del
pardeamiento a través de las propiedades opticas (espectro de reflexion y las
coordenadas de color) de muestras control y tratadas durante el
almacenamiento en refrigeracion a diferentes tiempos. (iii) Andlisis del efecto
de los diferentes tratamientos en los cambios de color o pardeamiento de las
peras. (vi) Analisis de los cambios de composicion inducidos por los

tratamientos osmoéticos.
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II. 3 MATERIALES Y METODOS

11.3.1 Materia prima

Se utilizaron peras variedad Blanquilla, tal como se describe en el Apartado

1.3.1 (Capitulo 1), con un contenido medio de sdlidos solubles de 13.0£0.4 °Bx.

11.3.2 Obtencién de las muestras

Para la preparacion de las muestras, en cada una de las experiencias se
procedié como se describe en el Apartado 1.3.2 del Capitulo |. Cada uno de los
cilindros se pes6 en una balanza con sensibilidad 0.01g y fue perfectamente

identificado para su posterior seguimiento.

[1.3.2 Soluciones empleadas

Las soluciones utilizadas en los tratamientos antipardeantes tuvieron como
base una solucién isoténica u osmética de sacarosa de 14 y 45°Bx
respectivamente, con diferentes concentraciones de acido citrico anhidro (AC)
y L(+)acido ascérbico (AA) (PRS Panreac, Barcelona). En la Tabla 11.3.1 se
muestra el disefio experimental de los tratamientos empleados, con la
composicion, a, y pH de las soluciones utilizadas en cada caso. La cantidad de
solucion utilizada en cada tratamiento estuvo en proporcion 20:1, respecto al

peso de la fruta tratada.
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Tabla 11.3.1 Composicién, a, y pH de las soluciones empleadas

; ; Sacarosa
Acido Acido - — ———
Tratamiento  ascérbico citrico Serlt(e4g§é1;)otlca Seru(alilsogtxc))nlca
(% plp) (% plp)
aw pH aw pH
T1 0 0 0.954 6.6 0.992 6.5
T2 0 0.5 0.950 2.1 0.992 2.2
T3 0 1 0.949 1.8 0.991 2.1
T4 0.5 0 0.952 2.6 0.991 2.8
T5 1 0 0.950 2.4 0.990 2.6
T6 0.5 0.5 0.949 2.0 0.990 2.1
T7 0.75 0.25 0.949 2.2 0.990 2.4
T8 0.25 0.75 0.949 1.9 0.991 2.1

11.3.3 Metodologia aplicada

Cada cilindro previamente identificado se sumergié en las distintas
soluciones (T1-T8) a 25 °C con agitacidn, con un tiempo de residencia en las
soluciones de 10, 20, 40 y 60 min La muestra control fue inmersa durante 6-8
segundos en agua destilada (T9). El disefio experimental contemplé la
utilizacién de una misma pera para todos los tratamientos (T1-T8), para un
tiempo de residencia y serie (osmética o isotdnica) determinados. Al termino
del tiempo de inmersion, los cilindros fueron almacenados a 4 °C en bolsas de
polietileno de alta densidad (PEHD) con cierre de seguridad para su posterior

medicion del color a las 24, 48, 72 y 96 horas.

En el caso de las experiencias para estudiar los cambios en la composicion
de las muestras sélo se analizaron los tratamientos con soluciones osméticas,
ya que se considerd que en los tratamientos isoténicos no se iban a producir
cambios composicionales significativos. Para ello, un mismo tratamiento se
aplicé a cilindros de una misma pera y se repiti6 en tres peras diferentes,
utilizandose una misma pera para dos tratamientos distintos. Las muestras
tratadas osmoticamente y sus respectivos controles se congelaron con una
velocidad de 2.1°C min™ (DYCOMETAL, Modelo ACR-45/87) hasta una
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temperatura de -40°C y fueron almacenadas en un congelador a -18°C
(COPELAN, Modelo AQ41/ DKL 150), hasta su posterior analisis.

11.3.3 Determinaciones analiticas

11.3.3.1 Humedad

La determinacion del contenido en agua de las muestras se realizd
siguiendo el método AOAC 20.013 (AOAC, 1980) para frutas ricas en azlcar.
Este método consiste en la determinacién de la pérdida de peso del producto
en una estufa de vacio a una presién de 80 mmHg y a una temperatura no
superior a 63 °C, dejandose secar hasta obtener un peso constante. Se utilizé
una estufa de vacio (Gallenkamp, Modelo OVJ.570.010J) y una balanza digital
de 0.0001g de precisién (Metter-Toledo, Modelo AE100). Las muestras se
trituraron con un Ultra-Turrax (Modelo T25 IKA) y después fueron colocadas en

pesa-sustancias para la determinacién.

11.3.3.2 Solidos solubles

La determinacion de sélidos solubles se efectu6 mediante la medida del
indice de refraccion del jugo de la muestra con un refractémetro (ABBE,
Modelo 3T ATAGO) termostatado a 20 °C. Se efectuaron tres lecturas de cada

muestra, y posteriormente, se calcul6 el valor medio.

11.3.3.3 Actividad de agua

La a, se midi6 en un equipo Decagén (Aqua Lab, Modelo CX-3) en el
intervalo de temperaturas entre 25-30 °C, previa calibracién del mismo con una
disolucion de K;,Cr,0O7 sobresaturada (a, 0.981+0.003). Las muestras trituradas

se colocaron en el portamuestras y se procedié a su lectura.
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1.3.3.4 pH

Se determiné con un pH-metro (Crison, Modelo Microph 2001) con
compensacién automatica de temperatura, previa calibracion con dos
soluciones tampén de valores de pH 7.0 y 4.0. Se realizaron tres mediciones de

cada una de las muestras trituradas.

11.3.3.5 Acidez

Se utilizé el método AOAC 942.15 (AOAC,1995) para la determinacion de la
acidez valorable en derivados de frutas. El porcentaje de acidez fue
determinado por valoracion de la muestra triturada con una disolucion de NaOH
utilizando fenoftaleina como indicador, asumiendo que 1ml de NaOH (0.1N)
neutraliza 0.064g de acido citrico. La valoracion fue controlada mediante un
pH-metro hasta un pH de 8.1-8.2. La acidez se expresd en g de acido citrico

por 100 g de muestra.

11.3.3.6 Contenido en acido ascoérbico

El acido ascérbico (AA) se determiné por un método colorimétrico utilizando
un kit enzimatico Boehringer, basado en la capacidad del acido ascorbico para
reducir sal de bromo (MTT) en presencia de metasulfato. La reaccién de
oxidoreduccion da como productos acido dehidroascorbico y MTT-formazan,
cuya absorbancia se midié6 a 578 nm mediante un espectrofotémetro (CECIL,
Modelo 2021), antes y después de la oxidacion del acido ascérbico de la
muestra. La cantidad de acido ascérbico se expresé en mg AA por 100 g de

muestra.

11.3.4 Determinacién de las propiedades oOpticas

El color de los cilindros de pera se midi6 por reflexibn con un

espectrocolorimetro (Minolta, Modelo CM-1000) colocando las muestras sobre
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fondo blanco y negro, para corregir los efectos de translucidez. Se obtuvieron
los espectros de reflexion entre 400-700 nm, cada 10 nm, sobre fondo blanco y
negro, de reflectancia conocida. A partir de estos espectros, se calcularon los
correspondientes a muestras de espesor infinito (Ry) mediante las ecuaciones
1.1, 1.2 y 1.3 y, a partir de éstos, las coordenadas CIEL-L*, a*, b* (Apartado
1.3.5.1, Capitulo I). El equipo fue calibrado en blanco y negro antes de cada
serie de medidas. Todas las medidas se realizaron en el centro de una de las

caras planas de las muestras por triplicado.

Ry= a-b (Ec. 11.1)
a* =1/2 [R + (Ro-R+Ry) / (Ro Ry)] (Ec. 11.2)
b* = (@%-1)% (Ec. 11.3)

donde: R es la reflectancia sobre un fondo blanco de reflectancia Rg
conocida, Rg es la reflectancia del fondo blanco estandar y Ro es la

reflectancia del fondo negro estandar.

A patrtir de las coordenadas CIE-L*a*b*, se calcularon el tono (h*y,) y croma

(C*ap) mediante las ecuaciones 1.1y 1.2 (Apartado 1.3.5.1, Capitulo I).

La translucidez de las muestras a cada tiempo se determiné aplicando la
teoria de Kubelka-Munk (Hutchings, 1999) mediante el espectro de reflexién
obtenido sobre fondos blanco y negro para cada muestra. La luz que
interacciona con un cuerpo es absorbida o reflejada con un coeficiente de
absorcion (K) o con un coeficiente de dispersion (S), dependiendo de la
naturaleza del material. El coeficiente de K/S, que mide la relacién entre la
absorcion y la dispersion de la luz, se obtiene mediante las medidas de
reflectancia de una muestra sobre fondo blanco y negro, utilizando la ecuacién

I1.4:
KIS= ( 1-Ry)*/ 2 Ry (Ec. 11.4)
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Bajos valores de K/S se asocian con estructuras cerradas y materiales
opacos, mientras que valores de K/S altos, se relacionan con estructuras
abiertas y materiales trasparentes. Asimismo se determiné la reflectancia total
(RT) de las muestras entre 400-700 nm por integracion de la curva de reflexion

obtenida en el equipo.

11.3.5 Andlisis estadisticos

El andlisis estadistico de los datos se realizé a través del andlisis de la
varianza (ANOVA) y el analisis de correlacién de Pearson, utilizando un nivel
de confianza del 95%. Los célculos correspondientes se efectuaron con los
programa estadistico Statgraphics® Plus e su versién 5.1 y SPSS® en su

version 10.0.6 para Windows.

II. 4 RESULTADOS Y DISCUSION

11.4.1 Propiedades 6pticas de las muestras frescas

El color de la materia prima se caracterizé mediante siete parametros L*, a*,
b*, h*y,, C*ap, la reflectancia total (RT) y el coeficiente a 600nm (K/Sl gg), que
expresa la translucidez de las muestras. En la Tabla 11.4.1 se muestran los
valores medios junto con su desviacion. La Tabla All.1 (del Anexo II) presenta
los valores individuales de los parametros para cada uno de los cilindros control

de las 24 peras utilizadas.
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Tabla Il.4.1. Propiedades 6pticas de las muestras control’

Serie Isoténica*

L* ar b* hab* Cab* K/SI 600 RT
75.1+1.9 -1.70+0.4%* 15.30+2.0 96.5+2.1% 15.4+2.0 0.77+0.03 119.2+1.5

Serie Osmética”

L* ar b* hab* Cab* K/SI 600 RT
745+18 -1.30+0.3° 154+15 95.0+1.1° 155+1.6 0.77+0.04  127.6+10.2

x media de doce determinaciones + derivacion estandar
y letras diferentes expresan una diferencia significativa entre las muestras del 95%.

Dado que las peras empleadas en las experiencias correspondian a dos
lotes distintos, que se adquirieron en semanas diferentes (las 12 primeras
peras tratadas en la serie isotdnica y las 12 restantes en la serie osmoética), se
analizo el color de ambos grupos con el fin de comprobar su homogeneidad. El
ANOVA realizado sobre los dos lotes de peras (Tabla All.1 del Anexo Il y Tabla
11.4.1) reflej6 diferencias significativas en los parametros a* y h*,,, siendo el lote
de peras destinado a la serie isoténica ligeramente mas verdoso. Las
diferencias encontradas pueden atribuirse al estado de madurez o al origen de
las peras que componen cada lote. A partir de estos resultados, se considerd

adecuado realizar el analisis de ambos lotes por separado.

Por otro lado, el andlisis de correlacion realizado entre los parametros de
color puso de manifiesto que, la luminosidad L* presenté una fuerte correlacion
con la translucidez, expresada como K/Sl g0, con un coeficiente de correlacion
de Pearson r=0.979, significativo con un nivel de confianza (n.c.) del 99%; la
coordenada a* y el h*y, se mostraron significativamente correlacionados con
r=0.921 y n.c.=99% y los parametros b* y C*,, totalmente correlacionados con
r= 1.000. La reflectancia total (RT) se mostro significativamente correlacionada
con los parametros b*, h*,, , C*;p ¥ K/Slgo0 , con coeficientes de correlacion de
0.852, 0.596, 0.845 y 0.424, respectivamente (Tabla All.2 y Figura All.1, del

Anexo I).
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11.4.3 Cambios de composicion en las muestras tratadas

Para el control de los cambios composicionales inducidos por los
tratamientos, se analizé el contenido en humedad, sdlidos solubles, &cido
citrico y ascorbico, asi como el pH y la actividad de agua de las muestras de la
serie osmotica, ya que para las muestras tratadas isotdnicamente, no se
esperaban cambios relevantes en la humedad o sélidos solubles. Por otro lado,
se asumio que los contenidos de acido citrico y ascérbico de la serie isoténica
se modificarian paralelamente a lo obtenido en la serie osmdética. La Tabla
[1.4.2 muestra los valores medios obtenidos de los analisis de las muestras
sometidas a diferentes tiempos de inmersién para todos los tratamientos, ya
qgue no se encontraron diferencias significativas en el contenido de humedad y
en los grados Brix entre las muestras sometidas a los diferentes tratamientos,
durante un mismo tiempo. Esto se explica por la escasa modificacién que
supone la incorporacion del &cido ascorbico y el acido citrico en la fuerza
impulsora del tratamiento osmoético. Tampoco la a, global de la muestra difirio,
a un tiempo dado, para los distintos tratamientos, aunque cabe esperar que los

cambios en la superficie de las muestras fueran mas notables.

Tabla I1.4.2 Cambios composicionales en las muestras tratadas de la serie
osmdtica (g/100 g muestra) x

Tiempo (min) Xw °Bx aw
0 0.866+0.010 11.6+0.6 0.988+0.001
10 0.848+0.008 13.5+0.7 0.987+0.002
20 0.841+0.007 14.120.7 0.984+0.001
40 0.822+0.007 15.3+0.7 0.986+0.001
60 0.823+0.007 15.8+0.7 0.985+0.001

x media de tres determinaciones * derivacion estandar

Como puede observarse en la Tabla 11.4.2, al cabo de una hora de
inmersion las muestras presentaron un mayor contenido en solutos y una ligera
pérdida de agua, que sélo supuso una escasa modificacién de la actividad de

agua de las mismas.
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Las Tablas 11.4.3 y 11.4.4 presentan el contenido medio de &cido citrico y
ascorbico, respectivamente, alcanzado segun el tiempo de inmersion de las
muestras para cada tratamiento y sus desviaciones. Los valores en la columna
de cero minutos, se corresponden con las cantidades de acido citrico y

ascorbico encontrados en la materia prima analizada.

Tabla I1.4.3 Contenidos de acido citrico de en las muestras tratadas de la serie
osmética (g/g muestra)™”

Xac Omin 10 min 20 min 40 min 60 min
T1 0.125+0.027 0.157+0.008° 0.136+0.033% 0.167+0.005%°  0.149+0.025%
T2 0.125+0.027 0.180+0.011° 0.215+0.013° 0.194+0.040™  0.248+0.024™
T3 0.138+0.038 0.217+0.024°® 0.223+0.002° 0.260+0.006%  0.313+0.029¢
T4 0.138+0.038 0.118+0.008% 0.123+0.020% 0.141+0.0272  0.150+0.029?
T5 0.178+0.018 0.174+0.031° 0.200+0.034° 0.193+0.006 %  0.156+0.0252
T6 0.178+0.018 0.222+0.036° 0.200+0.039° 0.285+0.029°  0.294+0.040°
T7 0.171+0.023 0.185+0.016™ 0.220+0.017° 0.229+0.030°"  0.229+0.024°
T8 0.171£0.023 0.271+0.011° 0.22620.035° 0.262+0.056%  0.300+0.040°
Anova 0.0955 0.0000 0.0008 0.0002 0.0000

X la media de tres determinaciones + derivacion estandar

y letras diferentes expresan una diferencia significativa entre las muestras al nivel de 0.05

Tablall.4.4 Contenidos de acido ascoérbico de en las muestras tratadas de la

serie osmatica (g/g muestra)X

Xaal0® omin 10 min 20 min 40min 60min
T1 2.18+0.01 2.20+£0.01 2.15+£0.01 2.18+0.01 2.19+0.01
T2 2.18+0.01 2.21+0.01 2.25+£0.01 2.22+0.01 2.28+0.01
T3 2.77+0.25 2.26x0.01 2.27+0.01 2.32+0.01 2.31+0.01
T4 2.77+0.25 4.92+0.40 3.47+0.33 7.05+0.69 0.76+0.10
T5 1.47+0.16 1.58+0.22 4.994+0.15 6.24+0.83 2.89+0.25
T6 1.47+0.16 2.28+0.16 2.66+0.03 1.81+0.24 1.88+0.25
T7 2.44+0.20 1.47+0.06 2.37+0.16 4.46+0.05 1.19+0.80
T8 2.44+0.20 2.04+0.11 2.87+0.25 2.26+0.08 1.15+0.11

x media de tres determinaciones * derivacion estandar

Los contenidos de acido ascorbico no alcanzaron en ningan caso el
contenido de 1mg de acido ascorbico por 100 gramos de muestra, presentando

concentraciones inferiores a las encontradas en la bibliografia para pera fresca
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(0.5-23 mg/100g; Primo, 1997). Los incrementos en &cido ascorbico que cabia
esperar derivados de aumentar el tiempo de inmersion del tratamiento, no se
han llegado a registrar posiblemente debido a la pérdida de esta vitamina
durante la congelacion de las muestras previa al analisis (Gonzélez y Pujol4,
1995). Aun asi, en los tratamientos que so6lo contenian este agente
antipardeante, T4 (45°Bx+0.5%AA) y T5 (45°Bx+1%AA), si parece observarse
un incremento de las cantidades de acido con el tiempo de inmersién. También
el T7 (45°Bx+0.75%AA+0.25%AC) muestra, como el T5, un aumento de Xa
hasta los 40 min de inmersion, para disminuir a los 60 min. Por otra parte, estas
pequefias variaciones medidas podian deberse al efecto de concentracion al

incrementarse la deshidratacién de la muestra.

Por otra parte, los analisis del contenido en acido citrico de las muestras
(Tabla 11.4.3) a diferentes tiempos de inmersion, si que registraron un ligero
aumento de este acido con el avance del proceso, mas acusado en aquellos
tratamientos con mayor proporcioén de 4cido citrico en la solucion de inmersién
(T3y T8).

La Tabla 11.4.5 muestra los valores medios y las desviaciones del pH de las

muestras sometidas a diferentes tiempos de inmersion para cada tratamiento.

Tabla 11.4.5 pH de las muestras tratadas en la serie osmética®

pH Omin 10 min 20min 40 min 60 min

T1 4.87+0.03 4.86+0.11 4.,95+0.18 4.76+0.14 4.84+0.09
T2 4.87+0.03 4.59+0.05 4.50+0.13 4.42+0.15 4.42+0.13
T3 4.80+£0.06 4.45+0.13 4.30+0.08 4.15+0.13 4.14+0.11
T4 4.80+£0.06 4.77+0.05 4.74+0.03 4.73+0.14 4.60+0.07
T5 4.67+0.03 4.73+0.06 4.62+0.11 4.64+0.11 4.62+0.06
T6 4.67+0.03 4.42+0.06 4.38+0.10 4.29+0.06 4.26+0.04
T7 4.65+0.02 4.51+0.10 4.50+0.05 4.37+0.07 4.35+0.08

T8 4.65+0.02 4.36+0.04 4.31+0.13 4.14+0.10 3.85+0.12
X media de tres determinaciones * derivacion estandar
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Excepto en los tratamientos que no incorporan acido citrico (T1 (45°Bx), T4
(45°Bx+0.5%AA) y T5 (45°Bx+1%AA)), el pH de las muestras disminuye al
aumentar el tiempo de inmersion, para un tratamiento dado. Este efecto de
disminucién del pH en los tratamientos con &cido citrico a medida que se
aumenta el tiempo de inmersién debe estar provocado por la ganancia de este
acido por las muestras, ya que las mayores variaciones de pH se detectaron en
los tratamientos con mayor proporcién del mismo (T3 y T8). Sin embargo, dado
que las ganancias de &cido citrico al aumentar el tiempo de inmersién son de
un orden de magnitud como maximo del 1% g AC ganado respecto a la masa
inicial, se asume que no se han podido registrar los cambios de composicién,
que tienen lugar sobre todo a nivel superficial de la muestra, al analizar el
conjunto de la misma. El estudio de la difusion del &cido citrico con el tiempo o
en funcién de la concentracién en la disolucién, no ha sido posible ya que las

ganancias de &cido citrico medidas fueron del orden del error experimental.

11.4.3 Estudio de las propiedades 6pticas de muestras tratadas y

controles

Para el estudio de las muestras tratadas isotdnica u osmoéticamente junto
con sus respectivos controles, se procedié a realizar un estudio de la matriz de
correlacion de los siete parametros colorimétricos L*, a*, b*, hap*, Cap*, K/Slgo0 ¥
RT para todos los cilindros tratados con ambas series y para cada dia de
almacenamiento (Tabla All.3, del Anexo Il), con el objetivo de verificar si las
correlaciones mostradas por las peras control a tiempo cero de
almacenamiento se mantenian a lo largo de éste. Este estudio se mostré
semejante al realizado para las muestras control, con las siguientes

conclusiones:

0) Los andlisis mostraron primeramente para la serie isotonica (Figuras

All.2 y All.3 del Anexo 1), que el parametro L* continué presentando una fuerte

correlacion (r=0.984) con la translucidez (K/Slggo). La coordenada a* y el tono
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(hap*) también se mostraron significativamente correlacionados (r=-0.976), asi

como los parametros b* y C,* (r=1.000), y ambos con la RT (r=0.713).

(i) para la serie osmoética se encontraron también correlacionados L* y

K/SI600 (r=0.911), a* inversamente correlacionado (r=-0.938) con hab* y b*
con Cab* (r=1.000) y ambos con RT (r=0.854).

Estos resultados indican que el color de cada cilindro puede ser
perfectamente caracterizado sobre la base de solo tres coordenadas: L*, hy,* y
Ca*, con la ventaja de que dichos parametros se corresponden, en mayor
grado, con los atributos de percepcion visual y el caracter psicométrico del
color (Hutchings, 1999).

11.4.3.1 Efecto del caracter isoténico u osmotico de la solucion

sobre el color de las muestras

El disefio experimental considerado contempla para las experiencias de
color cuatro factores, (i) tipo de solucién (isotdénica u osmética), (ii) tratamiento
(T1-T9), (iii) tiempo de inmersiéon (10, 20, 40 y 60 min) y (iv) tiempo de
almacenamiento (0 a 96h) a temperatura de refrigeracién. El andlisis de la
varianza para los pardmetros L*, hyp* y Cyp* con los cuatro factores muestra
que todos los factores resultaron significativos, asi como sus interacciones,
excepto tratamiento-inmersién-almacenamiento y la interaccion de los cuatro
factores (Tabla All.4 del Anexo Il). A partir de la magnitud de los valores de
significacion (valores de F) se concluyd que el factor “tipo de solucion” es el
mas significativo y el factor “tratamiento”, el menos (Figura All.4, del Anexo II).
A partir de estas conclusiones obtenidas del estudio estadistico, se tomé la
decisiébn de analizar los resultados de las series isotbnica y osmotica por

separado, tal y como se realiza a continuacién.
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11.4.3.2 Serie isot6nica
11.4.3.2a Efecto del tiempo de almacenamiento

La evolucion de L*, hy* y Cyp* de las muestras de la serie isoténica a lo
largo del almacenamiento se representa en las Figuras 11.4.1, 11.4.2 y 11.4.3. Se
ha limitado el estudio a dichos parametros por lbos motivos expuestos en el

apartado anterior.

Como se puede observar, la luminosidad L* y el tono hy* descienden a
medida que aumenta el tiempo de almacenamiento, reflejando la pérdida de
blancura (DL* =17.8, diferencia maxima entre 0 a 96h) y la formacién de

coloraciones pardo-rojizas (Dhyp*=-4.6, diferencia maxima entre 0 a 96h).

La luminosidad presenté una marcada caida (50% del total) a las 24 horas
de almacenamiento, significativa en todos los tratamientos y en el control. A
partir de 24 hasta 96h, los descensos fueron de caracter significativo para
todos los tratamientos excepto para T1 (14°Brix) y T9 (control) (Tabla All.5, del
Anexo Il). Estos resultados fueron similares a los encontrados por Dong et al.,
(2000) quienes registraron una caida exponencial en L* durante las primeras
etapas del almacenamiento en refrigeraciébn de rodajas de pera MP var.
Bartlett, Bosc y Anjou tratadas con soluciones antipardeantes, que contenian
en su formulacién &acido ascoérbico (1%). Indistintamente del tiempo de
almacenamiento, los cilindros controles (T9) mostraron una L* superior a los

demas tratamientos, seguido del T1(14°Brix).

En cuanto al tono (Figura 11.4.2), las muestras control sufrieron una brusca
caida al cabo de 24h de almacenamiento (Tabla All.5, del Anexo II). A partir de
aqui, los cambios en hy* de las muestras control no fueron, en general,
significativos. Para las muestras tratadas el descenso fue mas gradual hasta

las 48h y a partir de ese tiempo, el tono en las muestras tratadas no varié
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significativamente (Tabla All 5, del Anexo Il). Por tanto, se puede decir que, la
evolucién del tono de las muestras y los controles fue similar, siendo mas

rapida en los controles.

La evolucién del C,,* fue diferente para los controles y las muestras tratadas
(Figura 11.4.3). Los controles aumentaron ligeramente la pureza de color a lo
largo del almacenamiento, mientras que en general en las muestras tratadas
disminuyd. Estas variaciones no fueron significativas, excepto para el T2 (0.5%
de AC) (Tabla All. 5, del Anexo II).

53
48 r r : , t(h 48 r r : y t(h)

0 24 48 72 96 0 24 48 72 96

o171 O72 AT3 OT4 X15 @T6 A7 X178 HT9 |

Figura Il.4.1 Evoluciéon de L* en funcién del tiempo de almacenamiento para los
diferentes tiempos de inmersién de las muestras de la serie isotonica.

11.4.3.2b Efecto del tipo de tratamiento

A partir de las Figuras 11.4.1, 11.4.2 y 11.4.3, se puede observar que los

distintos tratamientos dieron lugar a una evolucion del color diferente.
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En cuanto a la L* (Figura 11.4.1), el tratamiento control (T9) presenté los
mayores valores de L*, a cualquier tiempo de inmersion (Tabla All.7, del Anexo
II). Parece que la operacion de inmersion de las muestras en las disoluciones,
da lugar, por si mismo, a cambios importantes en L*, lo que podria deberse al
bajo pH de las mismas. Tijskens et al., (2001) encontraron que el color en
brocoli escaldado era altamente dependiente de pH del medio. Asi, a pH's
acidos (pH 3 a 4) se produjo una pérdida muy rapida del color original,
explicado por la gran capacidad de los acidos para introducirse a través de las
membranas celulares, alterando el pH interno y causando desordenes

bioquimicos.
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Figura 11.4.2 Evolucién del hyy* en funcién del tiempo de almacenamiento para
los diferentes tiempos de inmersién de las muestras de la serie isoténica.

A las 24h de almacenamiento no se aprecié ninguna diferencia significativa
entre los tratamientos (T1-T8) para L*, pero a partir de 48h, T1 (14°Brix con pH

de 6.5) presentd los valores significativamente mas elevados de L* con
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respecto a los demas (Tabla All.6, del Anexo Il), seguramente por su pH mas
elevado (6.5) (Tabla 11.3.1)

Durante todo el almacenamiento, no existieron diferencias significativas de
L* entre los tratamientos T2, 3, 4, 5 entre si (que contenian 0.5y 1% de AC y
0.5y 1% de AA, respectivamente) ni entre los tratamientos T6, 7, 8 entre si
(con combinaciones de AC y AA) (Tabla All.6, del Anexo Il). Por tanto, segin
los valores encontrados para L* se puede establecer el siguiente orden de
preferencia para los tratamientos: T9 (control) >T1 >T2 a T5 > T6 a T8. Esto
indica que el progreso del oscurecimiento fue menor en muestras no tratadas
(sin AC ni AA), y contrariamente a lo esperado, la combinacién de ambos da

lugar a un mayor oscurecimiento de las muestras.

19 1

17 A

15 1

13 1

11 T T T 1
0 24 48 72 96 0 24 48 72 96

11 t t t i t(h

|.T1 Om2 AT3 OT4 XT5 ¢T6 AT7 XT8 B T9

Figura 11.4.3 Evolucion del Cyp* en funcién del tiempo de almacenamiento para
los diferentes tiempos de inmersion de las muestras de la serie isotdnica.

Por otro lado, todos los cilindros tratados presentaron a las 24h (Tabla All.6,

del Anexo Il) un tono similar, y significativamente menos rojo que el control,
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excepto el T3 (1% AC) que no mostrd diferencias significativas con el mismo.
Para el resto de tiempos de almacenamiento, el menor desarrollo de tonos

rojizos fue para los tratamientos T1, 2,4y 7 a48h, T1,4y 7 a 72h y a 96h.

Con lo que respecta al Cy* (Figura 11.4.3), no se han encontrado diferencias
significativas importantes entre los diferentes tratamientos (Tabla All.6, del
Anexo II).

De todos estos resultados se puede concluir que el cambio tan prejudicial
en el color de las muestras tratadas podria estar potenciado por el pH de las
soluciones (2.1 a 2.8). Segun Blanco y Caballero (2002) y Primo (1997), en
pera fresca, existen compuestos dimeros derivados de los antocianos tales
como antocianidinas, cianidinas o leucoantocianidinas (encontrandose estos
ultimos hasta el 1% en algunas variedades de peras), que aunque incoloros, en
determinadas ocasiones se pueden oxidar a compuestos que proporcionan
colores rosados o rojizos (como las antocianinas) a los tejidos. Dichos
compuestos pueden experimentar una escision de caracter irreversible a bajos
valores de pH, dando lugar a la formacién de compuestos o-difenoles con una
estructura muy similar al catecol (el substrato por excelencia de la PPO),
viéndose altamente beneficiadas las reacciones de pardeamiento enzimatico
(Jiang, 2000; Richarson y Finley, 1985).

11.4.3.2c Efecto del tiempo de inmersion

Como se observa en la Figura 11.4.1, la luminosidad L* presenta valores muy
semejantes a lo largo de los cuatro tiempos ce inmersién empleados. Sin
embargo, a partir de un tiempo de inmersion de 20 min, se empiezan a detectar
aumentos significativos en el parametro L* respecto a los otros tiempos de

inmersion (Tabla All.6 y Figura All.4, del Anexo II).

La influencia del tiempo de inmersion en el hy* (Figura 11.4.2) muestra que,

inmersiones de 10 min dieron lugar a cilindros significativamente menos
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enrojecidos, a cualquier tiempo de almacenamiento, mientras que las
diferencias entre inmersiones de 20, 40 y 60 min no fueron apreciables (Tabla
All.7, del Anexo II). Del andlisis de la varianza resulta significativa la interaccién
tratamiento-tiempo de inmersién (Tabla All.4, del Anexo II). No obstante, el
conjunto de los tratamientos no presenté una pauta en general definida, ya que
por ejemplo, al aumentar el tiempo de inmersidn, el hy,* aumenta o disminuye.
Asi se deduce que para el hy*, el efecto del factor tiempo de inmersion tiene

menor peso que el factor tratamiento.

El efecto del tiempo de inmersion sobre el croma (Figura 11.4.3) muestra que
al aumentar éste, se obtienen valores significativamente mas elevados. Dentro
de un mismo tratamiento, el tiempo de inmersion provocd cambios significativos
en el croma de las muestras en los tratamientos T1, 3, 5, 6 y 7 (Tabla All.7, del
Anexo II). Es de destacar que muestras con inmersiones de 40 y 60 min y el
control desarrollaron colores mas puros, e inmersiones de 10 y 20 min

originaron colores menos puros (Figura All.4, del Anexo II).

11.4.3.3 Serie osmética

A continuacién se detallan los efectos producidos por las soluciones
osmodticas sobre el color de las muestras. En general, se puede afirmar que los
cambios ocasionados debido a los tratamientos siguieron las mismas
tendencias encontradas para la serie isotdnica, aunque los cambios producidos

fueron bastante mas pronunciados.

11.4.3.3a Efecto del tiempo de almacenamiento

Al igual que para la serie isotonica, en las muestras tratadas con soluciones
osmoticas se detectdé un descenso en L* y hyy* a medida que avanzo el tiempo

de almacenamiento, manifestandose el oscurecimiento y pardeamiento de las

muestras (DL*maximo=-33.79; Dhg,*maximo=-5.0) (Figuras 11.4.4 y 11.4.5).
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Dichos cambios fueron graduales y de caracter significativo para L* de 0 a 96h

y para hyy* de 24 a 96h (Tabla All.8, del Anexo II).

La mayor caida ( 60%) se observd durante las primeras 24h, al igual que en
la serie isotdnica. La evolucion de L* de las muestras con el tiempo de
almacenamiento fue dependiente del tiempo de inmersién de las mismas, de
modo que tratamientos cortos de inmersién (10-20 min) dieron lugar a los
descensos mas suaves, practicamente constantes durante el periodo de 24 a
96h. En cambio, tratamientos de inmersion de 40-60 min, provocaron los
descensos mas abruptos y acusados, con caracter significativo a lo largo de

todo el almacenamiento.
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Figura 11.4.4 Evolucién de L* en funcién del tiempo de almacenamiento para los
diferentes tiempos de inmersién de las muestras de la serie osmatica.

En cuanto al parametro h*y, la Figura I1.4.5 muestra como a medida que

avanza el tiempo de almacenamiento, el tono de las muestras vira de
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coloraciones amarillo-verdosas a tonalidades amarillo-rojizas para todos los
tratamientos (Figura All.4, del Anexo Il). Las muestras control fueron las que
mostraron mayores coloraciones pardo-rojizas, hasta las 72h de

almacenamiento (Tabla All.9, del Anexo II).
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Figura I1.4.5 Evolucidon del hyy* en funcidn del tiempo de almacenamiento para
los diferentes tiempos de inmersion de las muestras de la serie osmatica.

Como se observa en la Figura 11.4.6, la evolucion del croma de las muestras
durante el almacenamiento fue dependiente del tiempo de inmersion de las
muestras. Los tratamientos cortos (10-20 min) dieron lugar a variaciones
similares del croma, presentando ligeras disminuciones durante el
almacenamiento (Figura All.4, del Anexo IlI). Por el contrario, en los
tratamientos largos de inmersién (40-60 min) se produjo un descenso
pronunciado del croma a partir de las primeras 24h en todos los tratamientos,

excepto en el T1 (14° Brix) y en el control (T9). Asi, estos tratamientos T1y T9
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presentaron las menores variaciones en el croma durante el almacenamiento,
independientemente del tiempo de inmersién de las muestras (Tabla All.8, del

Anexo I).
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Figura 11.4.6 Evolucion del Cy,* en funcion del tiempo de almacenamiento para
los diferentes tiempos de inmersion de las muestras de la serie osmética.

11.4.3.3b Efecto del tipo de tratamiento

Del mismo modo que para la serie isoténica, las mayores diferencias
significativas se encontraron entre la muestra control (T9) y el resto de
tratamientos (Tabla All.9, del Anexo Il). La muestra control presentd una mayor
luminosidad, un tono mas rojizo y colores mas saturados (Figuras 11.4.1 —
11.4.3).
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Entre el resto de tratamientos, no se apreciaron, en general, diferencias
significativas (p>0.05) que dieran lugar a un mejor mantenimiento de la

luminosidad, tono o croma de las muestras (Tabla All.9, del Anexo II).

11.4.3.3c Efecto del tiempo de inmersion

El efecto del tiempo de inmersidn sobre las variables crométicas estudiadas
L*, hyp* y Cyp*, fue dependiente de su magnitud. Por un lado, tratamientos de
inmersion cortos (10-20 min), al compararlos con los tratamientos largos, dieron
lugar a cambios significativamente menores, sobre todo en L* y Gp*. Los
tratamientos largos de inmersion de las muestras (40-60 min) provocaron las
disminuciones de L* hgp* y Cgp* mas acusadas a cada tiempo de
almacenamiento, dando lugar a colores mas oscuros, pardos y menos
saturados (Tabla All.10, del Anexo ).

De estos resultados se concluye que el aumento del tiempo de inmersion
incrementa los efectos osmoticos sobre el tejido vegetal, dando lugar a una
potenciacién del pardeamiento enzimatico. Parece que el mayor estrés del
tejido, junto con el efecto del pH de la solucién, estan implicados en la
activacion de este tipo de reacciones. Resultados similares han sido obtenidos
por Monsalve-Gonzalez et al., (1993) en rodajas de manzana MP donde se
combinaba la técnica de deshidratacion osmdética (52°Bx de sacarosa) y la
eficacia de agentes antipardeantes (acido citrico, acido ascérbico y 4-
hexilresorcinol), o antimicrobianos (acido sérbico). Estos autores encontraron
que el aumento del tiempo de inmersién (1, 3 y 10h) intensifica el
oscurecimiento de las muestras, reflejado por la disminucién en el valor de la
coordenada L* a lo largo del almacenamiento, siendo mas pronunciado en
muestras que contenian en su formulaciéon acido citrico (0.2%p/v) y acido
ascorbico (0.25%p/v). Del mismo modo, Rodriguez et al., (2003) muestran un
descenso significativo de L* en papaya MP durante la primera hora de
tratamiento osmético a 50°C, con una solucién que contenia 70°Bx de

sacarosa, acido citrico (0.1M) y lactato de sodio (0.4M).
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El estrés osmatico también puede ser la causa de una mayor produccion de
antocianinas. Suzuki (1995) y Sato et al., (1996), encontraron en estudios
realizados sobre células de uva, que el aumento de la concentracion del agente
osmoético (manitol o sacarosa) causaba un incremento en la produccion de
antocianinas, mas acusada a bajos valores del pH del medio (4.5) frente a pH

neutros (7.0).

El efecto del descenso de la a, encontrado en el estudio es coherente con
lo encontrado para otros tipos de tejidos. Sajnin et al., (2003) observan en
pepinos que la actividad de varias enzimas se increment6 después de la
inmersion en soluciones hiperténicas de polietilenglicol, probablemente como
resultado del dafio en el tejido. Observaciones similares han sido publicadas
también por Tovar et al., (2001) para rodajas de mango deshidratado
osmoéticamente durante 30 min a 30°C con sacarosa 65°Bx, en las cuales

parece incrementarse la actividad de algunos enzimas.

Cuando la célula se encuentra rodeada por una solucion hipertdnica (con
contenido en solutos mas elevado y un potencial osmético mas negativo), la
eliminaciéon continuada del agua concentra el contenido vacoular (Le Maguer,
1997), disminuye a cero la presién de turgencia, se produce un colapsamiento
celular (Fito y Chiralt, 1997), se altera la pared celular, se produce una
separacion de la lamina media y se presentan alteraciones en la funcionalidad
de la membrana plasmatica (Alzamora et al., 1997). Estos fendmenos podrian
también estar implicados en el acusado pardeamiento desarrollado por las

muestras de pera var. Blanquilla de este estudio.
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[I. 5 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El fendbmeno de pardeamiento se traduce en un descenso de la
luminosidad, una evolucion del tono hacia valores mas préximos al rojo y una
variacion de la saturacién que puede ir hacia valores mayores (desde el
pequefio valor de la pera inicial blanca), o hacia valores menores por la gran
concentracion de pigmentos o por su caracter negruzco. La translucidez de las
muestras, evaluada por el cociente K/Sjg00, presenté una elevada correlacion
con el pardmetro L*, lo que indica que las muestras se hacen tanto mas opacas
a medida que se oscurecen. Atendiendo a estas consideraciones, los
parametros L* y h*,, son los mejores indicadores del nivel de pardeamiento de
la pera. De todos los factores analizados sobre el pardeamiento de la pera var.

Blanquilla se deducen las siguientes conclusiones:

() Se da una gran influencia de la materia prima en el pardeamiento del
producto, evolucionando de forma diferente lotes distintos de producto.

(i) Contrariamente a lo esperado la deshidratacion parcial del producto y
la consecuente disminucién de la a, superficial de las muestras no resultd
beneficiosa para inhibir el pardeamiento enzimatico, posiblemente por la
liberacion de las enzimas de las membranas celulares ya que, al resultar éstas
alteradas por la deshidratacion, se favorece la accidn enzimatica. Ademas, el
estrés osmoético al que estd sometido el tejido puede ocasionar un incremento
en la concentracion de substratos altamente sensibles a la reaccién de
pardeamiento.

(iii) El efecto del &cido citrico fue en el sentido de potenciar el
pardeamiento tanto en tratamientos osmaéticos como en isotonicos. Esto indica
que ni el efecto del descenso del pH, ni el efecto quelante del compuesto
fueron efectivos en la inhibicién del pardeamiento.

(iv) El efecto del acido ascérbico no resulté tampoco eficaz en la inhibicion

del pardeamiento de pera var. Blanquilla.
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v) Asimismo, las mezclas acido ascorbico-acido citrico no inhibieron el
pardeamiento enzimatico en pera var. Blanquilla.

(vi) En cuanto a la influencia del tiempo de inmersidn de las muestras en
las diferentes disoluciones de tratamiento, fue diferente para la serie isoténica y
para la osmoética, siendo en ésta Ultima mas acusada por el progreso c la
deshidratacion. Se observa que a medida que aumenta el tiempo de
tratamiento, con el consecuente descenso de la a, de la muestra, se potencia
mas el pardeamiento. Asi el progreso del pardeamiento con el almacenamiento
fue mucho mas intenso para tiempos de tratamiento osmético de 40 y 60 min
gue para tiempos de tratamiento de 10 y 20 min, observandose un incremento
progresivo de la cinética de pardeamiento a medida que aumenta el tiempo de
tratamiento osmoético de 10 a 40 min. A partir de 40 min no se observa un

mayor efecto.

A partir de estos resultados, se recomienda para el procesado minimo de
pera var. Blanquilla el ensayo de tratamientos antipardeantes en medio neutro
e isoténico y utilizando otras sustancias antipardeantes como el 4-
hexylresorcinol, cisteina, &cidos carboxilicos, sales de compuestos
halogenados, etc. Asimismo el uso de sales de calcio para reducir la rotura y el

ablandamiento del tejido podria ser de interés.
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Tabla All.1 Caracterizacion colorimétrica de las muestras control (0O horas).

Pera | L* | a* | b* | h*a | C*a | RT | K/IST 6o
Serie Isoténica
1 75.85 -1.90 15.07 97.17 15.19 115.10 0.74
2 72.72 -2.29 1255 | 100.36 | 12.75 96.75 0.75
3 75.17 -1.04 17.75 93.34 17.78 148.80 0.74
4 77.58 -1.92 14.61 97.49 14.73 117.98 0.76
5 72.95 -2.14 12.96 | 99.36 13.13 91.08 0.77
6 74.50 -1.11 13.86 94.56 13.91 112.25 0.78
7 76.84 -1.47 15.87 95.28 15.94 135.35 0.81
8 75.99 -1.90 17.07 96.36 17.18 126.15 0.84
9 75.92 -1.25 16.59 94.31 16.63 125.08 0.78
10 77.47 -2.40 15.45 98.83 15.64 123.23 0.71
11 74.96 -1.62 13.16 97.00 13.26 99.53 0.81
12 71.28 -1.71 19.38 95.04 19.46 139.45 0.79
Media 75.10 -1.70 15.30 96.50 15.40 119.2 0.77
+ 1.9 0.4 2.0 2.1 2.0 17.5 0.03
Serie Osmatica
13 75.46 -1.73 16.18 96.10 16.27 128.66 0.79
14 76.95 -1.60 16.15 | 95.65 16.23 | 136.85 0.75
15 76.04 -2.03 14.90 97.76 15.04 128.54 0.76
16 73.45 -1.30 16.90 94.39 16.95 130.59 0.76
17 71.67 -0.98 14.01 93.99 14.04 117.83 0.85
18 76.61 -1.90 19.03 95.70 19.12 142.34 0.77
19 76.74 -0.92 14.15 | 93.73 14.18 | 121.79 0.77
20 75.52 -1.20 15.24 94.50 15.28 136.44 0.71
21 71.42 -1.13 13.83 94.66 13.88 113.85 0.84
22 73.35 -1.26 15.24 94.71 15.29 124.60 0.76
23 75.32 -1.13 16.34 93.95 16.38 139.22 0.71
24 74.49 -1.31 13.33 95.61 13.39 110.49 0.74
Media 74.50 -1.30 15.4 95.0 15.50 127.6 0.77
+ 1.8 0.3 1.5 1.1 1.6 10.2 0.04
Anova p 0.660 0.043 0.915 0.043 0.961 0.168 0.723

p expresa una diferencia significativa entre las muestras al nivel de 0.05
+ derivacion estandar
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Figura All.1. Matriz de dispersién entre parametros de color de las muestras

control.

Tabla All.2 Coeficientes de correlacion entre los parametros de color en
cilindros control.

Correlaciones

L A B H C AREA traslucidez
L Correlacién de Pearson 1,000 -,218 174 ,093 179 317 979"
Sig. (bilateral) s ,306 415 ,665 402 131 ,000

N 24 24 24 24 24 24 24

A Correlacién de Pearson -218 1,000 ,027 -,921*4 ,000 ,291 -147
Sig. (bilateral) 306 , 901 000 1,000 ,168 494

N 24 24 24 24 24 24 24

B Correlacién de Pearson 174 027 1,000 -,400 1,000 ,852+4 ,290
Sig. (bilateral) 415 ,901 s ,053 ,000 ,000 170

N 24 24 24 24 24 24 24

H Correlacion de Pearson ,093 -,921* -,400 1,000 -376 -,596*4 -,018
Sig. (bilateral) ,665 ,000 ,053 s ,071 ,002 ,935

N 24 24 24 24 24 24 24

C Correlacién de Pearson 179 ,000 1,000%4 -376 1,000 ,845*4 ,292
Sig. (bilateral) 402 1,000 ,000 071 s ,000 165

N 24 24 24 24 24 24 24
AREA Correlacién de Pearson 317 291 ,852+1 -,596*1 ,845*1 1,000 A424*
Sig. (bilateral) 131 ,168 ,000 ,002 ,000 , ,039

N 24 24 24 24 24 24 24

traslucidez ~ Correlacion de Pearson 979" -,147 ,290 -,018 292 A424* 1,000
Sig. (bilateral) ,000 494 170 935 ,165 039 ,

N 24 24 24 24 24 24 24

**. La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

*. La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).
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Tabla All.3 Estudio de correlacion entre los parametros de color de la serie
isoténica y de la serie osmoética.

CORRELACION DE PEARSON L* a* b* n*ap C*an RT K/SI 600
24 -0.204* | -0.181 0.234* -0.176 | 0.520** | 0.932**
48 -0.291* [ 0.072 0.239* 0.077 0.731** | 0.986**
L* 72 -0.212* | 0.274* 0.140 0.277* | 0.840** | 0.980**
96 -0.199* | 0.438** 0.099 0.440** | 0.902** | 0.982**
Todos los tiempos -0.487* [ 0.225** | 0.430** | 0.235** | 0.776** | 0.984**
24 -0.074 0.281** [ -0.964* [ 0.260** | 0.212* -0.143
48 0.097 0.487** | -0.976** [ 0.476** | 0.199* -0.183
a* 72 -0.169 0.504** | -0.981** [ 0.497** 0.162 -0.161
96 0.232* 0.447* | -0.976* [ 0.442** 0.077 -0.176
Todos los tiempos | 0.548** 0.307** | -0.976** | 0.294** | -0.111* | -0.364*
24 0.535**| 0.158 -0.505** | 1.000** | 0.610** | -0.058
48 0.814**| -0.024 -0.621* | 1.000** | 0.670** 0.096
b* 72 0.811*| -0.001 -0.613** | 1.000** | 0.683** | 0.315**
96 0.672*| 0.166 -0.516** | 1.000* | 0.700** | 0.468**
Todos los tiempos | 0.690** | -0.125 -0.457* | 1.000** [ 0.707* | 0.216*
24 0.013 | -0.981* | -0.324** -0.458* | -0.346** | 0.146
48 0.001 | -0.961* [ -0.128 -0.610** | -0.311** | 0.155
h*ap 72 0.114 | -0.911* | -0.120 -0.605** | -0.257* | 0.086
96 0.207* | -0.905** [ -0.118 -0.556** | -0.190 0.069
Todos los tiempos | 0.482** | -0.938** 0.053 -0.444* | -0.010 -0.317*
24 0.543*| 0.133 1.000** 0.610** [ -0.054
48 0.815**| -0.036 1.000** | -0.116 0.672** 0.100
C*ap 72 0.812*| -0.006 1.000** | -0.116 0.685** | 0.318**
96 0.666**| 0.177 1.000** 0.701* [ 0.470**
Todos los tiempos | 0.690** | -0.127* 1.000** 0.056 0.713** 0.223*
24 0.899**| 0.201* | 0.761* [ -0.297* | 0.761** 0.637**
48 0.942*| 0.080 0.882** | -0.191* | 0.881* 0.357*
RT 72 0.935**| -0.014 [ 0.898* | -0.053 [ 0.898** 0.878**
96 0.938*| -0.022 [ 0.815** 0.024 0.810* 0.927**
Todos los tiempos | 0.908** | -0.321** | 0.854** | 0.245* | 0.853** 0.614**
24 0.991*| 0.011 0.562* [ -0.074 | 0.568** [ 0.928**
48 0.960**| -0.047 [ 0.774* | 0.774* [ 0.774* | 0.891*
K/SI 600 72 0.858**| -0.085 | 0.739** 0.081 0.739** | 0.866**
96 0.972*| -0.141 [ 0.696** 0.127 0.691* [ 0.970**
Todos los tiempos | 0.911** | -0.456** | 0.666** | 0.412** | 0.666** | 0.873**

* diferencia significativa entre las muestras al nivel de 0.01

** diferencia significativa entre las muestras al nivel de 0.05
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Tabla All.4 Analisis multifactorial para L*, hypy*, Cap* contemplando cuatro
factores.

Gradosde  Grados de  gjgpificacion

EFECTO F libertad de libertad (g.l.)
la hipotesis del error
Intercept 498242.09 3 620 0.000
Solucién 301.65 3 620 0.000
Tratamiento 6.30 21 1866 0.000
Inmersién 28.58 9 1866 0.000
Almacenamiento 35.38 12 1866 0.000
Solucién * Traamiento 5,51 21 1866 0.000
Solucién * Inmersién 40.34 9 1866 0.000
Solucién * Almacenamiento 8.50 12 1866 0.000
Tratamiento * Inmersion 1.59 63 1866 0.002
Tratamiento * Almacenamien 1.54 63 1866 0.004
Inmersién * Almacenamiento 1.51 27 1866 0.043
Solucién * Tratamiento * Inmer 2.047 63 1866 0.000
Solucién * Tratamient * Almac 1.38 63 1866 0.026
Solucién * Inmersion * Almace 3.51 27 1866 0.000
Tratamiento * Inmers * Aimace 0.29 189 1866 1.000
Soluc * Tratam *Inmer * Almac 0.34 189 1866 1.000

Tabla All.5 Efecto del tiempo de almacenamiento para la serie isoténica’

Almacenamiento L* hav* Ca*

Tratamiento 1

0 74.99+1.99°  96.47+2.27  15.50%2.07
24 65.53+3.30° 94.51+2.29  16.57+2.40
48 66.17+4.11° 94.18+2.36  16.49+2.07
72 65.19+4.99" 93.85+2.64  16.25+2.19
96 63.24%6.23"  93.76x2.57  15.89+2.52

ANOVA 0.0000 0.0521 0.7614

Tratamiento 2

0 74.99+1.99° 96.47+2.27° 15.50+2.07%
24 66.12+3.23°  95.27+1.50% 14.34+1.10%
48 63.34+3.51° 94.11%1.79™ 13.78:0.97"
72 60.27+5.57% 93.12+1.71° 13.87+1.37"
96 58.13+6.35"  92.97+1.91° 13.19%1.79"

ANOVA 0.0000 0.0001 0.0074

y letras diferentes expresan una diferencia significativa entre las muestras al nivel de 0.05
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Tratamiento 3

0 74.99+1.99° 96.47+2.27%  15.50+2.07
24 64.97+3.79° 92.83+3.67° 15.64+2.11
48 62.35+4.43 92.13+3.92" 15.33+2.46
72 60.08+4.83" 91.24+3.99"  15.39+2.43
96 57.38+5.34"  90.09+3.63" 14.90+2.56

ANOVA 0.0000 0.0008 0.9510

Tratamiento 4

0 74.99+1.99° 96.47+2.27%  15.50+2.07
24 65.86+2.97° 95.26+1.60° 15.78+2.29
48 63.85+3.37™  94.22+2.27™  15.80+2.52
72 62.23+4.50 93.99+2.37" 15.91+2.51
96 50.25+6.03" 92.92+¢2.77"  15.25+3.31

ANOVA 0.0000 0.0000 0.9705

Tratamiento 5

0 74.99+1.99° 96.47+2.27% 15.50+2.07
24 63.63+3.88" 94.27+2.14"  16.01+2.49
48 61.73+4.67™ 93.04+2.01™ 15.61+2.29
72 59.54+6.02™ 93.13+2.01™ 15.35+2.78
96 57.77+7.62° 92.14+2.07° 15.49+2.48

ANOVA 0.0000 0.0001 0.9724
Tratamiento 6

0 74.99+1.99%  96.47+2.27* 15.50+2.07
24 64.51+3.38" 95.55:1.64° 16.88+2.05
48 61.91#4.07° 93.71:2.06" 16.05+1.78
72 58.3745.02° 92.62+2.28™ 15.75:2.30
96 55.67+5.83° 91.67+2.47° 15.10+2.68

ANOVA 0.0000 0.0000 0.3588

Tratamiento 7

0 74.99+1.99%  96.47+2.27* 15.50+2.07
24 64.62+3.51° 96.02+3.44° 16.37+2.94
48 61.68+3.78" 93.93+3.32% 15.43:2.58
72 57.8625.51° 92.98+3.49" 15.08+2.58
96 53.84+6.79" 91.82+3.69° 14.07+2.91

ANOVA 0.0000 0.0038 0.3230

y letras diferentes expresan una diferencia significativa entre las muestras al nivel de 0.05
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Tratamiento 8

0 74.99+1.99° 96.47+2.27°  15.50%2.07
24 63.85:2.48" 94.55:2.15% 16.84+2.22
48 60.54+3.13° 92.97+3.19™ 16.34+2.44
72 56.61+5.38"  91.60+2.74° 15.66+2.58
96 53.33:5.47°  90.31:2.78"  14.50+2.82
ANOVA 0.0000 0.0000 0.2196
Tratamiento 9
0 74.99+1.99° 96.47+2.27°  15.50%2.07
24 71.39+2.34°  92.11#1.75" 16.712.10
48 71.66+2.74°  91.89+2.09° 16.84+2.04
72 71.34+3.13°  91.65:2.24"  16.82+2.08
96 71.39+2.94° 91.77+2.12°  16.51+2.00
ANOVA 0.0043 0.0000 0.4792
Tratamientos 1-9
0 74.99+0.09° 96.47+0.07° 15.50+0.05™
24 65.61+2.33" 94.48+1.28" 16.13+0.81%
48 63.69+3.40°  93.35:0.89° 15.74+0.89%
72 61.28+4.54°  92.69+0.99° 15.57+0.82%"
96 58.89+5.55° 91.94+1.20° 15.00+0.98°
ANOVA 0.0000 0.0000 0.0104

Tratamientos 1-8

0 74.99+0.09° 96.47+0.07* 15.50+0.05%
24 64.89:0.91° 94.78:0.99° 16.05:0.83"
48 62.70+1.74° 93.540.75° 15.60+0.85"
72 60.02+2.70°  92.82+0.97° 15.410.72%
96 57.33+3.17° 91.96+1.28" 14.81:0.86"

ANOVA 0.0000 0.0000 0.0077

y letras diferentes expresan una diferencia significativa entre las muestras al nivel de 0.05



Anexos Il Tratamientos isoténicos y osmaoticos

Tabla All.6 Efecto del tipo de tratamiento para la serie isoténica’

Tratamiento L* hap* Ca*
0-96 h (T1-T9)
1 67.02+4.59" 94.55+1.11% 16.14+0.44
2 64.57+6.57™ 94.39+1.48% 14.14+0.87°
3 63.95+6.78°° 92.55+2.42° 15.35+0.28™
4 65.24+5.97™ 94.57+1.35% 15.65+0.27"
5 63.53+6.78°° 93.81+1.67% 15.59+0.25"
6 63.09+7.46°° 94.01+1.99% 15.8520.67™
7 62.60+8.03% 94.24+1.98% 15.29+0.83"
8 61.87+8.34° 93.18+2.42™ 15.79+0.86™
9 72.15+1.59% 92.78+2.07 16.48+0.56°
ANOVA 0.0000 0.0001 0.0000
Tratamiento L* hap* Ca*
0-96 h (T1-T8)
1 67.02+4.59° 94.55+1.11° 16.14+0.44%
2 64.57+6.57° 94.39+1.48% 14.14+0.87°
3 63.95+6.78™ 92.55+2.42° 15.35+0.28%
4 65.24+5.97% 94.57+1.35% 15.65+0.27%
5 63.53+6.78™ 93.81+1.67% 15.59+0.25%
6 63.09+7.46™ 94.01+1.99% 15.85+0.67%
7 62.608.03™ 94.24+1.98% 15.29+0.83"
8 61.87+8.34° 93.18+2.42™ 15.790.86%
ANOVA 0.0074 0.0016 0.0002
Tratamiento L* hap* Ca*
24 h
1 65.53+3.30° 94.51+2.29% 16.57+2.40
2 66.12+3.23° 95.27+1.59% 14.34£1.10
3 64.97+3.79% 92.83+3.67™ 15.64+2.11
4 65.862.97% 95.26+1.60% 15.78+2.29
5 63.63+3.88° 94.27+2.14% 16.01+2.49
6 64.51+3.38" 95.55+1.64% 16.88+2.05
7 64.62+3.51° 96.02+3.44% 16.37+2.94
8 63.85+2.48° 94.55+2.15% 16.84%2.22
9 71.39+2.34 92.11+1.75° 16.702.10
ANOVA 0.0000 0.0013 0.1439

y letras diferentes expresan una diferencia significativa entre las muestras al nivel de 0.05
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48 h
1 66.17+4.11" 94.18+2.36 16.49+2.07
2 63.34+3.51™ 94.11+1.79 13.78+0.97
3 62.35+4.43% 92.13+3.92 15.33+2.46
a4 63.85+3.37™ 94.22+2.27 15.8042.52
5 61.73+4.67 93.04+2.01 15.61+2.29
6 61.91+4.07% 93.71+2.06 16.05+1.78
7 61.68+3.78" 93.93+3.32 15.43+2.58
8 60.54+3.13" 92.97+3.19 16.34+2.44
9 71.65£2.74% 91.88+2.09 16.84+2.04
ANOVA 0.0000 0.2232 0.0533
72 h
1 65.19+4.99" 03.85+2.64 16.25+2.19
2 60.27+5.57% 093.12+1.71 13.87+1.37
3 60.0824.83% 91.24+3.99 15.39+2.43
4 62.234.59™ 93.99+2.37 15.91+2.51
5 59.54+6.02% 93.13+2.01 15.35+2.78
6 58.37+5.02 92.62+2.28 15.752.30
7 57.86+5.51° 92.98+3.49 15.08+2.58
8 56.61+5.38" 91.60+2.74 15.66+2.58
9 71.3443.13% 91.65+2.24 16.81+2.08
ANOVA 0.0000 0.1279 0.1804
96 h
1 63.24+6.23" 93.76+2.57% 15.89+2.52
2 58.13+6.35™ 92.97+1.91% 13.19+1.79
3 57.3825.34% 90.0923.63" 14.90+2.56
4 59.25+6.03" 92.92+2.77% 15.25+3.31
5 57.77+7.62% 92.14+2.07* 15.49+2.48
6 55.67+5.83% 91.67+2.47% 15.10+2.68
7 53.84+6.79" 91.82+3.69% 14.07+2.91
8 53.33+5.47° 90.31+2.78" 14.59+2.82
9 71.39+2.94 91.78+2.12% 16.51+2.01
ANOVA 0.0000 0.0252 0.1049

y letras diferentes expresan una diferencia significativa entre las muestras al nivel de 0.05
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Tabla All.7 Efecto del tiempo de inmersion para la serie isotonica’.

Tiempo Inmersion L* hap* Ca*
0-96 h (T1-T9)
10 61.35+6.14% 95.07+1.83% 14.04+1.51°
20 59.78+5.59% 92.69+2.04™ 15.22+2.17"
40 61.45+5.22" 93.06+2.91" 15.64+2.13"
60 62.36+6.16" 92.28+3.73° 16.98+2.85°
ANOVA 0.0208 0.0000 0.0000
Tiempo Inmersién L* hap® Cap*
24 h
10 66.39+2.55 95.90+1.91 14.79+1.43
20 64.75+2.11 94.00+1.69 16.07+1.83"
40 63.99+3.42 94.80+2.39 15.89+1.73%
60 64.42+4.44 94.43+3.46 17.46£3.13°
ANOVA 0.0639 0.0564 0.0006
48 h
10 62.96+3.69 95.29+1.74% 14.35+1.35°
20 61.70+2.94 92.73+1.77° 15.57+1.97
40 62.67+4.08 93.23+2.67" 15.63+2.06"
60 63.46+5.40 92.89+3.52" 16.86+2.80°
ANOVA 0.5134 0.0021 0.0014
72 h
10 59.42+6.04% 94.79+1.64% 13.93+1.34°
20 57.65+4.33" 92.34+1.88" 15.10+1.99%
40 61.02+4.97" 92.50+2.87" 15.64+2.18"
60 61.98+6.41" 91.64+3.46" 16.96+2.84°
ANOVA 0.0416 0.0003 0.0001
96 h
10 56.62+6.52 94.29+1.71% 13.06+1.43%
20 55.00+6.25 91.68+2.17" 14.13+2.46%
40 58.1146.29 91.72+2.89" 15.38+2.59™
60 59.58+7.27 90.15+3.29° 16.66+2.73°
ANOVA 0.1017 0.0000 0.0000

Xl
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Tiempo Inmersion L* hay* Ca*
T1
10 65.47+4.40 96.36+1.26% 14.35+1.03°
20 53.82+4.74 75.32+2.54" 27.60%2.16"
40 52.18+5.65 72.02+1.17° 35.38+0.93"
60 50.57+3.41 67.59+2.58" 42.7742.53°
ANOVA 0.1362 0.0002 0.0001
T
10 59.81+6.01 95.450.86° 13.1621.27
20 61.13+4.34 93.02+1.17" 14.28+1.66
40 63.89+5.90 94.05+1.87" 13.52+1.40
60 63.03+5.77 92.96+2.44" 14.21+0.83
ANOVA 0.2793 0.0023 0.1255
T3
10 62.99+4.67 94.55+3.18% 13.29+1.75%
20 60.31+5.40 90.96+1.69" 14.81+1.36%
40 59.76+3.35 90.33+3.11° 16.78+2.17°
60 61.72+7.15 90.4545.17" 16.39+2.30™
ANOVA 0.4521 0.0147 0.0002
T4
10 63.25+4.46" 94.900.56" 14.20+1.62
20 58.51+4.47° 92.16+2.58% 16.17+3.52
40 63.92+3.87" 94.89+2.01° 15.69+1.74
60 65.50+4.30" 94.43+2.74 16.68+2.71
ANOVA 0.0017 0.0083 0.1054
TS
10 63.15+5.34 93.99+1.30% 14.49+1.07°
20 59.67+5.69 92.81+0.88" 14.67+1.40°
40 59.72+5.48 94.33£1.40% 14.74+1.81°
60 60.14+7.24 91.4443.07° 18.57+2.54°
ANOVA 0.4338 0.0017 0.0000
T6
10 59.12+7.21 94.25+1.20 14.61+1.22°
20 61.47+5.24 94.35+1.43 15.11+1.79°
40 58.40+4.66 92.76+3.08 16.05+1.80°
60 61.48+5.21 92.21+3.25 18.01+2.53"°
ANOVA 0.4243 0.0853 0.0004

y letras diferentes expresan una diferencia significativa entre las muestras al nivel de 0.05
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T7
10 60.29+5.08 96.71+0.97% 13.38+1.20°
20 57.67+7.52 93.16+2.02" 14.83+2.07%
40 61.33+4.65 93.59+2.67" 15.61+3.22™
60 58.71+7.89 91.2945.50" 17.14+3.04°

ANOVA 0.5199 0.0021 0.0065

T8
10 56.71%7.75 94.33+2.04% 14.80+1.99
20 56.83+5.72 92.53+2.19% 15.412.25
40 59.66+4.80 90.69+3.74" 16.61+1.81
60 61.14+3.49 91.88+3.22" 16.60+3.68
ANOVA 0.1631 0.0279 0.2265

y letras diferentes expresan una diferencia significativa entre las muestras al nivel de 0.05

Tabla All.8 Efecto del tiempo de almacenamiento para la serie osmotica’ .

Almacenamiento L* hap* Ca*

Tratamiento 1

0 74.75+1.90° 95.06+1.15" 15.50+1.61
24 59.69+5.93" 93.21+2.66 15.07+1.78
48 53.06+10.44% 92.34+2.49° 13.81+2.84
72 48.24+12.87 90.91+3.46™  12.64+3.92
96 44.60+14.55° 89.76+3.95°  12.85+3.50

ANOVA 0.0000 0.0004 0.0619

Tratamiento 2

0 74.75+1.90° 95.06+1.15% 15.50+1.61°
24 58.67+5.49" 94.29+2.28" 15.30+1.90°
48 51.13+8.26° 92.49+2.51" 14.03+2.12%
72 45.87+11.61° 90.83+2.81° 13.073.07°
96 43.00£12.98° 88.30+3.80" 12.74#3.31°

ANOVA 0.0000 0.0001 0.0239

Tratamiento 3

0 74.75+1.90° 95.06+1.15% 15.50+1.61°
24 57.64+4.64" 93.06+2.74% 15.42+1.03%
48 50.27+7.30°  92.20+3.31° 13.06+2.06"
72 45.39+9.63°  91.81+4.19° 11.94+3.03"
96 37.25+12.92° 90.53+1.92° 16.67+2.25%
ANOVA 0.0000 0.0053 0.0000

y letras diferentes expresan una diferencia significativa entre las muestras al nivel de 0.05
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Tratamiento 4

0 74.75+1.90° 95.06+1.15" 15.50+1.61
24 56.1245.22°  94.45:3.01*° 15.43+1.36
48 49.62+8.68™ 92.74+2.78% 13.87+2.59
72 44.02+11.14°  90.82+3.80°  12.94+3.57
96 38.94+12.69° 87.88+5.38° 15.65+6.43
ANOVA 0.0000 0.0000 0.2645
Tratamiento 5
0 74.75+1.90° 95.06+1.15° 15.50+1.61
24 57.01#4.62° 95.25:1.30° 15.83+2.49
48 48.65+8.52 93.22+1.82™ 14.27+2.86
72 43.30+10.86™ 91.89+2.05* 13.3624.06
96 41.57+11.13° 91.21+3.44° 11.95+4.32
ANOVA 0.0000 0.0000 0.2920
Tratamiento 6
0 74.75+1.90° 95.06+1.15% 15.50+1.61%
24 56.71+4.38°  95.45:1.34 14.93+1.61°
48 48.45+7.86° 95.17+1.65° 13.82+2.10°
72 43.37+9.67" 91.92+3.47" 11.74+3.05
96 39.82+10.52° 89.61+5.05" 11.68+3.52"
ANOVA 0.0000 0.0000 0.0004
Tratamiento 7
0 74.75+1.90° 95.06+1.15% 15.50+1.61%
24 57.74+4.47° 95.53+2.42° 14.88+1.12%
48 50.17+7.30° 93.58+2.88% 14.14+2.05%
72 47.18+10.57" 91.76+3.71™ 12.65+3.70"
96 41.01+10.80° 89.95:2.58° 12.75+3.25"
ANOVA 0.0000 0.0000 0.0259
Tratamiento 8
0 74.75+1.90° 95.06+1.15% 15.50+1.61%
24 58.48+6.53°  94.29+2.20* 15.06+1.91°
48 50.91+10.64% 94.06+2.40° 13.45:+3.01%
72 45.07+10.94 93.25:3.76% 11.18+4.32"
96 41.53+12.22° 91.49+4.04° 11.88+4.30"
ANOVA 0.0000 0.0447 0.0054
Tratamiento 9
0 74.75+1.90° 95.06+1.15" 15.50+1.61
24 69.52+3.62" 90.17+1.90° 17.53:1.36
48 68.3624.29° 90.02¢1.72"  17.00+2.16
72 65.95+7.52 89.41x1.47" 16.37+2.30
96 63.42+11.22° 89.38+1.88°  17.01%4.00
ANOVA 0.0017 0.0000 0.3255

y letras diferentes expresan una diferencia significativa entre las muestras al nivel de 0.05
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Tratamientos 1-9

0 74.75+0.05%  95.06+0.09" 15.50+0.05"
24 59.06+4.07° 93.97+1.68" 15.49:0.82°
48 52.29+6.18° 92.87+1.43° 14.16+1.13"
72 47.60£7.08°  91.40+1.07" 12.88+1.48°
96 43.46:7.79° 89.79+1.20° 13.69+2.14"

ANOVA 0.0000 0.0000 0.0000

Tratamientos 1-8

0 74.75+0.05"  95.06+0.09° 15.50+0.05°
24 57.76+1.16"  94.44+0.95° 15.24+0.32°
48 50.28+1.48° 93.22+1.02° 13.81:0.39"
72 45.31+1.77°  91.65:0.81° 12.44%0.75°
96 40.96:2.31°  89.84+1.27" 13.27+1.86"

ANOVA 0.0000 0.0000 0.0000

y letras diferentes expresan una diferencia significativa entre las muestras al nivel de 0.05

Tabla All.9 Efecto del tipo de tratamiento para la serie osmética’.

Tratamiento L* hap* Ca*
0-96 h (T1-T9)
1 56.07+11.87° 92.26+2.05™ 13.98+1.28™
2 54.68+12.70° 92.19+2.73" 14.13+1.26™
3 53.06+14.21% 92.53+1.68™ 14.52+1.95™
4 52.69+13.89° 92.19+2.92" 14.68+1.21°
5 53.06+13.54° 93.33+1.82™ 14.18+1.59™
6 52.62+13.90° 93.44+2.58 13.53+1.77%
7 54.17+12.98° 93.18+2.33™ 13.98+1.27™
8 54.15+13.18% 93.63+1.36" 13.41+1.90°
9 68.4024.25" 90.81+2.40% 16.68+0.78%
ANOVA 0.0000 0.0001 0.0000

y letras diferentes expresan una diferencia significativa entre las muestras al nivel de 0.05
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Tratamiento L* hay* Cap*

0-96 h (T1-T8)

1 56.07+11.87 92.26+2.05 13.98+1.28
2 54.68+12.70 92.19+2.73 14.13+1.26
3 53.06+14.21 92.53+1.68 14.52+1.95
4 52.69+13.89 92.1942.92 14.68+1.21
5 53.06+13.54 93.33+1.82 14.18+1.59
6 52.62+13.90 93.44+2.58 13.53+1.77
7 54.17+12.98 93.18+2.33 13.98+1.27
8 54.15+13.18 93.63+1.36 13.41+1.90
ANOVA 0.9049 0.0643 0.3142
Tratamiento L* hap* Ca*
24 h
1 59.69+5.93° 93.21+2.66" 15.07+1.78°
2 58.67+5.49 ° 94.29+2.28% 15.30+1.90%
3 57.64+4.64° 93.06+2.74" 15.42+1.03°
4 56.12+5.22 % 94.45+3.01% 15.43+1.36 °
5 57.01+4.62° 95.25+1.30% 15.83+2.49°
6 56.71+4.38 % 95.45+1.34 % 14.93+1.61°
7 57.74+4.47° 95.53+2.42 % 14.88+1.12°
8 58.48+6.53 % 94.29+2.20% 15.06+1.91°
9 69.52+3.62" 90.16+1.90° 17.52+1.36"
ANOVA 0.0000 0.0000 0.0064
48 h
1 53.06+10.44 % 92.3442.49° 13.81+2.84°
2 51.13+8.26 ° 92.49+2.51° 14.03+2.12°
3 50.27+7.30% 92.20+3.31° 13.06+2.06 °
4 49.62+8.68 ° 92.74+2.78°% 13.87+2.59%
5 48.65+8.52°% 93.22+1.82%® 14.27+2.86°
6 48.45+7.86 % 95.17+1.65" 13.82+2.10°
7 50.17+7.30% 93.58+2.88 14.14+2.05°
8 50.91+10.64 % 94.06+2.40 ® 13.45+3.01°
9 68.36+4.29" 90.02+1.72° 17.002.16"
ANOVA 0.0000 0.0003 0.0149

y letras diferentes expresan una diferencia significativa entre las muestras al nivel de 0.05

XVII



Anexos Il Tratamientos isoténicos y osmaoticos

72h
1 48.24+12.87° 90.91+3.46 12.64+3.92°
2 45.87+11.61° 90.83+2.81 13.07+3.07°
3 45.39+9.63° 91.81+4.19 11.94+3.03°
4 44.02+11.14% 90.82+3.80 12.94+3.57°
5 43.30+10.86 % 91.89+2.05 13.3624.06 %
6 43.37+9.67° 91.92+3.47 11.74+3.05°
7 47.18+10.57° 91.76%3.71 12.65+3.70%
8 45.07+10.94 2 93.25+3.76 11.18+4.32%
9 65.95+7.52" 89.41+1.47 16.36+2.30°
ANOVA 0.0000 0.2788 0.0371
96 h
1 44.60+14.55°% 89.76%3.95 12.85+3.50™
2 43.00+12.98*% 88.30%3.80 12.74+3.31™
3 37.25+12.92° 90.53+1.92 16.67+2.25%
4 38.94+12.69 ° 87.88+5.38 15.65+6.43%
5 41.57+11.13% 91.21+3.44 11.95+4.32°
6 39.82+10.52° 89.61+5.05 11.68+3.52°
7 41.01+10.80°% 89.95+2.58 12.75£3.25™
8 41.53+12.22° 91.49+4.04 11.88+4.30°
9 63.42+11.22° 89.38+1.88 17.01+4.00%
ANOVA 0.0000 0.2887 0.0018

y letras diferentes expresan una diferencia significativa entre las muestras al nivel de 0.05

Tabla All.10 Efecto del tiempo de inmersion para la serie osmética’.

Tiempo Inmersion L* hap* Ca*
0-96 h (T1-T9)
10 57.79+7.39% 93.29+3.22% 15.84+2.27°
20 53.60+8.10° 92.52+3.29% 15.44+2.62°
40 41.5249.41° 91.57+3.80" 12.04£3.10°
60 41.39+9.60° 91.77+3.81° 11.44%2.52°
ANOVA 0.0000 0.0032 0.0000

y letras diferentes expresan una diferencia s ignificativa entre las muestras al nivel de 0.05
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Tiempo Inmersion L* hay* Ca*
24 h
10 62.52+4.38% 95.70+2.41% 16.02+1.61%
20 59.59+4.59" 94.43+2.41% 16.14+1.64°
40 53.89+2.46° 93.53+2.15" 14.73+1.33"
60 55.02+3.46° 94.11+2.23" 14.07£1.15"
ANOVA 0.0000 0.0131 0.0000
48 h
10 59.00+6.31° 93.96+2.51 15.64+1.89%
20 54.88+6.81" 93.58+2.70 15.23+2.43°
40 43.46+2.85° 92.42+2.43 12.40+1.52"
60 43.80+3.15° 92.94+2.70 11.96+1.05"
ANOVA 0.0000 0.1806 0.0000
72 h
10 56.08+7.24% 92.54+3.09 15.44+2.42%
20 51.51+7.67" 91.72+3.05 14.78+2.90°
40 37.71+6.36° 90.83+3.83 0.94+2.06"
60 35.93+2.36° 91.51+3.65 9.60+1.91"
ANOVA 0.0000 0.3868 0.0000
96 h
10 53.57+8.21° 90.96+2.92 16.26+2.97%
20 48.41+8.55" 90.37+3.42 15.60+3.20°
40 31.04+4.17° 89.51+4.98 11.11%4.27°
60 30.83+2.40° 88.52+4.03 10.12+2.68"
ANOVA 0.0000 0.1602 0.0000
Tiempo Inmersion L* hap* Ca*
T1
10 62.49+6.84° 94.95+3.15% 14.74%2.16%
20 58.00£8.34% 90.3622.21" 16.80£2.22"
40 41.44+8.42° 90.87+1.60" 10.92+2.20°
60 43.66+10.86" 90.04+3.74" 11.9242.21°
ANOVA 0.0000 0.0002 0.0000
T2
10 60.40+6.58% 91.74+3.47% 16.55+1.09%
20 54.68+5.76% 93.19+2.02° 14.57£1.79
40 40.93+9.16" 89.20+4.17" 12.29+2.81°
60 42.67+10.32° 91.78+3.53% 11.73+2.11°
ANOVA 0.0000 0.0460 0.0000

y letras diferentes expresan una diferencia significativa entre las muestras al nivel de 0.05
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T3
10 56.53+6.47% 93.13+3.05% 16.1622.21%
20 53.54+6.90% 94.04+2.05% 14.59+2.06®
40 39.69+10.74° 90.41+2.07" 13.33+3.36"
60 40.78+11.19" 90.02+3.55" 13.02+2.77°

ANOVA 0.0000 0.0013 0.0237

T4
10 54.67+7.83% 93.5743.12 16.40£2.20%
20 53.50+10.23° 92.24+5.00 16.7623.69%
40 41.05+10.82" 88.94+5.25 14.00+4.13"
60 39.48+8.54" 91.14+3.34 10.73£2.70°
ANOVA 0.0001 0.0712 0.0001
T5
10 56.92+6.15 % 93.03+3.62 17.40+3.16 °
20 51.7249.42° 93.01£2.92 14.87+2.47°
40 41.8128.31° 93.27+1.72 12.45£2.92°
60 40.07+9.28" 92.25+2.48 10.69+2.39°
ANOVA 0.0000 0.8186 0.0000
T6
10 55.50%6.06 % 94.25+2.57 14.53+1.96
20 51.03+8.22°% 92.51+2.67 15.28+2.02 °
40 41.09+9.43"° 92.88+4.50 10.61+2.62°
60 40.74+9.49° 92.52+5.60 11.75+2.48"°
ANOVA 0.0001 0.6852 0.0000
T7
10 55.80+7.42% 93.66+2.65 14.82+1.17°
20 53.39+6.99 ® 91.23+4.05 16.19+2.06
40 44.63+10.45° 93.71%2.81 11.77+2.57°
60 42.28+10.25"° 92.22+4.17 11.64+2.14°
ANOVA 0.0009 0.2500 0.0000
T8
10 60.03%9.40° 91.97+3.64 16.1242.36°
20 52.92+8.52°% 93.62+3.37 14.43+3.32°
40 41.55+9.74° 93.32+3.59 10.98+2.97°
60 41.49:8.78"° 94.18+2.44 10.04+2.72°
ANOVA 0.0000 0.4115 0.0000

y letras diferentes expresan una diferencia significativa entre las muestras al nivel de 0.05
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Capitulo 111

Efectividad de tratamientos antipar-
deantes aplicados por impregnacion a

vacio.

En los alimentos porosos la aplicacion de la técnica de impregnacion a
vacio implica la salida parcial del gas del interior de los poros y su posterior
substitucion por un liquido externo. Por consiguiente, en el alimento tendran
lugar cambios importantes tanto en sus propiedades fisico-quimicas como en

las estructurales (Fito et al., 2001).



La impregnacion a vacio puede mejorar la velocidad de transmision de
materia en muchos procesos donde los sistemas solido-liquido estan
implicados como son los procesos de salado, deshidratacion osmética,
acidificacion, adicién de conservantes, etc. Por consiguiente dicha técnica nos
permite introducir el ingrediente del alimento deseado directamente en el
producto a lo largo de sus poros, de una manera controlada, segun explica el

modelo hidrodinamico.

En nuestro caso, se ha utilizado esta técnica para intentar mejorar la

eficacia de agentes antipardeantes en pera minimamente procesada.
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1.1 INTRODUCCION

En el apartado 6 de la Introduccién, se discute ampliamente la técnica de
impregnacion a vacio incluyéndose, su mecanismo de accion, los factores que
afectan su efectividad, los cambios que promueve en el tejido vegetal y su
aplicacion a FMP. En este capitulo se emplea esta técnica para la aplicacién de
diferentes compuestos antipardeantes. Tal como se mencioné en los capitulos
anteriores, los derivados de los &acidos citrico y ascérbico, han sido
ampliamente utilizados en el control del pardeamiento enzimatico de frutas y
hortalizas MP. La efectividad de otros compuestos como el 4-Hexylresorcinol o
el EDTA también ha sido también probada, a continuacion se detallan las

principales caracteristicas de estos compuestos.
I11.1.1 4-Hexylresorcinol

En la busqueda de nuevos compuestos antipardeantes, se ha utilizado
recientemente un compuesto perteneciente a la familia de los resorcinoles, el 4-
hexylresorcinol (4-HR) (4-hexyl-1,3-dihidroxibenceno CioH;50,) (Figura 111.1),
gue posee una estructura analoga a los substratos utilizados por la polifenol
oxidasa (PPO). Ademas ha sido reconocido como aditivo GRAS (Generally
Recognized as Safe) en el control de la melanosis de crustaceos. En la Tabla

[11.1 se detallan las principales caracteristicas de este compuesto.

HO

Figura lll.1. Estructura quimica del 4-hexylresorcinol (Adaptado de Gutiérrez,
2001)
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Tabla lll.1. Caracteristicas del 4-hexylresorcinol empleado en el control del
pardeamiento de frutas, hortalizas y crustaceos (Adaptado de McEvily et al.,

1991a)
Ventajas y Observaciones Dosis usual
Desventajas (pA)
»Alta efectividad a »Es soluble en agua, no téxico, 0.005 a
bajas concentraciones no mutagénico y no cancerigeno O 03%

»Inhibicién irreversible »Posible accién antimicrobiana

El 4-HR ha proporcionado excelentes resultados en diferentes tipos de
alimentos (Montero et al., 2001). En frutas y hortalizas MP, el 4HR ha sido
utilizado en los ultimos afios por diversos grupos de investigacion (McEvily et
al., 1991a y b; Monsalve-Gonzalez et al., 1993 y 1995; Frankos et al., 1991).
Por ejemplo, Monsalve-Gonzélez et al., (1993) observaron como el uso
combinado de 4HR (0.02%) con el acido ascérbico (0.25%) resultdé ser mas
efectivo en el control del pardeamiento que el sulfito sédico durante la
inmersion a 25°C de rodajas de manzanas MP var. Red Delicious. Sin
embargo, estos tratamientos resultaron ineficaces cuando se realizaron a
temperaturas superiores a 35°C. También Son et al., (2001) observaron que
inmersiones durante 3 min en 0.1% de 4HR resultaron muy efectivas en la
prevencion del pardeamiento de rodajas de manzana MP, almacenadas

durante 3h a temperatura ambiente, no apreciandose cambios en la

luminosidad (DL*=0).

En su empleo el 4-HR se combina generalmente con otros agentes
antipardeantes. La mezcla de 4HR (0.001M), sorbato de potasio (0.05M) y
acido isoascorbico (0.5M) provocéd una reduccion en el pardeamiento y en el
deterioro de rodajas de mango MP envasadas en atmésfera modificada durante
14 dias a 10°C (Gonzélez-Aguilar et al., 2000). También la mezcla de 4HR
(0.001g/L), sorbato potasio (0.05g/L) y Nacetilcisteina (0.025g/L) fue efectiva
en la prevencion del deterioro de rodajas de rabanos durante 18 dias a 10°C

(Gonzélez-Aguilar et al., 2001).
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Ademads, el 4-HR posee un efecto antimicrobiano debido a su accion
antiséptica (BIAM, 1992). Soto et al.,, (2000) observaron un doble efecto,
antimicrobiano-antipardeante, ocasionado por el 4-HR (200ppm) en el
procesamiento minimo mediante métodos combinados de pulpa de la fruta de

la pasion, siendo ésta estable por mas de 60 dias a 30°C.

Con lo que respecta a la fruta objeto de este estudio, Buta y Abbott (2000) y
Buta et al., (1999) concluyen que tratamientos que contienen en su formulacion
4-hexylresorcinol junto con otros compuestos como acido isoascérbico, N-
acetilcisteina y sales de calcio fueron altamente eficientes en el mantenimiento
de la calidad visual y produjeron una reduccién significativa de la pérdida de
firmeza de rodajas MP de peras var. Anjou, Bartlett y Bosc y de manzana var.

Red Delicious almacenadas durante 14 dias a 5°C.

No obstante, existe cierta controversia sobre la efectividad de este
compuesto. Existen varios estudios donde su efectividad limita, condiciona, e
incluso, potencia el pardeamiento. Sapers y Miller (1998) concluyen que la
utilizacion de 4hexylresorcionol elimina incluso el pardeamiento de la zona
central de varias variedades de peras MP, exceptuando la var. Bosc que sufrié
un severo pardeamiento independientemente del tipo de tratamiento, del
estado de madurez o de las condiciones de envasado. Por otro lado, en
ausencia del &cido ascérbico, el 4-hexylresorcinol fué incapaz de inhibir el
pardeamiento de rodajas de pera MP var. Bosc (Dong et al., 2000) y de rodajas
de manzana MP var. Delicious (Luo y Barbosa-Canovas, 1995). La inmersién
de rodajas de manzana MP var. Delicious en 4-HR (0.005%) provocé
pardeamiento, principalmente en los haces vasculares después de dos dias de
almacenamiento en refrigeracion (Luo y Barbosa-Canovas, 1995). En el mismo
sentido, inmersiones de 5-120 s en concentraciones inferiores a 50 y/o iguales
a 100 ppm indujeron un inmediato y severo pardeamiento en rodajas de
champifién MP. Por otro lado, concentraciones de 500 ppm fueron la causa de

la aparicion de coloraciones amarillentas y de un colapso del tejido, asi como
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de desarrollo de pardeamiento a lo largo del almacenamiento a 4°C (Sapers et
al., 1994).

[11.1.2 Etilendiaminotretaacético (EDTA)

Uno de los agentes quelantes o secuestrantes mas comunmente utilizados
en los alimentos son el acido citrico (Tabla 1.1, del Capitulo 1), diferentes
fosfatos y las sales del &cido etilendiaminotretaacético (EDTA). El EDTA-
disddico es reconocido como aditivo GRAS, y se emplea para mejorar el color,
el flavor y mantener la textura, ademas de ser utilizado como conservador. En

la Tabla I11.2, se recogen las principales caracteristicas del EDTA.

Tabla Ill.2. Caracteristicas del EDTA empleado en el control del pardeamiento
de frutas y hortalizas (Adaptado de Wiley, 1994; Fennema, 2000)

Ventajas y Observaciones Dosis usual
Desventajas (pv)
»Maxima eficacia secues -

trante a pH neutros, donde

los grupos carboxilos estan

Efecto / Accién

»Forma quelatos
»Formacion de  de gran estabili-
. ++
complejos alta- dad con el Ca

mente estables  »Puede originar disociados o 0
al secuestra al agotamiento de »Antioxidante sinergista, 0.2 a0.5%
ion Cu™* del ca'* eneltejido Y2 due eliminan los iones
centro activo sise afiade en  Metélicos que catalizan el

exceso proceso de oxidacion

»Antimicrobiano (Gram ")

Castarier et al., (1996) observaron que inmersiones de 5 s en EDTA (5 g/L)
previene el pardeamiento de tallos de lechuga MP var. Iceberg. EI EDTA es
generalmente utilizado en combinacién con otros agentes antipardeantes
(McEvily et al., 1992). Asi, se ha sido utilizado en por ejemplo en patatas
(Sapers et al., 1989) melén (Lamikanra y Watson, 2001) champifién (Sapers et

al., 1994) y aguacate (Dorantes-Alvarez, 1996; Soliva-Fortuny et al., 2002) MP.

Varios autores han confirmado la capacidad de inhibicién del EDTA en
extractos enzimaticos de PPO de champifién (Weemaes et al., 1999), de patata

(Duangmal y Owusu, 1999) y melocotéon (Luh y Phithakpol, 1972). Sin
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embargo, el estudio realizado por Almeida y Nogueira (1995) ha nueve
extractos de frutas y hortalizas diferentes, concluye que el EDTA posee una

pobre actividad inhibitoria hacia la PPO.

111.1.3 pH de las soluciones antipardeantes

La mayoria de las soluciones empleadas, para la inhibicion del
pardeamiento enzimatico son acidas (McEvily et al., 1992). Sin embargo,
Ponting et al., (1972) y Sapers y Miller (1998) demostraron que se consigue un
aumento de un incremento en la efectividad de los antipardeantes mas
cominmente utilizados con valores neutros de pH. De esta manera,
consiguieron una reduccién considerable del pardeamiento de manzana y la

pera MP.

Otros estudios en pera MP var. Bartlertt, Gorny et al., (2002) concluyeron
qgue inmersiones de 5 min a 20 °C con &cido ascorbico (2% p/v), lactato de
calcio (1% pl/v) y cisteina (0.5% p/v) ajustadas con NaOH a pH 7.0,
incrementaron su vida Gtil al lograr disminuir significativamente el pardeamiento
y la pérdida de firmeza, comparadas con formulaciones homologas a pH de
3.7. También Sapers y Miller (1998) observaron que inmersiones en medios
neutros son mejores que los medios 4cidos en la inhibicidon del pardeamiento
de diferentes variedades de pera MP, mostrando incluso un incremento en la
coordenada L* y un muy ligero incremento en la coordenada a*, durante 7 dias

de almacenamiento a 4°C.

El uso de pH cercanos a la neutralidad son necesarios para la disociacién
de grupos carboxilo del EDTA con un pK, cercano a 2.6 (Cesaro et al., 1982). A
pH alrededor de 6.0 la mayoria de los grupos carboxilo estan cargados
negativamente, de forma que pueden ligar al calcio provocando la inhibicion de
sus efectos reafirmantes en el tejido. Por lo tanto, cuando el pH es bajo, la

efectividad del calcio como agente de preservacion de la firmeza seria mayor.
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[11.1.4 Efecto del calcio sobre el tejido vegetal

El efecto del calcio sobre el tejido vegetal ha sido objeto de numerosos
estudios. A principios de los afios sesenta, Ginzburg (1961) sefial6 que el
calcio se podia considerar como un puente de union intermolecular en la
estabilizacion pectina-proteina en la lamina media de los tejidos vegetales. Mas
tarde, Barcel6 et al., (2001) demostraron que el calcio puede actuar en las
plantas bajo dos formas: como componente estructural de las paredes y

membranas celulares, y como cofactor de varias enzimas.

A continuacién, se analiza el papel que desempefia el calcio en la textura y
consistencia del tejido vegetal, asi como su mecanismo de acciéon y la
influencia de su adicion sobre algunos aspectos de la calidad de frutas y

hortalizas minimamente procesadas.

El calcio es esencial para el mantenimiento de la estructura y el
funcionamiento de las paredes y membranas celulares (Izumi y Watada, 1994).
El mantenimiento de la estructura de la pared celular depende particularmente
del enlace del calcio con los componentes pécticos de la lamina media
(Bangerth, 1979; Poovaiah, 1986a y b). El complejo calcio-pectina actia como
un cemento intracelular que proporciona firmeza al tejido vegetal (Alonso et al.,
1995)

La mayoria del calcio en el tejido vegetal se acumula en las paredes
celulares, y se enlaza a las pectinas mediante la unién del grupo carboxilico o
de los grupos hidroxilicos a diversos polisacaridos, mediante uniones
electrostaticas o coordinadas formando una red que incrementa su fuerza
mecanica (Van Buren, 1979). El calcio puede alterar la estructura de la
membrana debido a su habilidad para inducir una distribucién asimétrica
negativa de los fosfolipidos en la bicapa de la membrana (Krebs et al., 1979) y
alterar la fluidez de la misma (Paliyath et al., 1984). Asimismo, los iones calcio

también pueden contribuir a la firmeza del tejido mediante un incremento en la
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integridad de la membrana, consiguiéndose el mantenimiento o incremento de

la presion de turgencia en la célula (Mignani et al., 1995).

Segun el modelo de “la caja de huevos” (Figura 111.2) (Grant et al., 1973), la
asociacion entre las pectinas de bajo grado de metilacion y los iones de calcio
provoca la formacion de estructuras poliméricas con alta reticulacion. Como
consecuencia, los productos vegetales que contiene pectinas con un grado
bajo de metilacién, después de los tratamientos con calcio, muestran
consistencias mas altas o, si es fluido, una viscosidad aparente mas alta (Van
Buren, 1979; Guillou et al., 1992).

Polisacaridos
pécticos
—-\/\/\/‘\;/\

Puentes de
Calcio

00Q0=-=-0-----000
A

Figura Ill.2. Modelo de “la caja de huevos” (Adaptado de Grant et al., 1973)

Micrografias electronicas de paredes celulares de frutas tratadas con calcio
muestran un denso paquete de fibrillas y la lamina media es visible como una
regibn mas electro-densa. En las paredes celulares de frutas sin tratar se
observo una disolucion de la region de la lamina media y, en general, una
mayor ruptura de la estructura de la pared celular (Glenn et al., 1988), lo cual
confirma la actuacion del calcio como un agente ligador intermolecular
estabilizando los complejos pectina-proteina de la lamina media (Ginzberg,
1961; Brinson et al., 1988).
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De estd forma tratamientos con sales de calcio reducen el ablandamiento
del tejido vegetal en rodajas de fresas mejor que enteras (Morris et al., 1985).
El calcio solo o en combinaciéon con otros aditivos como &cido citrico, &cido
ascorbico o cisteina conservan la firmeza de rodajas de pera, fresa (Rosen y
Kader, 1989) y zanahoria (Bruemmer, 1987). En contraste, durante el
almacenamiento de lechuga troceada (Bolin et al., 1977) o cortada (Krahn,
1977) la extension en la vida Gtil se vio severamente reducida por la aplicacién
de calcio. Inmersiones de cubos de melén minimamente procesado en agua
clorada con propionato de calcio dieron como resultado productos con
caracteristicas antimicrobianas excelentes, ademas de prevenir la translucidez
durante 7 dias a 10°C. Los andlisis de calidad demostraron que tratamientos
con propionato de calcio disminuyen la tasa de respiracion y la producciéon de
etileno, mantienen la firmeza del tejido, conservan el brillo y la luminosidad de
las superficies, asimismo preservan el aroma y la calidad global visual durante
su almacenamiento. De igual forma, el uso de propionato de calcio no impartid
o indujo ningln aroma o sabor no caracteristico. En rodajas de calabacin
minimamente procesadas los efectos beneficiosos del calcio fueron reforzados
por la adicion de 100 ppm de hipoclorito, mostrando un efecto sinérgico (Izumi
y Watada,1995).

La actuacion del calcio como agente preservante de la firmeza de los tejidos
vegetales da lugar, ademas, a la aparicion de otros efectos derivados de éste,
como son la disminucion del pardeamiento enzimatico y del crecimiento

microbiano en el tejido, dependiendo del tipo de sal utilizada.

Con lo que respecta al papel del calcio en la disminucion del pardeamiento
enzimatico, se sustenta en la teoria de que su accién fortalece a las paredes y
membranas celulares (McGuire y Kelman, 1984), y como resultado de dicho
fortalecimiento, se produce una menor liberacion de la polifenol oxidasa o de

sus substratos a las superficies cortadas. Asi se ha observado como
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consecuencia de la adicién de calcio la reduccién del pardeamiento enzimatico

en rodajas de manzana (Ponting et al., 1972) y de pera (Rosen y Kader, 1989).

Ademads, la estabilizaciébn y/o reforzamiento de las paredes celulares
provocados por el calcio puede intensificar la resistencia del tejido celular a los

ataques bacterianos (Conway y Sams, 1984; Bolin y Huxsoll, 1989).

Luna-Guzman y Barrett, (2000) observaron que el lactato de calcio produjo
un efecto de secado en las superficies de melén minimamente procesado, lo
gue redujo el crecimiento bacteriano, probablemente debido a la reduccién en
la disponibilidad del agua superficial (Lund, 1983), observandose posibles
efectos antimicrobianos en recuentos totales y hongos y levaduras. lzumi y
Watada (1994) concluyeron que debido a que el efecto del calcio fue observado
Unicamente después de varios dias de almacenamiento de zanahoria
minimamente procesada, la ausencia del crecimiento microbiano es
probablemente debida al incremento de la resistencia del tejido celular a la
infeccién bacteriana y no a la accién bactericida por parte de las sales de

calcio.

En el caso de la utilizacion de lactato de calcio, los estudios de su accién
especifica en la célula microbiana estan limitados, pero se han propuesto por lo
menos dos posibles mecanismos; el primero se basa en la habilidad de los
acidos lipofilicos débiles para atravesar la membrana celular en su forma no
disociada, y disociarse dentro de la célula acidificando el interior (Freese et al.,
1973); el segundo mecanismo se basa en la capacidad especifica del lactato

de calcio para deprimir la actividad de agua (Loncin, 1975).

Por ultimo, los tratamientos con iones divalentes como el calcio reducen la
tasa respiratoria (Bangerth et al., 1972; Faust y Shear, 1972; Poovaiah, 1986b)
y por lo tanto pueden prolongar el periodo de almacenamiento de la fruta
(Glenn et al., 1988) y suprimir la produccién de etileno, siendo dicha supresion
mas efectiva a bajas temperaturas (0-12°C) (Poovaiah, 1986b; Dilley, 1990;
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Paliyath et al., 1984). Esta reduccién es debida a que concentraciones
superiores a InM de calcio citosdlico pueden inhibir la accién de muchas
enzimas (Azcon-Bieto y Talén, 2000). El calcio citosélico juega un papel
importante en la regulacion de la actividad respiratoria, estando inversamente
relacionados (Slocum y Roux, 1982). Las corrientes citoplasméticas también se
ven inhibidas con concentraciones por encima de 1nM, y ademas se favorece
la formacion de sales de calcio insolubles con ATP y otros fosfatos organicos
(Figura 111.3)

Citoplasma ADP + Pi

ATP
H*_eg ATP <
ADP Vacuola

+Pi  ATP

H*
ADP

AP +Pi
o
ADP+pi PPl

Ca!-v-

'
2pi 1

Figura 111.3. Regulacién de la concentracion intracelular de Ca™, que se
acumula en la vacuola en forma de oxalato, carbonato, etc., pero también en el
reticulo endoplasmatico (RE) y en el cloroplasto. (Adaptado de Azcon-Bieto y
Talon, 2000)

[11.1.5 Seguridad microbiolégica de FMP

Con el procesado, la presencia de células dafiadas y la disponibilidad de
nutrientes celulares provee condiciones favorables para el desarrollo de
numerosos microorganismos. Los géneros y especies, asi como la cantidad de
microorganismos presentes en los productos minimamente procesados, varia
con la fruta u hortaliza de que se trate, las practicas de cultivo y la higiene
durante la manipulacién y procesado, siendo clave el correcto manejo de la
temperatura. Sin  embargo, a temperaturas de refrigeraciébn existen
microorganismos que puede desarrollarse con relativa rapidez, tales como
Pseudomonas, Achromobacter, Flavobacterium y Alcaligenes, entre otros, (Jay,
1992).
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Los microorganismos pueden afectar de forma adversa tanto a la calidad
sensorial como a la seguridad de estos productos, siendo la seguridad de los

alimentos vegetales MP una obligacion legal de las industrias.

El establecimiento de los limites que deben cumplir las comidas preparadas
envasadas a base de vegetales crudos se recoge en el Real Decreto 3484-
2000 (BOE, 2001), el cual establece para el recuento total de aerobios
mesdofilos, y para una muestra de 5 unidades, sélo dos de ellas pueden tener
un valor de entre 10° y 10° ufc/g el dia de fabricacién y entre 10° y 10’ para el
de caducidad. Asi mismo, ninguna de las muestras podra superar las 10° ufc/g

en el primer caso y 10’ ufc/g en el segundo.

En los alimentos perecederos, el mantenimiento de una carga microbiana a
niveles satisfactorios dependeréa de la eleccion apropiada de la materia prima y
de la ejecucidon de unas practicas industriales adecuadas de manipulacion,

procesado, envasado, almacenamiento y distribucién.
111.1.6 Evaluacion sensorial de FMP

Se ha propuesto por la norma UNE (87-004-79) la definicién del andlisis
sensorial como el examen de las propiedades organolépticas de un producto
realizable con los sentidos. Por tanto, intenta aislar las propiedades sensoriales
de los alimentos en si mismos, siendo una herramienta muy Uutil en el

establecimiento de una buena aceptacién sensorial por parte del consumidor.

La realizacion de evaluaciones de calidad por paneles de jueces, catadores,
o consumidores, es de suma importancia, ya que es determinante para
garantizar de la vida util del producto y establecer la idoneidad del tratamiento

utilizado.
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Los parametros sensoriales son determinantes para establecer la calidad de
los productos minimamente procesados. Evaluaciones sensoriales del color y
apariencia en cubos de manzana MP var. Jonagored limitaron su vida util a tres
dias como maximo (Rocha y Morais, 2003). También la evaluacién sensorial
por parte de un panel de catadores limit6 la aceptabilidad de rodajas de naranja
refrigeradas (4°C) a 5 dias, debido a cambios producidos en el sabor y aroma.
La temperatura de almacenamiento también fué un factor determinante en la
calidad sensorial de pifia, kiwi, melén y papaya MP (O’'Connor-Shaw et al.,
1994).

La utilizaciébn de compuestos quimicos (antimicrobianos, antipardeantes,
entre otros) para el desarrollo de frutas MP es en la mayoria de las ocasiones
inevitable. Sin embargo, tales compuestos pueden provocar cambios en los
productos, principalmente, en el sabor y aroma. La evaluacion del impacto del
tratamiento quimico ha sido evaluada por diversos autores. Asi, Gorny et al.,
(2002) sometieron a un andlisis sensorial a peras MP tratadas con una mezcla
de distintos compuestos antipardeantes (acido ascérbico, lactato de calcio y
cisteina) con el objetivo de que un panel de catadores evaluara la presencia de
sabores u olores no caracteristicos. La evaluacion sensorial realizada por Dong
et al., (2000) a rodajas de peras MP de las variedades Bartlett y Anjou sefialé
que la presencia de 4-hexylresorcinol (0.01%) provocé un sabor no

caracteristico en las muestras.

Un analisis sensorial realizado sobre melén MP tratado con CaCl, determiné
gue concentraciones mayores a 0.5% impartieron sabores y aromas
perceptibles no caracteristicos de melén (Luna-Guzman et al., 1996; Luna-
Guzman y Barrett, 2000).

[11.1.7 Tasa respiratoria de FMP

La respiracién es un proceso metabdlico fundamental en el tejido vivo, y

puede describirse como la degradacién oxidativa de los productos mas
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complejos normalmente presentes en las células, como el almidén, los
azucares y los acidos organicos a moléculas mas simples, como el diéxido de
carbono y el agua con la consiguiente liberacién de energia y otras moléculas
que pueden ser utilizadas para las reacciones de sintesis celular. La
respiracion puede tener lugar en presencia de oxigeno (respiracion aerébica) o
en su ausencia (respiracion anaerdbica, a veces denominada fermentacion)
(Wills, 1998)

En los productos vegetales la tasa de respiracién es un buen indicador de la
actividad metabdlica y ademas es un parametro eficaz para la prediccién de la
vida util. (Glenn et al., 1988). En la Tabla Ill.3 se muestran los valores de la

tasa respiratoria para diferentes variedades de pera MP.

Tabla Ill.3. Tasa respiratoria (mL CO, kg'1 h'l) de diferentes variedades de pera
MP almacenadas en aire a diferentes temperaturas (Adaptado de Gorny, 1998).

Temperatura (°C)

Variedad

0a25 10 20a23
Bartlett 0.0-53 12-16 47.4
Bosc - 8-14 -
d’Anjou - 7-14 -
Red d’ Anjou - 6-14 -

La fruta cortada, troceada y/o pelada sigue unas pautas en la respiracion
diferentes a las de la fruta entera durante el almacenamiento debido a la
respuesta fisioldgica al dafio sufrido a causa del corte (Wiley, 1994). Las
posibles manifestaciones de estas operaciones en frutas MP incluyen un
aumento en la tasa de respiratoria y en la produccién del etileno, una acelerada
senescencia y un incremento del pardeamiento enzimatico (Watada et al.,
1990).
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Se ha observado que la operacion de cortado en peras ocasiona un
aumento en la produccion de CO,, pero no en la produccién de GH, que

permanece similar a la de la fruta entera intacta (Rosen y Kader, 1989).

Bajo condiciones de limitacion de oxigeno atmosférico, los tejidos vegetales
pueden iniciar una respiracién anaerobica en la que la glucosa se convierte en
piruvato por la via EMP (Embdem Meyerhof Parnas). Cuando el piruvato se
transforma en &cido lactico o acetaldehido y etanol, el proceso se denomina
fermentaciéon (Figura 111.4). La respiracién anaerdbica produce mucha menos
energia por mol de glucosa que las rutas aerbbicas, pero permite poner a
disposicion del tejido cierta cantidad de energia en condiciones adversas (Wills,
1998). Una tasa respiratoria y un cociente respiratorio elevados son

generalmente indicativos de reacciones fermentativas.

Acetaldehido—___ Etanol
CO.

Piruvato

Lactato

Figura I1l.4 Rutas metabdlicas del piruvato durante la fermentacion
(Adaptado de Wills, 1998)

Los productos vegetales expuestos a condiciones anaerdbicas presentan
pérdidas importantes en su calidad, y si la exposicién es prolongada tendra
lugar la muerte del tejido vegetal. Los sintomas de la exposicién y las pérdidas
de calidad varian considerablemente entre los diferentes productos vegetales.
Las condiciones anaerébicas pueden producir la formacién sabores y olores
indeseables, alteracion de la textura, pardeamiento, ademas de provocar un

aumento en la incidencia de desérdenes fisioldgicos indeseables (Kays, 1991).
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111.1.7.2 Envasado en atmoésferas modificadas

El envasado en polimeros plasticos de permeabilidad selectiva permiten
crear una atmésfera modificada activa (se elimina el aire del envase y se
reemplaza con la mezcla de gases deseada) o pasiva (se envasa el producto y
la atmésfera se modifica durante la respiracion) (Kader, 1992). Este tipo de
envasado se emplea, generalmente, para tiempos de conservacién cortos. Las
condiciones de envasado y los cambios en la composicién gaseosa durante el
almacenamiento dependeran de: (i) la actividad respiratoria de los alimentos
envasados, (ii) la temperatura de almacenamiento, (iii) la permeabilidad de los
materiales del envase, (iv) la humedad relativa del ambiente (puede afectar a la
permeabilidad del envase) y (v), la relacion superficie de envase/cantidad de
alimento (Fellows, 1994; Wiley, 1994).

Bajas concentraciones de O, y/o elevadas de CO, generados por el
envasado en atmésferas modificadas de productos cortados pueden extender
su vida atil mediante: (i) el retraso de reacciones de pardeamiento en las
superficies de corte; (ii) reduccién de las velocidades de transpiracion del
producto (pérdida de agua) y respiracion; y (iii) la reduccion de la biosintesis del
C,H4 (Gorny y Kader, 1997).

Sin embargo, varios autores han concluido que el envasado en atmdsferas
modificadas por si solo, es insuficiente para el mantenimiento de la calidad de
varias variedades de pera MP (Rosen y Kader, 1989; Soliva-Fortuny et al.,
2002a y b; Gorny et al., 2002; Gorny et al.,1998).

1.2 INTERES Y OBJETIVOS DEL ESTUDIO

Huxsoll y Bolin (1989) establecieron que la vida util de los alimentos
minimamente procesados se puede definir como el tiempo requerido para que

cualquiera de sus parametros de calidad alcance un nivel inaceptable. Los
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diferentes factores de calidad que se consideraron para este estudio se
basaron el las siguientes reflexiones: (i) Para estimar la vida Gtil en un producto
MP hay que tener en cuenta la evolucion de los parametros fisico-quimicos
mas relevantes, en este caso color y propiedades mecénicas, junto con su
calidad microbiologica para procesar un producto sano y seguro, ya que, a
pesar de que el almacenamiento en refrigeracion retarda algunos procesos
bioquimicos de frutas y hortalizas MP (Watada y Qui, 1999), el desarrollo de
microorganismos, en especial psicrétrofos, y de algunas enzimas continua.
(Lamikanra et al., 2000). Por tanto, el producto puede tener una carga
microbiana suficientemente elevada para producir sabor y olor desagradables y
la degradacion de tejidos, considerandolo no apto para su consumo. (i) El
aumento de la vida util de un alimento se logra a través del conocimiento de los
factores que causan, con mayor antelacion, la pérdida de calidad en el
producto para asi poder actuar sobre ellos, retardando o inhibiendo los
procesos indeseables. Por ejemplo, la utilizacion de sales de calcio ha sido
empleada por numerosos autores, para el incremento en la vida util de
productos vegetales MP. Ademas, los agentes antipardeantes y las
concentraciones empleadas fueron escogidas en base a los resultados en los

trabajos previos, buscando siempre un pH lo més neutro posible.

Por consiguiente, el objetivo general de este trabajo es el estudio del efecto
de diferentes compuestos antipardeantes aplicados mediante la técnica de
impregnacién a vacio a muestras de pera var. Blanquilla, evaluando diferentes

parametros de calidad durante su almacenamiento en refrigeracion.

Para lograr este objetivo general, se establecieron los siguientes objetivos
especificos: (i) Andlisis de la efectividad compuestos antipardeantes aplicados
por impregnacién a vacio a través de la evaluacién de las propiedades 6pticas
y mecanicas durante su almacenamiento. (ii) Evaluacién de la calidad
microbioldgica de las muestras impregnadas durante su almacenamiento. (iii)
Determinacion de la tasa respiratoria de las muestras como indicativo de su

vida util. (iv) Andlisis de la composicidon gaseosa en el espacio de cabeza de
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muestras almacenadas (v) Analisis del efecto de la técnica de impregnacién a
vacio sobre las caracteristicas sensoriales de muestras de pera MP. (vi)
Evaluacién del efecto de antipardeantes en diferentes atributos sensoriales y

grado de aceptacion de las muestras.

1.3 MATERIALES Y METODOS

111.3.1 Materia prima

Como materia prima se utilizo pera var. Blanquilla tal como se describe en el

Apartado 1.3.1 (Capitulo 1), con un contenido de soélidos solubles, medio de

12.8+0.6 °Bx.
111.3.2 Soluciones empleadas

Las soluciones utilizadas en los tratamientos antipardeantes se prepararon
con una solucidén isotonica de sacarosa de 14°Bx, ademas de contener los
diferentes compuestos antipardeantes con diferentes concentraciones. Los
compuestos utilizados fueron citrato tri-sodio 2-hidrato, L(+)}ascorbato sodio,
sal disddica etilendiaminotetraacético 2-hidrato (EDTA) y lactato de calcio 5
hidrato (Ca’"), suministrados por Panreac Chemical Co,. El 4hexylresorcinol
(4-HR), adquirido por Sigma-Aldrich Chemical Co. y sacarosa suministrada por
AEASA Co. La cantidad de solucion utilizada en cada tratamiento estuvo en
proporcién 20:1 respecto al peso de la fruta tratada. En la Tabla 1ll.4 se
muestra el disefio de los tratamientos empleados, con la composicién, a,y pH

de las soluciones utilizadas en cada caso.
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Tabla Ill.4. Composicion, a,, pH y °Brix de las soluciones™*

Compuesto Concentracion %

Tratamiento antipardeante ) aw pH ° Brix
T1 Citrato 3 0.986+0.002 6.97+0.19 17.6+1.7
T2 Ascorbato 2 0.989+0.002 6.67+0.37 17.2+1.4
T3 EDTA 0.4 0.991+0.002 4.59+0.20 14.9+0.2
T4 4-HR 0.02 0.992+0.002 6.03+0.38 14.5+1.4
T5 Isoténico (control) 0.991+0.002 5.90+0.48 14.2+1.1
T6 Citrato+lactato de Calcio 3/1 0.984+0.001 6.68+0.25 18.4+1.7
T7 Ascorbato+lactato de Calcio 2/1 0.985+0.001 6.37+0.34 18.8+1.6
T8 EDTA+ lactato de Calcio 04/1 0.990+0.002 3.92+0.07 16.5+1.4
T9 4-HR+ lactato de Calcio 0.02/1 0.991+0.002 6.53+0.23 15.2+0.3
T10 Isoténico+ lactato de Calcio 1 0.989+0.002 6.62+0.13 16.5+0.3

x media * derivacion estandar
z T1-T10 contienen una solucién isoténica base (14°Bx de sacarosa)

Para las determinaciones microbioldgicas, de la composicion gaseosa y
para la evaluacion sensorial la solucidn base (isotdnica 14°Bx de sacarosa) fue
esterilizada a 121°C por 15 min con el fin de no intoducir a las muestras

contaminacién microbiana, durante la impregnacién a vacio.

111.3.3 Preparacién de las muestras

Para la preparacion de las muestras en cada una de las experiencias se
procedié de igual modo como se describe en el Apartado 1.3.2 (Capitulo I).
Cada uno de los cilindros se pes6 en una balanza de sensibilidad 0.01g y fue

identificado para su posterior seguimiento.

111.3.4 Aplicacién del tratamiento

Cada muestra cilindrica se sumergié en la solucién correspondiente a una
temperatura de 4°C e inmediatamente después, fue introducida en el equipo de
impregnacion a vacio de la planta piloto del Departamento de Tecnologia de
Alimentos de la UPV a una presion de 50 mbars durante 5 min Transcurrido

este tiempo, la presidon atmosférica se restaurd y la muestra se mantuvo en la
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solucién durante 10 min mas con agitacion. Posteriormente las muestras se
extrajeron de las soluciones, se elimind el exceso de solucion superficial con
papel absorbente y se pesaron en una balanza de sensibilidad (0.01g). Las
muestras fueron almacenadas a 4°C en bolsas de polietileno de alta densidad
(PEHD) con cierre de seguridad suministradas por DeltaLab®. para su
inmediato (t=0dias de almacenamiento) o posterior andlisis, almacenandose a
4°C. Las muestras destinadas a los andlisis microbiol6gicos se almacenaron en
bolsas de polietileno estériles de permeabilidad al CO, de 6000-7000 y al O, de
2000-3000 mL/m? 24h atm suministradas por SewardMediacal®. que se

termosellaron.
111.3.5 Determinaciones fisicos-quimicas

Para las determinaciones de humedad, grados Brix, pH y &, propiedades
mecanicas y propiedades 6pticas se siguieron los protocolos descritos en el
Apartado 1.3 Materiales y Métodos, del Capitulo II.

111.3.5.1 Capacidad de retencién de fase liquida

La capacidad de retencién de fase liquida, principalmente agua (CRA) fue
determinada por centrifugacion de la muestra a 4000 r.p.m. (Selecta, Modelo
MediFriger-BL) por 15 min a 15°C, y fue calculada utilizando la ecuacion IIl.1,
expresandose en porcentaje. Las determinaciones fueron realizadas por
duplicado inmediatamente después de la aplicacion del tratamiento (t=0 dias) y

posteriormente cada tres dias hasta 17 dias.

MX(X s +X,)-L
M

%CRA = 00 (Ec. 111.1)

donde M es la masa de la muestra en gramos, X es la fraccion de sélidos
solubles en la muestra (gssiidos solubles /1009 muestra), XW €s la fraccion de agua en la

muestra (Qagua/100gmuestra) Y L s el liquido exudado en mililitros.
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111.3.5.2 Dafio en la membrana celular

Se determino mediante el protocolo seguido por del Valle et al., (1998).
Colocandose los cilindros de pera en 50 mL de agua destilada a temperatura
ambiente durante 4h, y se midi6 la conductividad inicial y final con un
conductimetro (Multi-parameter Analyser, Modelo Consort C831) previa
calibracion con patrones de 0.01 M KCI (1332ns) y 0.1 M KCI (12.15ms) a
22°C. Las determinaciones fueron realizadas por triplicado inmediatamente
después de la aplicacion del tratamiento (t=0 dias), a 1 dia de almacenamiento

y posteriormente cada tres dias hasta 17 dias.
[11.3.6 Analisis microbioldgicos

La determinacién del recuento de microorganismos mesofilos, psicrétrofos,
mohos y levaduras se llevo acabo utilizando los métodos descritos en la APHA
(American Public Health Association, 1992), expresando los resultados como
logaritmo de unidades brmadoras de colonias por gramo de muestra (Logig
ufc/g).

Para la aplicacion del tratamiento fueron esterilizados con autoclave el
material y los medios de cultivo (121°C por 15 min). ElI material no
autoclavable, asi como los envases y la campana de flujo laminar donde se

realizo la siembra fueron esterilizados por luz ultravioleta durante 1 h.

Las muestras previamente envasadas fueron abiertas en condiciones
asépticas y colocadas en bolsas estériles diluyéndose en agua de peptona
estéril 10™ (p/p) (Merck, KGaA), para su inmediata homogeneizacién con un
masticador (Stomacher) durante 1 min Posteriormente se realizaron las
diluciones apropiadas utilizando agua de peptona estéril. De cada una de las
diluciones se tomo 1 mL con una pipeta automatica estéril y se colocé en

placas petri estériles de 90 mm de didmetro, afiadiéndoseles el medio de
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cultivo (aproximadamente 15 mL) (Figura Alll.1, del Anexo Ill.1). Para
microorganismos mesofilos aerobios y psicrotrofos se utilizé agar para el
recuento bacteriano (PCA, Merck, KGaA). Los primeros con un periodo de
incubacion de 3 dias a 30 °C (Selecta, Modelo Incubat-2000207), y los
segundos durante 10 dias a 7 °C (Selecta, Modelo Hot-Cold UL4000697). EI
recuento de mohos y levaduras fue realizado en agar sabouraud dextrosa
(Scharlau Chemie, S. A.) adicionandosele 0.05 ¢ L de cloramfenicol
(Calbiochem), incubandose por 5 dias a 30 °C (Selecta, Modelo Incubat-
2000207). Se realizé el recuento de placas con un numero de unidades

formadoras de colonia (ufc) comprendido entre 30 y 300.

Los recuentos microbiolégicos se realizaron por duplicado, efectudndose
después de la aplicacion del tratamiento (t=0 dias) y posteriormente cada 5

dias durante 25 dias.
111.3.7 Andlisis sensoriales

Para determinar la percepcion de la calidad organoléptica de la pera MP, se
realizaron dos tipos de evaluaciones, la primera correspondiente a una prueba
de comparacion pareada simple, y la segunda una prueba de comparaciones
multiples. Ambas pruebas se realizaron en la sala de catas del Departamento
de Tecnologia de Alimentos de la UPV, que sigue las directrices de la Norma

UNE 87-004-79, y fue realizada a un panel de catadores no entrenado.

En la prueba de comparacion simple los catadores indicaron mediante un
test (Figura Alll.2, del Anexo l1ll.1) cuél de las dos muestras tenia mayor
intensidad de los siguientes siete atributos: aroma, firmeza, dureza, sabor,
acidez, dulzor, jugosidad y preferencia global. La evaluacién se realiz6é con los
ojos tapados con el fin de evitar que los consumidores estuvieran influenciados
en sus respuestas por el diferente aspecto de las muestras ocasionado por la
impregnacion a vacio (apariencia translicida). Las muestras sujetas a la

comparacion procedian de la misma pera para evitar diferencias sensoriales
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asociadas a la materia original. El andlisis se realiz6 inmediatamente después

de la aplicacion de los tratamientos (t=0 dias).

En la prueba de comparacion multiple se les pidié a los dieciséis catadores
gue compararan las muestras respecto a una de referencia, en términos de la
intensidad menor ¢) o mayor (+) de cada una de los atributos translucidez,
pardeamiento, aroma, firmeza, jugosidad, sabor, acidez, dulzor y preferencia
global. El andlisis sensorial fue realizado con muestras procedentes de la
misma pera recién procesadas (t=0 dias), ya que esta forma se detectarian
mas facilmente sabores residuales posiblemente procedentes de las soluciones
de impregnacién, y de minimizar el riesgo microbiolégico hacia los
consumidores. Se realizaron tres repeticiones, durante 3 semanas
consecutivas, utilizando una hoja de test donde se codificaron las muestras
(Figura Alll.3, del Anexo Il1.1).

[11.3.8 Determinacion de la tasa respiratoria

Tanto la emisién de CO, como el consumo de O, pueden ser utilizados para
medir la tasa respiratoria (TR). Para la determinacién de la TR se utilizd un
método estatico tal como lo describen Stern et al., (2000), que consistié en
colocar las muestras en un recipiente impermeable y cerrado (recipiente de
vidrio) con una concentracién de aire inicial conocida midiéndose directamente
los cambios en las concentraciones internas de Q y CO, resultantes de la
respiracion después de un determinado periodo de tiempo. Ademas, a partir de
la medicién simultanea del intercambio gaseoso entre CO, y O, es posible
calcular el cociente respiratorio (CR), que es la relacién entre las moléculas de

CO, emitido y las moléculas de O, utilizado.

Las muestras (145-155 g) fueron colocadas en un recipiente de vidrio (0.847
litros de capacidad) cerrado herméticamente y se colocaron en una incubadora
a 10°C (Selecta, Modelo Hot-Cold UL4000697). Las concentraciones en

porcentaje de O, y CO, se midieron con un analizador automatico (PBI
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Dansensor, Modelo 9900) que utiliza un detector de infrarrojos para el CO,
(0.01-100%) y el O, es detectado por un sensor de estado sélido (0-100%). La
muestra de gas (1-2 mL) fue succionada del espacio de cabeza por una jeringa

a través de un septum cada 30 min durante 285 min

La tasa respiratoria (TR) (mL CO, 6 O, kg'1 h'l) para ambos compuestos se

obtuvo mediante la ecuacion Ill.2

R =2% (Ec. 111.2)

M X100

donde a es la pendiente de la variacion de la fraccion volumétrica en
porcentaje obtenida de la representacién frente al tiempo en horas en el
intervalo de medicion, V es el volumen del espacio de cabeza del recipiente en
mL, y M es la masa del las muestras en klogramos. Las determinaciones

fueron realizadas por triplicado.

111.3.9 Evolucion durante el almacenamiento de la composicion gaseosa

en el interior de los envases

Para determinar la evolucion del O,, CO, y de volatiles asociados a
procesos fermentativos, acetaldehido y etanol, a lo largo del almacenamiento

se prosiguié como se describe a continuacion.

Las muestras impregnadas se envasaron en contenedores
termoconformados rigidos (tarrinas) de polipropileno en forma de copa de
0.350 litros de capacidad total (6.5 cm de alto, 6 cm de diametro de boca y 250
mm de espesor), cada envase contenia entre 55 a 60 g de muestra (8 6 9
cilindros). Posteriormente, las tarrinas se termosellaron (IEM, Modelo CD-500
de 500 m/m de ancho) en su perimetro superior con una pelicula plastica de
polietileno de 76 mm de espesor (Micrometro Palmer). Tras el sellado, la

superficie de intercambio gaseoso del envase fue de 0.0113m°. Las tarrinas se
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conservaron a 4°C (COPELAN, Modelo de AT41/ DKSJ150) y 88% HR durante
25 dias para simular unas condiciones optimas de distribucion y
comercializacion hasta su consumo. Se realizaron 3 replicas por tratamiento y
las determinaciones correspondientes se efectuaron al inicio y, posteriormente,
cada 5 dias. Las perdidas de peso durante el almacenamiento se evaluaron por
la diferencia de peso (Metter-Toledo, Modelo PG503-S).

Con el fin de cotejar el intervalo la permeabilidad de la pelicula plastica
reportado en bibliografia, esta fue determinada utilizando el método isostatico
descrito por Uovera et al., (2002). La permeabilidad de la pelicula plastica se
determino Unicamente para el CO, a 4 y 20°C a una a, igual a cero. El método
consiste en colocar la pelicula plastica en una célula de medida que posee dos
compartimentos de entrada y otros dos de salida (Figura Alll.4, del Anexo 1l1.1).
Por uno de los compartimentos de entrada es introducido el gas permeante
(CO,) a una presion parcial constante, mientras que por el otro es introducido
un flujo de N, que recoge el CO, que ha permeado, este ultimo flujo es
analizado por cromatografia de gases en un microcromatdgrafo de gases HP
(Agilent, Modelo 200) (TCD).

111.3.9.1 Determinacion de O, y CO,

La determinacion del O, y CO; en el espacio de cabeza en los envases se
llevo a cabo mediante cromatografia gaseosa. Para ello se conecto mediante
una unién reductora (localizada en el envase) a un microcromatografo de gases
HP (Agilent, Modelo 3000A), con dos detectores de conductividad térmica
(TCD1 y TCD2), el O, fue determinado por una columna de tamiz molecular a
60°C y el CO;, con un columna Plot Q a 60°C, previa calibracion con una
mezcla de gases certificada (Abello Linde, Barcelona) de 21%0,-4%CO; y
resto N,. Los resultados del andlisis (% de cada uno de los compuestos
detectados) fueron analizados mediante el software Cerity QA-QC. La
temperatura de las tarrinas fue controlada a 4°C en una incubadora (Selecta,
Modelo Hot-Cold M4000668).

187



Capitulo 11l Antipardeantes por IV

111.3.9.2 Determinacion de volatiles

Se han seleccionado para este analisis el acetaldehido y el etanol, ya que
ambos compuestos son indicadores de una posible fermentacién del producto,
lo que indicaria una alteracion de las caracteristicas organolépticas del mismo.
La determinacion de la presencia de estos compuestos se ha efectuado por

cromatografia de gases, segln el método descrito por Stern, (2003).

Para la deteccién de estos compuestos en el espacio de cabeza de los
envases se utilizo un microcromatégrafo de gases HP -M (Agilent, Modelo 200)
con detector del tipo estado sélido perteneciente a la familia de detectores de
conductividad térmica (TCD), previa calibracién con compuestos patron
certificados (Abello Linde, Barcelona) para el acetaldehido 57 ppm y para el

etanol 100 ppm.

La toma de muestra gaseosa se realizo automaticamente y fue analizada
por una ce las dos columnas que posee el microcromatégrafo, la columna del
tipo OPM-PUQOS8 que separa entre otros compuestos al acetaldehido y al etanol,
bajo las siguientes condiciones: la temperatura de la columna fue de 153°C,
con una sensibilidad alta y con un tiempo de andlisis de 125s. Los resultados
del analisis (ppm de cada uno de los compuestos detectados) son analizados
mediante el software HP EZChrom. La temperatura de las tarrinas fue
controlada a 4°C en una incubadora (Selecta, Modelo Hot-Cold M4000668).

111.3.10 Andlisis estadisticos

El andlisis estadistico de los datos se realizé a través del analisis de la
varianza (LSD) y el andlisis de correlacion de Pearson, utilizando un nivel de
confianza del 95%. Los célculos correspondientes se efectuaron con los
programas estadisticos Statgraphics® Plus en su version 5.1 y SPSS® en su

versién 10.0.6 para Windows.
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1.4 RESULTADOS Y DISCUSION

I11.4.1 Efecto de la impregnacién a vacio sobre las propiedades Opticas y

mecanicas de las muestras.
I11.4.1.1 Propiedades 6pticas

Como ya se ha comentado en el apartado 111.3 de Materiales y Métodos,
muestras cilindricas de pera fresca con 13+0.5°Bx, 0.85+0.02 g agua/g muestra
y un valor de a, de 0.986+0.002 y 4.79+0.09 de pH, fueron sometidas al
proceso de impregnacion a vacio. La Tabla Alll.1 (del Anexo I11.2), refleja los
cambios producidos en las propiedades o6pticas de las muestras como
consecuencia de dicho tratamiento, al comparar los valores de los parametros
de las muestras frescas y las impregnadas con las diferentes soluciones

isoténicas.

Se puede observar en la Tabla IlIl.5 que la aplicacion de vacio dio lugar a
diferencias importantes en el color de las muestras. La impregnacion supone
una homogeneizacion del indice de refraccion de las muestras (Martinez-
Monzé et al., 1998), modificando la relacién absorcion-dispersiéon de luz
cuantificada a través del coeficiente de Kubelka-Munk (K/S), y, por tanto,
produciendo cambios significativos en las propiedades 6pticas. La aplicacion de
vacio supuso un incremento en la translucidez y un descenso de la luminosidad
y de la pureza de color y un aumento del tono de las muestras, que vira hacia
mas verdoso como consecuencia de la sustitucion del aire de los poros por

disolucion.

Tabla lll.5. Cambios en las propiedades 6pticas ocasionados por la IV.

Parametro

* * * * *
/ Muestra L a b hab Ca K/S; s00 RT
N;‘_triga 71.3+1.7°  -1.6+0.2° 16.1+1.8° 05.6£0.9° 16.2¢1.8° 0.83:0.06° 139.3+19.8°
i
Impregnada  32.6:2.3° -1.5:0.2° 6.4+1.3° 1035:3.4° 6.5:1.2° 6.53:0.61°  29:0.5"
Anova p 0.000 0.0477 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
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Figura III.5. Espectro de reflectancia y relacion K/S para muestra fresca () e
impregnada (-).

La Figura IIl.5 representa las curvas tipicas de reflectancia para muestras
frescas e impregnadas. La impregnacion a vacio provocd un descenso muy
acusado en la reflectancia total y un incremento de la relacién K/S, atribuible al

aumento del nivel de transparencia de las muestras impregnadas.

Cambios similares han sido mostrados por otros autores durante la
impregnacion de diferentes frutas, como pera, kiwi, fresa y cortezas de citricos
(Pérez et al., 2002; Talens et al., 2002; Chafér et al., 2001)

111.4.1.2 Propiedades mecéanicas

La Figura 1ll.6 muestra un ejemplo de las curvas tension-deformacion
obtenidas para muestra fresca y muestra impregnada con la solucién isoténica.
Se puede observar que el proceso de impregnacion supone una disminucién de
la resistencia a la fractura, dando lugar a muestras menos resistentes (menor
tensién) y donde el tramo lineal inicial de la curva es mas corto. Estos
resultados reflejan el comportamiento caracteristico de frutas sometidas al
proceso de IV, mostrado también por otros autores (Martinez-Monzé et al.,
1998), y son debidos a las deformaciones de la estructura celular de las

muestras como consecuencia de los cambios de presion en el sistema (Fito et
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al., 1996). Estas deformaciones dafian las uniones celulares y provocan la
separacion de las células del tejido, afectando al comportamiento mecanico
(Fito et al., 2001). En estas condiciones la fractura podria asociarse mas con la
separacion de las células a través de la lamina media que con la ruptura
celular. El intercambio aire-liquido en el tejido potencia el comportamiento
viscoso de la muestra (flujo del liquido no compartimentado durante la
compresion), aumentando la velocidad de relajacion del esfuerzo y el nivel de
relajacion (Chiralt et al., 2001).

100 A

80 1

60 . /‘ L

40 T o b

s (kPa)
"

20 1 4

0 T T T T )
0 0.05 0.1 0.15 0.2 eH 0.25

Figura III.6. Curvas tipicas tensién-deformacion de Hencky para muestra fresca
(=) y muestra impregnada (--).

La Tabla IIl.6 muestra los pardmetros mecanicos obtenidos a partir de las
curvas anteriores para las muestras frescas e impregnadas. La IV dio lugar a
muestras significativamente mas débiles (menor tensién de fractura), y con una
menor deformacién de fractura (muestras mas cortas) y con menor caracter
rigido (menor Ed). Ademas, la tension y deformacion lineal también
disminuyen. Esta disminucién del tramo lineal inicial de las curvas refleja una
pérdida del caracter elastico de las muestras al impregnarse, asociada al
intercambio gas-liquido y a la incorporacién de mayor cantidad de fase liquida
(Fito et al., 1996).
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Tabla Ill.6. Cambios en las propiedades mecanicas ocasionados por la IV.

Parametro/

st (kPa) €HL sr (kPa) €HF Ed (kPa)
Muestra
Materia prima 72+13° 0.11+0.02° 80+15° 0.14+0.02° 786195
Impregnada 57+18° 0.09+0.02° 63+20° 0.11+0.02°  687+89°
Anova 0.0106 0.0094 0.0057 0.0142 0.0766

Resultados similares han sido encontrados por Martinez-Monz6 et al.,
(1998) y Mastrangelo et al., (2000) durante la impregnacion a vacio de

manzana y melén, respectivamente.

111.4.2 Efecto del tratamiento y del tiempo de almacenamiento sobre las

propiedades 6pticas de las muestras.

El disefio experimental considerado contempla para las experiencias de
color tres factores: tipo de agente antipardeante, presencia de calcio y tiempo
de almacenamiento. Cada cilindro de pera se caracterizd colorimetricamente
por medio de siete parametros L*, a*, b*, hy*, Cy*, reflectancia total (RT) vy el
coeficiente de dispersién-absorcion K/S, cuyos valores experimentales se

presentan en las Tablas Alll.2 y Alll.3, (del Anexo 111.2).

Los resultados del estudio de la matriz de correlaciéon de L*, a*, b*, hy*,
Ca*, area RT y K/S, para todos los cilindros tratados y para el periodo de
almacenamiento considerado (0-17 dias) se mostraron semejantes al obtenido
en el Capitulo Il. Asi, la luminosidad L* presenté una alta correlacion con
K/Sis00 (r=0.986), la coordenada cromética a* resultd estar inversamente
correlacionada con el tono hy* (r=-0.944), la coordenada b* con el croma Cp*
(r=0.999) y, ambos, con la reflectancia total (RT) (con r=0.964 y r=0.962,
respectivamente) (Figura Alll.2 y Tabla Alll.4, del Anexo 111.2). Esto indica que

cada cilindro puede venir perfectamente caracterizado por medio de las tres
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coordenadas L*, hy* y Cyp*. Por tanto, para los siguientes analisis se tendran

en cuenta sélo estos parametros de color.

En el ANOVA multifactorial realizado sobre cada uno de los pardmetros de
color L* hg* y Cgu* para los tres factores considerados, se mostraron
significativos (p<0.05) los efectos de todos los factores, asi como la mayoria de
sus interacciones dobles, pero no la triple (Tabla Alll 5, del Anexo 111.2). A partir
de estos resultados, se decidid estructurar el andlisis de los resultados
analizando cada parametro de color y serie experimental por separado, tal y

como se comenta a continuacion.

111.4.2.1. Luminosidad.

En el parametro luminosidad, el factor de mayor peso estadistico fue el tipo
de agente antipardeante y el tiempo de almacenamiento, el menor. Ademas,
todas las interacciones dobles también resultaron significativas, donde la
interaccién presencia de calcio x tipo de agente antipardeante presenté el
mayor nivel de significacién, lo que indica que el efecto del calcio es diferente

en funcion del sistema antipardeante.

La luminosidad de los diferentes tratamientos no presentd diferencias
significativas entre los tratamientos con citrato y ascorbato y entre EDTA y los
isoténicos, siendo en éstos Ultimos superior. Los tratamientos con 4-HR dieron

lugar a las muestras significativamente mas oscuras (Figura I11.7).
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Figura Il1.7. Evolucion de la luminosidad (L*) durante el almacenamiento.

La adicién de calcio en las soluciones provocé diferencias significativas
en la luminosidad, dando lugar a muestras mas luminosas, excepto para los
tratamientos con 4HR como agente antipardeante (T9) que disminuyd, y el
citrato, que no presentd variaciones significativas. El aumento de la
luminosidad de las muestras con calcio en las soluciones antipardeantes puede
ser consecuencia del papel que juega el calcio en el fortalecimiento de la pared
y membrana celular de los tejidos con la precipitacién de pectatos, lo cual
puede estar impartiendo opacidad al tejido y aumentando el valor de L*. La
proteccidén mecanica promueve una menor descompartimentacién celular y por
tanto, podria suponer una menor liberacion de la PPO o de sus substratos
((McGuire y Kelman, 1984; Sapers y Miller, 1992), contribuyendo a un mejor
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mantenimiento del color de las muestras. El diferente comportamiento de los
tratamientos T6 y T9 (citrato-Ca’" y 4-HR-Ca'") podria estar relacionado, por
una parte por la capacidad quelante del citrato que podria inhibir su accién en
el tejido y por otra, con la posibles interacciones del 4-HR con la membranas de
las células del tejido, ya que altera la permeabilidad selectiva de éstas (BIAM,
1992), seguramente debido a dafios fisicos en la misma. Esto explicaria el nulo
efecto del calcio en este tratamiento. Por otro lado, aunque el EDTA si que
forma complejos estables con el calcio, esto no parece afectar a la influencia
del cation en la L*. No obstante, algunos autores han detectado la presencia
del compuesto EDTA-Ca’" precipitado en la superficie de las muestras,
proporcionando cierto color blanquecino a las mismas (Luna-Guzman et al.,
1996), lo que podria explicar el aumento de la luminosidad de las muestras
tratadas con EDTA-Ca"".

El efecto observado en las muestras para la curva ascorbato-Ca™" también
ha sido observado por otros autores en el control del pardeamiento enzimatico
de pera (Dong et al., 2000; Gorny et al., 1998 y 2002).

Por dltimo, el almacenamiento provocd una ligera disminucién de la
luminosidad (L*) en todos los tratamientos, mas acusada en los tratamientos
con EDTA y 4-HR con y sin calcio. Esta disminucion esta posiblemente
ocasionada por los cambios estructurales en el tejido y el desarrollo de
pardeamiento. El ligero aumento registrado en algunas muestras durante el
almacenamiento podria ser debido a un posible secado superficial de las

muestras o la precipitaciéon del compuesto de calcio.
111.4.2.2. Tono
En cuanto al tono, el tipo de agente antipardeante fue el que mas influye

estadisticamente, junto con el tiempo de almacenamiento. Sélo la interaccion

doble calcio x tiempo de tratamiento no resultd significativa, presentando las
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otras dos restantes un nivel de significacion similar (Tabla Alll.5, del Anexo
111.2)

La Figura 111.8 muestra la evolucién del tono de los diferentes tratamientos a
lo largo del almacenamiento. Durante el almacenamiento los tratamientos que
contenian ascorbato dieron lugar a los menores cambios en el tono inicial de
las muestras, registrandose coloraciones muy similares a las originales. Por el
contrario, las muestras que contenian 4HR mostraron coloraciones rojizas
significativamente mayores al resto de los tratamientos. En general, la adicién
de calcio no dio lugar a diferencias significativas en los tratamientos, excepto

en las muestras tratadas con ascorbato cuyo tono disminuy@.
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Figura I11.8. Evolucién del tono (hy,*) durante el almacenamiento.
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El tono de las muestras se vio mas afectado durante el almacenamiento que
el parametro L*, registrdndose una disminucién gradual a medida que avanza
el tiempo, similar en todos los tratamientos, excepto en el 4HR que fue mucho
mas acusada. Esta disminucion indica una evolucién desde coloraciones
verdes (>90°) hacia coloraciones amarillo-rojizas (<90°), aunque sélo en el
tratamiento 4-HR el tono alcanza valores inferiores a 90°, indicando por tanto,
un marcado pardeamiento enzimatico en estas muestras. Tal y como muestra
el analisis estadistico de la Tabla Alll.2 del Anexo 1.2, los cambios mas
acusados se producen durante la primera semana de almacenamiento.
Después la velocidad de cambio se ralentiza, no encontrdndose diferencias
significativas entre el tono de las muestras a partir del octavo/décimo dia,

dependiendo del tratamiento.

La pérdida drastica de luminosidad y el incremento excesivo en el tono v,
como se ve en el punto siguiente, el aumento de croma en las muestras
impregnadas con 4HR durante el almacenamiento son consecuencia de altos
niveles de pardeamiento enzimatico, dado principalmente en los haces
vasculares. Similares observaciones han sido encontradas en manzana MP
var. Delicious tratadas con 4HR, después de dos dias de almacenamiento

(Luo y Barbosa-Canovas, 1995)

111.4.2.3. Croma

En cuanto al croma, los factores con mayor nivel de significacién fueron la
presencia de calcio y el tipo de agente antipardeante, y Unicamente la
interaccion calcio x tipo de agente antipardeante resultd significativa. EIl ANOVA
multifactorial mostré dos grupos de tratamientos significativamente diferentes
formados, por un lado por los tratamientos T1 (citrato) y T2 (ascorbato), y por
otro por T3 (EDTA), T4 (4-HR) y T5 (isotonico), que dieron lugar a los colores
mas saturados en las muestras. El efecto del calcio fue dependiente del tipo de

tratamiento, tal y como indica la magnitud del efecto de la interaccién y no
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siguié una pauta regular. Asi, como se observa en la Figura Ill.9 y Tabla Alll.3,
del Anexo III.2), el croma del tratamiento T1 (citrato) no se vi6é afectado
significativamente por la presencia de calcio, en el T2 (ascorbato), T3 (EDTA) y
T5 (isotdnico) supuso un aumento del cromay, en el caso del 4-HR, provocé un

marcado descenso de la pureza de color.

El parametro de color que presentd menores cambios a lo largo del
almacenamiento fue el croma (Cy*), tal y como se observa en la Figura I11.9,
variando en un intervalo pequefio (5-8). En general, se puede decir que el
croma de las muestras disminuy6 significativamente los primeros dias (t=0-3)
de almacenamiento para luego volver a aumentar ligeramente, llegandose

incluso a superar los valores iniciales en el caso del 4-HR.
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Figura 111.9. Evolucién del croma (Cy,*) durante el almacenamiento.
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111.4.2.4. Cinética de pardeamiento de las muestras durante el

almacenamiento.

Tras los resultados comentados anteriormente, y teniendo en cuenta que el
parametro de color que mayor correlacion tiene con la apreciacion sensorial de
colores pardos tipicos del pardeamiento enziméatico es el tono, se procedié a
obtener las cinéticas de cambio de este pardmetro con el tiempo de
almacenamiento. Se aplic6 un modelo exponencial, segin muestra en la

ecuacion 111.3:

(hab *- hab *e)
(hab *O - hab *e)

hayp* = =exp(-k;) (Ec. 11.3)

donde hgp* es el tono a tiempo t, hay*o Y hap*e Son los valores inicial y en
equilibrio correspondientes, k; es la constante de velocidad del cambio (dia'l), t

es el tiempo de almacenamiento.

La Tabla Ill.7 muestra las constantes k. obtenidas con el modelo para cada
tratamiento, junto con el coeficiente de correlacién. La Figura I11.10 representa
la linealizacién de los puntos experimentales utilizando la ecuacion 111.3 frente
al tiempo de almacenamiento, junto con los puntos predichos por el modelo

(lineas). En todos los casos se puede observar la bondad del ajuste.

Se puede observar que la mayor constante cinética de desarrollo de colores
pardos se corresponde con los tratamientos con 4-HR como agente
antipardeante en presencia de calcio y la menor, al tratamiento con ascorbato
independientemente de la presencia de calcio. Los demas tratamientos
presentaron constantes cinéticas bastante similares. El efecto del calcio no fue
beneficioso en ningin caso para la reduccién del pardeamiento, resultando
potenciador del mismo en el caso del tratamiento con EDTA y con 4-HR. Esto

podria indicar que si bien este cation refuerza la estructura celular, la accién
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enzimatica no queda inhibida en mayor medida por este efecto en el caso de la
pera estudiada, en contra de lo observado en otros tejidos. La accion del calcio
supone un incremento en el caracter hipoténico de la solucién, lo cual implica
cambios en el tejido que, tal como se comento en el Capitulo Il llevan a un

mayor desarrollo de pardeamiento.

Tabla lll.7. Constantes cinéticas y coeficientes de correlacién encontrados para

el tono ".
Muestra K (107 dia™) R
T1 Citrato -18.1+0.7 0.9780
T2 Ascorbato -12.7+0.9 0.9475
T3 EDTA -14.1+0.6 0.9778
T4 4-HR -24.0+0.4 0.9962
T5 Isoténico -18.0+0.9 0.9586
T6 Citrato-Ca™ -21.5+0.7 0.9873
T7 Ascorbato-Ca*™* -13.8+1.2 0.9177
T8 EDTA-Ca™ -19.7+0.5 0.9908
T9 4HR-Ca"™" -31.2+0.8 0.9895
T10 Isoténico-Ca™ -17.7+¢1.1 0.9365

y letras diferentes expresan una diferencia significativa al 95%
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Figura I11.10. Cinéticas de cambio en el tono (h,,*), en las muestras. (A) citrato
(®), ascorbato (M ), EDTA (A), 4-HR (#), y Isoténico (¥); (B) citrato-Ca’* (O ),
ascorbato-Ca”™ (O ), EDTA-Ca”™ (A ), 4-HR-Ca'" (), y Isoténico-Ca™ (X).

111.4.2.5. Cambios totales de color

Para evaluar globalmente el efecto sobre el color de diferentes tratamientos
con las soluciones antipardeantes, se calcul6 la diferencia de color total DE*).
En la Figura 1ll.11 se da la DE* inducida en la muestra a los 17 dias donde los
tratamientos con EDTA y 4HR presentaron las mayores diferencias de color

debidas al almacenamiento.

il illi

Citrato Ascorbato EDTA 4-HR Isoténico  Citrato- Asco EDTA- 4-HR-  Isoténico-
Cat++ rbato- Ca++ Cat++ Cat++
Cat+

Figura Ill.11. Diferencia total de color (DE*) para las muestras a los 17 dias de
almacenamiento
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A través de los resultados comentados anteriormente, se puede decir que el
factor que ha tenido mas relevancia en la determinacion del color de las
muestras ha sido el tipo de agente antipardeante utilizado, siendo el
tratamiento con ascorbato, con y sin calcio, el que provocé un mejor
mantenimiento del color de las muestras durante su almacenamiento, tanto, por
inhibir més eficazmente el pardeamiento como otros fendmenos involucrados
en la variacién de color total como los cambios en translucidez, que afectan en

gran medida a los valores de L*.

111.4.3. Efecto de los tratamientos y del almacenamiento sobre las

propiedades las mecanicas de las muestras.

111.4.3.1 Homogeneidad de la materia prima

Para el estudio de las propiedades mecanicas a lo largo del
almacenamiento se realiz6 un anadlisis de la varianza para analizar la
homogeneidad del lote de peras utilizado. Las Figuras 111.12 y Figura Alll.1, del
Anexo IIl.2 muestran los valores medios de los pardmetros mecanicos de las
muestras frescas destinadas a sus correspondientes tratamientos. A través de
fias figuras, se puede observar que muestras destinadas al tratamiento citrato
presentaron, para todos los parametros mecanicos determinados, valores
superiores que el resto de tratamientos. También las muestras destinadas al
tratamiento isoténico presentaron valores de sg y e4F ligeramente superiores al

resto del lote.
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Figura Il1.12. Propiedades mecanicas del lote de muestras frescas.

Una vez analizado el efecto de la impregnacién sobre el comportamiento
mecanico de las muestras (Apartado 111.4.3), se llevé a cabo un estudio de la
evolucion de los parametros mecanicos de las muestras impregnadas con las
diferentes soluciones (T1-10) durante un periodo de almacenamiento de 17
dias (Figura Alll.3 Tablas Alll.6 y Alll.7, del Anexo 11I.2). Se analizaron los
parametros de tensidn de fractura (sg), deformacién de fractura (e4¢) y modulo
de la deformabilidad (Ed) mediante un ANOVA multifactorial, teniendo en
cuenta los mismos factores considerados en el analisis de las propiedades de
color, y ademas el factor pera, para poder tener en cuenta en lbs analisis

posteriores el efecto de la variabilidad de la materia prima utilizada.

El analisis estadistico mostr6 que el efecto del factor tipo de agente

antipardeante y la interaccion doble agente antipardeante x presencia de calcio
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fueron significativos para todos los parametros estudiados, presentando los
mayores niveles de significacién en cada caso. Sélo en el caso del parametro
eqr, el factor calcio fue significativo (Tabla Alll.8, del Anexo I11.2). El factor pera
fue significativo s6lo en el caso del parametro de deformacion de fractura,
donde las muestras utilizadas para las experiencias de los tratamientos T2y T7
(ascorbato y ascorbato-Ca™") mostraron valores de deformacién menores y T1

y T5 (citrato e isotdnico) mostraron valores mayores que el resto (Figura 111.12).

Con estos resultados se decidié analizar los resultados de cada parametro

mecanico por separado.
111.4.3.2 Tension lineal y de fractura y modulo de deformabilidad.

En estos parametros, el efecto con mayor nivel de significacion fue el tipo de
agente antipardeante. El factor tiempo también fue significativo, pero no la
presencia de calcio. Solo la interaccion tipo de agente x presencia de calcio
resulto significativa (Tabla Alll.8, del Anexo 111.2).

Los gréficos de la Figura Il11.13 muestran la evoluciéon de las tensiones
lineales, de fractura y Ed con el almacenamiento para todos los tratamientos,
respectivamente. Estos parametros siguen una evolucion similar, disminuyendo

a lo largo del almacenamiento.
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Figura 111.13. Evolucion de la tension lineal (s.), la tensién de fractura (sg) y
modulo de la deformacion (Ed) durante el almacenamiento.

Los tratamientos isoténicos, seguidos de los que emplearon citratos,
registraron los mayores valores de tensién y de Ed, dando lugar a las muestras
mas fuertes y rigidas. No obstante, las muestras frescas correspondientes a los
tratamientos con citrato también presentan valores mayores (p<0.05) de estos
pardmetros. En general se puede decir que los tratamientos indujeron un
descenso en la tensién y de Ed, probablemente por interacciones de los
componentes con la estructura y un ligero efecto hiperténico. Los menores
valores se encontraron para el tratamiento con 4-HR en la solucion de
impregnacién, probablemente ocasionado por una degradacion de las
membranas celulares por parte de este compuesto, descrito por BIAM (1992).

El efecto del calcio, segun el analisis estadistico, depende del tipo de
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compuesto antipardeante utilizado. Asi, en las muestras tratadas con solucién
isotdnica, ascorbato, 4-HR y EDTA las diferencias no fueron apreciables
estadisticamente, aunque las tendencias apuntan a un aumento en los valores
de tensién y del modulo de deformabilidad de las mismas. Otros autores (Gras
et al.,, 2003) si que encontraron importantes mejoras en las propiedades
mecanicas de rodajas de zanahoria y berenjena al impregnar con soluciones
isoténicas (33 g sacarosa / 20 g de lactato de calcio). Las tratadas con citrato y
calcio aparecen como menos firmes que muestras sin calcio, pero este efecto
puede deberse a la mayor firmeza de la materia prima utilizada (Apartado
11.4.3.1).

111.4.3.3 Deformacion lineal y de fractura

En ambos parametros, el efecto simple con mayor nivel de significacion fue,
de nuevo, el tipo de agente antipardeante. El efecto del calcio también resulté
significativo, pero no el del tiempo de almacenamiento. Las interacciones
dobles del efecto calcio con tipo de agente y tiempo resultaron significativas al
95% (Tabla Alll.8, del Anexo Ill.2).

La Figura Ill.14 muestra la evolucion similar de los parametros ey, y eqralo
largo del almacenamiento, no aprecidndose variaciones significativas con el
tiempo, excepto para el tratamiento con EDTA. En este caso, la aplicacion de
este agente antipardeante provoc6 un aumento significativo de la deformacion
de fractura, volviendo las muestras mas gomosas. Esto podria deberse al

efecto quelante del EDTA sobre el calcio estructural.
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Figura lll.14. Evolucién de la deformacio lineal (g4.) y de fractura (e4¢) durante
el almacenamiento.

Los tratamientos T1 y T2 (citrato y ascorbato) presentaron los menores
valores de deformacion, y el T3 (EDTA) los mayores. El efecto del calcio
supuso aumentos significativos en la deformacién lineal y de fractura para los
tratamientos ascorbato y EDTA y un descenso para las muestras tratadas con
citrato, también significativo. La interaccién con el citrato hace que las muestras
se vuelvan mas fragiles y blandas, al reducirse los parametros de carga y la

deformacion a la que rompen las muestras.

A partir de los resultados comentados en los apartados anteriores se puede
concluir que el compuesto que mejor mantuvo las caracteristicas mecanicas de
las muestras fue el tratamiento isotonico, presentando mayores los parametros

de carga de forma significativa. La utilizacion de calcio parece mejorar las
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propiedades mecanicas, aunque en este estudio, las diferencias no fueron
apreciables de forma importante. EI compuesto que dio lugar a una mayor
pérdida de firmeza de las muestras durante el almacenamiento fue el 4HR,

seguramente debido a los efectos negativos sobre la membrana de las células.

La alteracion de los parametros mecanicos por parte de las muestras que
contenian EDTA (T3 y T8), puede esta relacionada en gran medida por la
actuacion de este compuesto como quelante del calcio (enddgeno y exdgeno)
de las membranas celulares, de tal forma que se tiene un derrumbamiento de
las estructuras celulares, que es observable de manera significativa para la
deformacion de fractura (e4g) ocasionando muestras mas largas. La eliminacion
de calcio mediante el agente quelante se ha utilizado como método para el

aislamiento de células vegetales (Barcel6 et al., 2001).

Para analizar el efecto global de los tratamientos sobre las propiedades
mecanicas de carga 6, € y Ed) se realiz6 un andlisis discriminante. Para el
analisis se consideraron todos los tratamientos a un tiempo final de
almacenamiento (17d) junto con el tratamiento isotonico a cero dias de
almacenamiento (muestras Referencia). La Figura Ill.15 muestra la ubicacion
de las diferentes tipos de muestras en el plano definido por las funciones
discriminantes significativas, (F1 y F2) que permiten explicar el 95.87% de
variabilidad de los datos (F1 el 78.33 % y F2 el 17.54 %), tal y como muestra la
Tabla Alll.9A (Anexo 111.2)
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Figura Ill.15. Gréfico discriminante para todos los tipos de muestras analizados
a 17 dias de almacenamiento, comparandose muestras recién impregnadas.

Los coeficientes estandarizados (Tabla Alll.9B, del Anexo 11l.2) muestran
que las variables que méas determinan las diferencias entre los tratamientos son

SE Y &4F, correspondiéndose con F1y F2.

La funcién F1 (78.33 %) contribuye en mayor medida a la diferenciacién de
las muestras, basandose en su alejamiento o proximidad hacia las muestras
referencia (isoténicas recién impregnadas), de tal forma que es posible
distinguir de forma general tres grupos de tratamientos (Figura IIl.15). La
funcion F1 agrupa a los tratamientos T1 (citrato), T6 (citrato-Ca’), T5
(isoténico), T10 (isoténico-Ca’*) y T7 (ascorbato-Ca’") como mas préximos a
los valores de los parametros mecanicos originales, es decir, son los
tratamientos que provocan las menores alteraciones en los pardmetros

mecanicos de las muestras durante el almacenamiento.

La funcidon F2 separa a los tratamientos que contenian EDTA (T3) de los
que contenian EDTA-Ca”™ (T8). La F2 también separo a las muestras
referencia del grupo de tratamientos T1, T6, T5, T10 y T7, indicando que las

muestras tratadas con dichos tratamientos provocaron un mayor cambio en sus
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caracteristicas/propiedades mecdnicas, explicado por la deformacién de

fractura principalmente (Tabla Alll.9B, del Anexo 111.2)

Es posible distinguir como las muestras impregnadas con ascorbato (T2) al
incluir calcio (T7) presentan un comportamiento intermedio a los dos grupos

sefalados anteriormente.

I11.4.4 Respuesta del tejido vegetal durante el almacenamiento.

111.4.4.1 Evaluacién del estado del tejido de las muestras tratadas.

Se han utilizado los pardmetros capacidad de retencion de fase liquida
(CRA) y conductividad eléctrica de la solucién puesta en contacto con las
muestras para tratar de evaluar la integridad del tejido celular de las muestras
tratadas y almacenadas. La CRA esta relacionada con el nivel de
compartimentacion celular, ya que la ruptura o degradacién de las estructuras
celulares daréa lugar a una salida del liquido nativo que contribuira a una menor
CRA. Este parametro también esta relacionado con la firmeza del tejido, ya que
a mayor CRA, mayor sera la turgencia del mismo (Luna-Guzméan y Barrett,
2000). Esta turgencia sélo estara presente si el tejido no ha sido dafiado. La
salida de electrolitos es una estimacion de la permeabilidad e integridad de la
membrana celular (Marangoni et al., 1996), y en consecuencia, si la membrana
esta dafiada fisicamente, esto se traduce en un aumento en la conductividad

de la solucién que le rodea.

La Figura I11.16 muestra los valores medios con intervalos (LSD) de la
capacidad de retencion de agua (%CRA) al final del periodo de
almacenamiento (17d) de las muestras impregnadas con los diferentes
compuestos antipardeantes. Es posible distinguir dos grandes grupos
diferenciados por la presencia o ausencia de lactato de calcio. La adicién de
calcio provoca el incremento significativo de la CRA (Tabla Alll.10, del Anexo

11.2), en todos los tratamientos, a excepcién del T9 (4-HR-Ca™), con un
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comportamiento similar a los tratamientos sin calcio. Estos resultados apoyan

los encontrados para las propiedades mecanicas de estas muestras.

Los tratamientos con calcio T6, T7, T8 y T10 (citrato-Ca’", ascorbato-Ca"",
EDTA-Ca™ e isoténico-Ca’), mostraron altos valores de CRA (>88%),
indicando un mejor mantenimiento de la estructura celular. EI mayor
entrecruzamiento de cadenas de pectina en la lamina media como
consecuencia de la presencia de calcio provoca una menor exudacion de
liquido proveniente del interior del tejido. Resultados similares han sido
encontrados para melén MP (Luna-Guzman y Barrett, 2000). Estos autores
concluyeron que existe una correlacion significativa entre el contenido de

humedad, la CRA y los atributos de dureza-firmeza.
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Figura ll1.16. Capacidad de retencién de fase liquida después de 17 dias en
almacenamiento.

Estos resultados relacionan el efecto de firmeza promovido por el calcio y
registrado por los parametros mecanicos con un aumento en la CRA. Estas
observaciones fueron confirmadas por medio de un analisis de correlacion
bipareada. Los coeficientes de Pearson determinaron que el %CRA esta

correlacionado (<0.05) con el modulo de la deformabilidad (Ed) (r=0.687) y
con la tension de fractura (sg) (r=0.714) (Tabla Alll.11, del Anexo 111.2)
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La Figura 1ll.17 muestra la conductividad medida en la solucion donde
estaban inmersas las muestras con 17 dias de almacenamiento. Como la
medida de conductividad depende del tipo de sal empleada, se utilizaron estos
datos Unicamente para comparar los tratamientos con sus homdlogos con
calcio. Como se puede observar en la grafica, el calcio supuso en todos los
tratamientos un descenso de la conductividad eléctrica de la solucién, excepto
para las muestras tratadas con 4-HR. Estos resultados confirman, de nuevo, el
efecto protector del calcio sobre la estructura celular y la agresividad del 4HR

sobre los tejidos celulares.
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Figura l11.17. Conductividad de las muestras después de 17 dias en
almacenamiento.

[11.4.4.2 Andlisis de la tasa de respiracion.

Sobre la base de los resultados obtenidos, se decidid descartar a los
tratamientos EDTA (T3), 4-HR (T4), EDTA-Ca™" (T8) y 4-HR-Ca"" (T9) para las
siguientes determinaciones, ya que no son capaces de controlar el
pardeamiento enzimatico y tampoco ayudan a mantener las caracteristicas

mecanicas de las muestras. Por consiguiente, para las siguientes
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determinaciones Unicamente se utilizaran las siguientes soluciones: ascorbato
(T2), ascorbato-Ca™ (T7), citrato (T1), citrato-Ca™ (T6), isoténico (T5) y
ilsoténico-Ca’™ (T10).

111.4.4.2.1 Tasa respiratoria

Tanto la emisién de CO, como el consumo de O, pueden ser utilizados para
medir la tasa respiratoria (TR). Ademas, a partir de la medicién simultanea del
intercambio gaseoso entre CO, y O, es posible calcular el cociente respiratorio
(CR), que es la relacién entre las moléculas de CO, emitido y las moléculas de
O, utilizado. En el caso de la oxidacidon de la glucosa, el volumen de O,
consumido es igual al volumen de CO, producido y el valor de CR (6CO,/60,)
es igual a la unidad. Si por el contrario, el compuesto oxidado es un acido
graso, por ejemplo el &acido oleico, el CR para esta relacion es de
18C0,/25.50,=0.71, es decir menor a la unidad. Por otro lado, si los substratos
respiratorios son acidos organicos, el valor de CR tendra un valor mayor que la
unidad porque el grado de oxidacién de estos compuestos es mayor que el de

los azlcares (Wills, 1998).

En la Figura Ill.18 se muestran los valores de la tasa respiratoria en
términos de oxigeno (TRO;) y del diéxido de carbono (TRCO,) de pera var.
Blanquilla entera, cortada o impregnada con solucion isot6nica, obtenidos a
10°C. El valor medio de la TRCO, para muestras cortadas fue 17+1 mL CO, /kg
h, valor muy similar d encontrado para pera cortada de la var. Bartlett (Tabla
111.3) y ligeramente mas alta que el publicado para otras variedades Bosc, Red

d’Anjou y d’Anjou).
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Figura 111.18. Tasa respiratoria obtenida para las diferentes muestras.

Se puede observar que el proceso de corte y la impregnacién provocaron un
aumento significativo en la TRCO, (Tabla Alll.12, del Anexo I1l.2). Este
aumento esta asociado al estrés celular ocasionado por las operaciones de
manipulaciéon que provocan alteraciones en su fisiologia, potenciandose tanto
la cadena de transporte de electrones como el ciclo de los acidos tricarboxilicos
(Brecht, 1995).

Para muestras cortadas, este aumento también se atribuye a la gran
superficie de contacto de la fruta con la atmdsfera que le rodea, que provoca un
mayor intercambio gaseoso. En frutas enteras, el oxigeno necesario para llevar
a cabo el proceso de respiracién es suministrado por la atmésfera, atravesando
la piel, los espacios intracelulares y las membranas celulares hasta llegar a la
mitocondria. Cuando la fruta es desprovista de la piel y/o es cortada, la
velocidad de la respiracion aumenta debido a la reduccion de las barreras
fisicas para la difusidn del oxigeno en tejidos y al aumento de la permeabilidad

de las membranas (Rolle y Chism, 1987).

Con lo que respecta a la respuesta de las muestras impregnadas, se
registré una disminuciéon de la TRO, y un incremento de la TRCO,, ambos
significativos (Tabla Alll.12, del Anexo IIl.2). Esto estd ocasionado por la

entrada de liquido en los espacios intercelulares debido a la IV, limitando asi el
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intercambio gaseoso. La sustitucidon de gas por liquido en los poros del tejido
tiene un efecto limitante para el intercambio gaseoso, ya que la difusividad del
oxigeno en los gases es del orden de 10° veces su valor en los liquidos. En
este sentido, la IV representa una barrera a la respiracion. Castell6 et al.,
(2002) encontraron resultados similares al someter a diversas frutas al proceso

de impregnacion a vacio con soluciones isotonicas.

La Figura [11.19 muestra los valores del cociente respiratorio de las
diferentes muestras. Las muestras cortadas e impregnadas muestran valores
superiores a la unidad indicando que los substratos respiratorios utilizados por
las muestras son &cidos organicos. Esto puede estar provocado, en parte, por
la limitacién al transporte de oxigeno en el tejido, lo que lleva a la célula a

utilizar rutas anaerobicas para la obtencion de energia.
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Figura 111.19. Cociente respiratorio de pera var. Blanquilla determinado a 10°C.

111.4.4.2.2 Efecto del tratamiento

La influencia en la tasa respiratoria (TR) del CO, y del O, y el cociente
respiratorio (CR) de la impregnacién con las diferentes soluciones se muestra

en las Figuras 111.20 y 111.21.

La TR del O, fue muy similar para todas las muestras tratadas, excepto para
las muestras con citrato que presentaron un descenso significativo con
respecto al resto de las muestras tratadas y también a las cortadas y enteras
(Tabla Alll.13 del Anexo Il1.2).
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Figura 111.20. Cambios en la tasa respiratoria ocasionados por el tipo de
compuesto antipardeante impregnado.

La TR del CO, presenté diferencias significativas al 95%, encontrandose

menores valores en las muestras tratadas con los agentes antipardeantes

citrato y ascorbato. Las muestras tratadas con la solucién isoténica (con y sin

calcio) presentaron los valores mayores, similares a los de la muestra recién

cortada (Figura I11.20).
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Figura Il1.21. Cociente respiratorio de muestras impregnadas con diferentes
compuestos antipardeantes.

El CR de las muestras impregnadas fue superiores a la unidad (Figura

[11.21), indicando por tanto, la utilizacién de &cidos organicos como substratos

de la respiracion.
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La menor TR del CO, y del O, para las muestras tratadas con citrato parece
estar relacionada con la capacidad del citrato para inhibir la actividad de la
enzima fosfofructoquinasa, que cataliza la fosforilacion de fructosa-6-fosfato a
fructosa 1,6-bisfosfato, interrumpiendo asi la via glucolitica de la cadena
respiratoria en el citoplasma celular (Turner y Turner, 1975; Kato-Noguchi,
1997). Este compuesto también actia como substrato esencial en el ciclo de
los &cidos tricarboxilicos (ciclo de Krebs) durante la respiracion en la
mitocondria, pudiendo favorecer de este modo esta via metabdlica de la
respiracion. Sin embargo, el citrato presenta una permeabilidad muy baja hacia
la mitocondria, y por tanto, no puede ser empleado como substrato para la

respiracién (Wiskich y Dry, 1985).

Kato-Noguchi (1997) y Kato-Noguchi y Watada (1997) encontraron también
este efecto inhibitorio del citrato sobre la TR en rodajas de zanahoria MP,

cuando se utiliz6 a concentraciones superiores a 1mM.

Las muestras impregnadas con ascorbato mostraron una menor TR del CO,
y menor CR con respecto al resto de las muestras impregnadas, cortadas y la
pera entera, siendo esta diferencia significativa al 95%. Una posible razén que
explicaria la disminucion de la actividad respiratoria ocasionada por el ion
ascorbato, es que este es capaz de reducir a la forma oxidada de la citocromo
¢ oxidasa, enzima de localizacion mitocondrial y componente critico de la tltima
etapa de la cadena respiratoria. Las reacciones de la citocromo ¢ son simples y
una amplia variedad de compuestos tienen la capacidad de reducirla, siendo

uno de estos compuestos el ascorbato (UARK, 2003).

[11.4.5 Evolucién de la composicion del espacio de cabeza de las

muestras envasadas.

En el almacenamiento de las muestras se ha utilizado un método dinamico
en envase permeable, en el cual las concentraciones de O, y CO, cambian con
el tiempo antes de alcanzar el equilibrio. Se ha considerado que el intercambio

gaseoso a través del contenedor de polipropileno donde se almacenaron las
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muestras no es significativo, al igual que en otros trabajos encontrados en la
bibliografia (Aguayo y Artés, 2001; Almenar et al., 2002; del-Valle et al., 2002).
Por tanto, la transmisién de gases va a tener lugar Unicamente a través de la
pelicula plastica de polietileno utilizada en el sellado del envase, ya que ésta
presenta una alta permeabilidad (>6000 mL C02/m2 24h atm a 4°C), similar
para todos los envases. Esto evitara la formacion de condiciones anaerébicas

que pudieran afectar a la calidad sensorial y microbiolégica de las muestras.
11.4.5.1 Gases

Las Figuras I11.22 y 111.23 muestran la evolucion de las concentraciones de
0O, y CO; en el espacio de cabeza de los envases con los distintos tipos de
muestras tratadas, observandose la tendencia al equilibrio dinamico para
ambos compuestos. Este equilibrio se establece en el momento en que se
igualan los flujos del gas (O, o CO;) generados por la respiracién y permeados
a través del envase. Ambos flujos van cambiando con el tiempo. La velocidad
de flujo del gas a través del envase aumenta con el tiempo a medida que se
potencia la diferencia de concentracion entre el interior y el exterior del mismo y
el flujo asociado a la respiracion se ve disminuido a medida que se modifican

las concentraciones internas.

El tiempo de equilibrio puede establecerse en todos los casos en
aproximadamente 15 dias y es de destacar que esta situacion corresponde con
modificaciones relativamente pequefias de la atmdsfera inicial. En ningin caso
se superan concentraciones de CO, del 1.5 % ni se reduce la concentracion de
O, por debajo del 20 %. Estos niwles no entran dentro del intervalo
usualmente buscado en el envasado en atmésferas modificadas de equilibrio:
3-5% de O, y 315% de CO,. Esto es debido a la alta permeabilidad del film

termosellado en el envase.
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Figura ll1.22. Evolucion del O, en el espacio de cabeza de las muestras
envasadas durante el almacenamiento a 4°C.
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Figura 111.23. Evolucion del CO, en el espacio de cabeza, durante el

almacenamiento a 4°C.

El valor de las concentraciones de equilibrio sera funcién, entre otros
factores, de la tasa de respiracion inicial y de las modificaciones de la misma
con el cambio de concentracién. No obstante, no se observé una correlacién de
los estos valores (Tabla Alll.14, del Anexo 111.2) con la tasa de respiracion
inicial, por lo que parece deducirse que las modificaciones de la misma en
funcién del cambio en la atmésfera interna fueron sensibles al tipo de

tratamiento efectuado. En este sentido es de destacar que todos los
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tratamientos con calcio implicaron siempre atmosferas de equilibrio menos
alteradas respecto a la inicial, lo que sugiere una mayor sensibilidad de la tasa
respiratoria a la concentracién de gases en estos casos. La ralentizacion de la
actividad respiratoria al combinar los agentes antipardeantes con el calcio en la
solucién de impregnacién puede explicarse por interferir este ion divalente en la
regulacion respiratoria (Saftner et al., 2003; Artés et al., 1999; Luna-Guzman et
al., 1999).

Asi mismo, se observan diferencias significativas entre los valores de
equilibrio de los diferentes tratamientos, y también respecto a la muestra sin
tratar. El isoténico present6 los menores niveles de O, de equilibrio respecto al
resto de los tratamientos. Por otro lado, las muestras sin tratamiento mostraron
un comportamiento intermedio entre muestras impregnadas en ausencia o
presencia de calcio. Las interacciones de los componentes aplicados en el

tejido parecen afectar por tanto la actividad metabdlica y las rutas respiratorias.

111.4.5.2 Volatiles

En condiciones anaer6bicas, se ponen en marcha rutas metabdlicas
alternativas que dan lugar a procesos fermentativos que generan compuestos
como etanol y acetaldehido. Estos compuestos conducen a la alteracion de las
caracteristicas sensoriales del producto, como son el aroma y el sabor,
ocasionando la pérdida de calidad del mismo. El aumento de la concentracidn
de CO, desde los niveles atmosféricos normales (del 0.036%) hasta niveles de
entre 1 y 5%, como es nuestro caso, causan alteraciones en las rutas
respiratorias (Azcén-Bieto y Talén 2000) y en la produccién de metabolitos

secundarios (Kays, 1991).

El ANOVA realizado mostré de nuevo como significativos los efectos de los
tres factores considerados y sus interacciones dobles (Tabla Alll.15, del Anexo
.2).

220



Capitulo 111

Las Figuras 1l1.24 y 111.25 muestran la evolucién de etanol y acetaldehido a
lo largo de 25 dias de almacenamiento. Se puede observar un incremento de
sSus concentraciones para todas las muestras, tendiendo a alcanzar un estado
estacionario. Este aumento en las concentraciones de etanol y acetaldehido se
pueden atribuir al efecto conjunto de distintos factores, siendo el mas
importante, el inicio de procesos fermentativos (Baldwin et al., 1995). No sélo el
metabolismo fermentativo propio tejido del vegetal es responsable de la
generacion de compuestos volatiles no deseados. La contaminacion
microbiol6gica (Jacxsens et al., 2003) y la propia senescencia del fruto (Kays,
1991), también podrian estar contribuyendo a la potenciacién de la produccién

de estos volatiles durante el almacenamiento de frutas y hortalizas MP.

0 5 10 15 20 25
---8--- Ascorbato —=8— Ascorbato-Ca++
---8--- Citrato —&— Citrato-Ca++
o-- - jsotonico —8— s/tratamiento

—=®—jisotonicoCa++

Figura Ill.24. Concentracion de etanol en el espacio de cabeza del envase
durante el almacenamiento a 4°C.

221



Capitulo 11l Antipardeantes por IV

Acetaldehido (ppm

t (dias)

15 20 25
8--- Ascorbato —=8— Ascorbato-Ca++
---8--- Citrato —&— Citrato-Ca++
---8--- jsotonico —=&— sftratamiento
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Figura l11.25. Concentracion de acetaldehido en el espacio de cabeza del
envase durante el almacenamiento a 4°C.

El tratamiento que mayores concentraciones de acetaldehido produjo fue el
isotonico. El efecto del calcio fue potenciar la aparicion de compuestos volatiles
en el caso del tratamiento con citrato, y disminuirla en el caso del ascorbato e

isoténico.

Un andlisis de correlacién bipareada para cada tratamiento entre los niveles
de O,, CO,, etanol y acetaldehido reflejo una correlacién negativa significativa
al 99% entre el O, consumido y el acetaldehido y el etanol (Tabla Alll.16, del
Anexo 1l11.2) para todas los tratamientos. Siendo destacable la alta correlacion
en las muestras tratadas con citrato (T1) y en el tratamiento isoténico (T5), con
coeficientes de Pearson para la correlacién O,-acetaldehido de r=-0.907 y r=-
0.934, respectivamente y valores de r=-0.956 y r=0.932, para la correlacion O,-
etanol, respectivamente. Esta correlacion también fue observada por Agar et
al., (1999) durante el almacenamiento de rodajas de kiwi MP, cuando se redujo
la concentracién de oxigeno en la atmdsfera. Igualmente, los autores concluyen
qgue la concentracion de O, durante el almacenamiento es el factor clave en la

acumulacién de productos fermentativos.

222



Capitulo 111

En conclusion, los tratamientos antipardeantes que dieron lugar a una
menor alteraciéon de la composicion del espacio de cabeza en los envases
durante el almacenamiento, con un menor desarrollo de voldtiles indeseables,
fueron los que combinaron calcio ascorbato o la solucidn isoténica,

potenciandose asi la vida util del producto.
[11.4.6 Efecto en la calidad microbiolégica

La calidad microbiolégica determina la vida Gtil de las muestras a lo largo
del almacenamiento. Por ello, se realizaron analisis microbiolégicos de las
muestras, que contemplaron el recuento de microorganismos aerobios
mesdfilos y psicotrofés. Las Figuras 111.26 y 111.27 muestran estos recuentos

para las muestras tratadas durante su almacenamiento a 4°C.

Los andlisis microbiolégicos realizados a las muestras mostraron
concentraciones iniciales del orden de 10 ufc/g para aerobios mesofilos,
aerobios psicrétrofos y mohos y levaduras. Los recuentos iniciales
anteriormente mencionados, pueden considerarse como una carga microbiana
relativamente baja. Es importante destacar que los recuentos microbioldgicos
en frutas pueden llegar a alcanzar concentraciones alrededor de 10 ufc/g, si
no se aplican las adecuadas préacticas de postcosecha (Nguyen-the y Carlin,
1994) o de manufactura que contribuyan a minimizar el crecimiento microbiano
(Trujillo et al., 2001)

Durante todo el almacenamiento (25 d) no se detectaron concentraciones
superiores a 10" ufc/g de mohos y levaduras para ningunas de las muestras
analizadas. Esto puede ser debido a la aplicaciéon de correctas medidas de
higiene durante la manipulacién de las muestras. Resultados similares han sido
publicados por \arios autores durante la manipulaciéon y almacenamiento de
frutas MP tales como rodajas de naranja (Pretel et al., 1998) y mel6n (O’Connor
et al., 1996).
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Figura I11.26. Recuento de aerobios mesdfilos en funcién del tiempo para pera

MP almacenada 4°C.

En las Figuras II1.26 y 1ll.27 se puede observar que los recuentos de
aerobios mesdfilos y psicrotrofos se mantuvieron durante los 25 dias de
almacenamiento dentro del intervalo sugerido por la legislacion para productos
vegetales minimamente procesados (~106 a 10’ ufc/g). Estos resultados son
similares a los obtenidos en otras investigaciones para melén, kiwi, papaya,
pifia MP (O’Connor et al., 1994) y melén MP impregnada al vacio (Trujillo et al.,

2001) durante 11 y 16 dias de almacenamiento, respectivamente.

Se puede observar (Figura 111.26 y II1.27) una notable diferencia en el
crecimiento de aerobios mesdéfilos y psicotrofos con el tiempo de las diferentes
muestras. La muestras tratadas con solucion isotdnica (sin calcio) presentaron
el mayor crecimiento microbiano (>105 ufc/g), significativo al 95% (Tabla
Alll.17, del Anexo llII.2), al final del almacenamiento. En cambio, las muestras
impregnadas con los compuestos antipardeantes presentaron un crecimiento
relativamente bajo, nostrando una gran estabilidad durante los primeros 15
dias de almacenamiento a 4°C. Estos resultados parecen indicar que los
compuestos utilizados como agentes antipardeantes estan inhibiendo el

crecimiento microbiano.
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Figura Il.27. Recuento de psicrétrofos en funcion del tiempo para pera MP

almacenada 4°C.

Con respecto a los recuentos de aerobios psicrétrofos, todas las muestras
tratadas con lactato de calcio y con ascorbato presentaron gran estabilidad
hasta 20 dias de almacenamiento. Las muestras tratadas con solucién
isotdnica y citrato sin lactato de calcio mostraron un crecimiento microbiano
significativamente mayor a lo largo del almacenamiento (Tabla Alll.17, del
Anexo 11.2).

Para todos los casos, las muestras que contenian calcio presentaron una
menor carga microbiana con respecto a sus homologas sin calcio. Esto es
debido, por una parte, al incremento de la resistencia del tejido celular a la
infeccidn bacteriana ocasionado por el calcio y por otra, al poder antimicrobiano
atribuido al lactato (Shelef, 1994; Davidson y Juneja, 1990; Freese et al., 1973).
Esta propiedad depende de la capacidad del acido para permanecer sin
disociar en la solucién. Saftner et al., (2003) concluyen que la inmersion de
melén MP durante 30 s en soluciones que contienen lactato de calcio reduce el
crecimiento microbiano durante el almacenamiento a 10°C. Ademas, Purac
(2001) afirma que el lactato posee propiedades bacteriostaticas para patégenos

como Salmonella enteritidis, Listeria monocytogenes y E.coli 0157:H7.
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Las muestras con citrato presentaron menor contaminacion microbiana
respecto a las muestras isotdnicas. Diversos autores han reconocido cierta
actividad antimicrobiana por parte del citrato (Brul y Coote, 1999; Russel,
1991). Helander et al., (1997) estudiaron el papel de los compuestos quelantes
como agentes permeables de la membrana exterior de bacterias Gram

negativas.

Existe una correlacién entre el crecimiento de microorganismos aerobios
mesofilos o psicrétrofos y la concentracién de los compuestos volatiles. Estas
relaciones fueron significativas con coeficientes de correlacién de Pearson para
la correlacion entre mesdéfilos y etanol (r=0.523) y éstos con el acetaldehido
(r=0.672). Para los microorganismos psicrotrofos se han encontrado valores de
los coeficientes r=0.561 y r=0.598 para el etanol y el acetaldehido,

respectivamente (Tabla Alll.18, del Anexo Il1.2).

Se puede concluir que la presencia de microorganismos en las muestras
parece estar también relacionada con la produccién de volatiles no deseados,

causando alteraciones de la calidad sanitaria y sensorial en las muestras.

111.4.7 Evaluacion de los atributos sensoriales

Tal y como se detalla en el apartado 111.3.7 de Materiales y Métodos, se
realizé un andlisis de las muestras a nivel sensorial, con el objetivo de conocer

la opinién de los catadores sobre la calidad de las muestras de pera MP.

111.4.7.1 Efecto del tratamiento de impregnacion

Para analizar que tipo de cambios se producen en las muestras al ser
sometidas al proceso de impregnacion, se realizdé una prueba de comparacion
pareada simple sobre un total de 32 catadores no entrenados, evaluandose las

diferencias en cuanto a aroma, firmeza, dureza, sabor, acidez, dulzor y
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jugosidad, ademas, de pedirles que sefialaran su preferencia por alguna de las

dos muestras.

La prueba de comparacion mostré notables diferencias en sélo tres de los
ocho parametros sensoriales estudiados. Los resultados del andlisis sensorial
se muestran en las Figuras I11.28A y 111.28B. Los catadores solo detectaron
pérdidas de caracter significativo en los atributos aroma y firmeza (Tabla Alll.19
del Anexo 111.2), y no diferenciaron las muestras en el resto de atributos
evaluados. Estas pérdidas son consecuencia de la aplicacién de la técnica de
impregnacién a vacio, ya que por una parte provoca la eliminacion del gas del
interior de los poros del tejido y esto puede afectar a la liberacién de
componentes aroméaticos volatiles y por otra, puede afectar a las uniones
celulares disminuyendo la resistencia mecanica de las muestras. Ademas, la
ausencia de gas en los espacios intercelulares o su baja presion en el tejido
posiblemente disminuye las reacciones de oxidacion responsables del
desarrollo de compuestos aromaticos (Escriche et al., 2000).
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No Caracteristico

Mayormente
Caracteristico

Moderadamente
No Caracteristico

Ligeramente

Moderadamente No Caracteristico
Caracteristico
H Aroma
B Dulzor
CLigeranjer_lte OAcidez
aracteristico O Sabor
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Figura 111.28. Resultados obtenidos en el andlisis sensorial para los atributos
sensoriales de muestras de pera impregnada respecto a la muestra fresca.

Tal como se esperaba, para las muestras impregnadas se detectd un
incremento en los atributos de dulzor (un 41% de las respuestas) y jugosidad
(31% del total), siendo este Ultimo de caracter significativo con respecto a las

muestras recién cortadas.

Con lo que respecta al grado de preferencia, no se encontré diferencia entre
las muestras, lo que ndica que las diferencias encontradas entre la muestra

recién cortada y la impregnada son poco relevantes.

111.4.7.2 Efecto de los agentes antipardeantes

La evaluaciéon sensorial se llevo a cabo mediante un test de comparacion
multiple, donde la muestra soténica (T5) fue utilizada como referencia y las
muestra evaluadas fueron las tratadas con ascorbato (T2), ascorbato-calcio

(T7), citrato (T1) y citrato calcio (T6) en 3 sesiones.

Los resultados de las evaluaciones sensoriales (Figura 111.29) para los
diferentes atributos fueron analizados mediante un ANOVA multifactorial,

considerando como factores el catador, tipo de muestra y sesion (Tabla Alll.20,
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del Anexo 111.2). Para todos los atributos, excepto acidez, los factores catador y
sesion no fueron significativos segun el ANOVA, lo que indica la coherencia y

buena reproducibilidad del panel.

La Figura 111.29 muestra los atributos evaluados, donde es posible observar
que los catadores detectaron diferencias de caracter significativo para los
atributos de translucidez (a), pardeamiento (b), acidez (e), dulzor (f), aroma (g)
y sabor (h). En los atributos jugosidad (c) y firmeza (d) no fueron detectadas
diferencias. La evaluacion sensorial fue realizada al tiempo cero de
almacenamiento y seguramente, los efectos del calcio como agente de firmeza

a ese tiempo son poco importantes.

Con respecto a los atributos de apariencia (translucidez y pardeamiento),
los catadores encontraron que muestras impregnadas con ascorbato
presentaron altos niveles de translucidez (Figura I11.29a). Para el atributo
pardeamiento, las muestras que contenian ascorbato también fueron evaluadas

como las que menor pardeamiento desarrollaron (Figura 111.29b).

El atributo sensorial aroma es apreciado como nulo o en muy baja presencia
en todas las muestras con respecto a la muestra referencia (T5) (Figura
[11.29g). Puede que la produccién de aromas se vea afectada por los
compuestos antipardeantes (calcio, ascorbato y citrato) al alterar alguna via
metabdlica de vital importancia. Song y Bangerth (1993) durante la infiltracién
de cloruro de calcio (0.15 M) en manzanas var. Golden Delicious también

encontraron una disminucion significativa en la produccién total del aroma.

En la apreciaciéon del sabor (Figura I11.29h) se encontraron diferencias,
siendo las muestras que contenian citrato las que mas se alejaron del sabor
caracteristico. Es remarcable que los catadores no encontraron diferencias en
la presencia o ausencia de lactato de calcio, lo que confirma que la utilizacion
de este compuesto no introduce sabores extrafios o desagradables al producto.

Resultados similares fueron obtenidos por Luna-Guzman et al., (1996) y Luna-
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Guzman y Barrett (2000) en la evaluacién sensorial del sabor de melén MP

tratado con lactato de calcio.

En cuanto a los atributos globales del sabor (Figura 111.29¢e y f) evaluados
mediante la acidez y el dulzor, las muestras con citrato aparecen como menos
dulces y mas &cidas, acentuandose de manera significativa ambos atributos
cuando se incluye el calcio en la formulacién. Para el atributo acidez se
registraron interacciones significativas entre las valoraciones de los catadores y
el tipo de muestra, y esta a su vez con la sesion, indicando cierta falta de
coherencia entre catadores y sesiones (Tabla Alll.20, del Anexo 1ll.2). Las
muestras que contenian ascorbato fueron evaluadas como las mas dulces, con

respecto a la muestra referencia (Figura 111.29f).

Finalmente, los catadores establecieron su preferencia (Figura 111.29i) sobre
la base de los atributos anteriormente mencionados, inclinandose por las

muestras que incluian ascorbato en su formulacién con o sin calcio.
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Figura 111.29 Gréficos de medias con intervalo LSD para los distintos atributos
analizados en la evaluacion sensorial de pera MP.

[11.5 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

0] La impregnacion a vacio supuso cambios importantes en el color y
propiedades mecénicas de las muestras. La aplicaciéon de vacio dio lugar a un
incremento en la translucidez y un descenso de la luminosidad y de la pureza
de color y un aumento del tono de las muestras, que vira hacia mas verdoso
como consecuencia de la sustitucion del aire de los poros por disolucidn. En
cuanto a las propiedades mecanicas, las muestras registraron una disminucion
de todos los parametros de carga, del caracter elastico y se volvieron
significativamente mas cortas, probablemente debidos a las interacciones de
los compuestos utilizados con la estructura del producto y un ligero efecto

hiperténico.

(i) El factor que ha tenido mas relevancia en la determinacion del color de
las muestras ha sido el tipo de agente antipardeante utilizado, siendo el
tratamiento con ascorbato, con y sin calcio, el que provocé un mejor
mantenimiento del color de las muestras durante su almacenamiento, tanto, por
inhibir mas eficazmente el pardeamiento como por otros fendémenos

involucrados en la variacion de color total como son los cambios en
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translucidez, que afectan en gran medida a los valores de L*. Por otro lado, el
4-HR ocasion6 las mayores perdidas en luminosidad, colores mas pardos y
saturados, reflejando un severo pardeamiento. La adicién de calcio no supuso
diferencias notables en los parametros de color de las muestras, no siendo

efectivo, por tanto, en el control del pardeamiento enzimatico de esta fruta.

(iii) El almacenamiento provocd descensos en la luminosidad y tono de las
muestras, mientras que el croma no presento practicamente variaciones con el
tiempo. La evolucién del tono de las muestras con el tiempo se ajusté a un
modelo exponencial. La mayor constante cinética de desarrollo de colores
pardos se corresponde con los tratamientos con 4-HR como agente
antipardeante en presencia de calcio y la menor, al tratamiento con ascorbato,

independientemente de la presencia de calcio.

(iv) El tipo de agente antipardeante fue el factor mas determinante en los
cambios de las propiedades mecéanicas. Por otro lado, el anadlisis de las
propiedades mecanicas de la materia prima reflejé diferencias significativas en
el caso de las muestras destinadas al tratamiento con citrato, lo que pudo

explicar su diferente comportamiento mecanico.

(v) El compuesto que mejor mantuvo las caracteristicas mecénicas de las
muestras fue el tratamiento isoténico, presentando los mayores parametros de
carga y el que dio lugar a una mayor pérdida de firmeza de hs muestras
durante el almacenamiento fue el 4-HR, seguramente debido a los efectos
negativos sobre la membrana de las células. La utilizacion de calcio parece
mejorar las propiedades mecéanicas, aunque en este estudio, las diferencias no
fueron apreciables de forma importante. Con el almacenamiento, las muestras
se volvieron mas débiles y menos rigidas, como consecuencia de la perdida de

la turgencia celular con el tiempo.

(vi) El calcio parece reforzar la estructura celular del tejido, ya que el mayor

entrecruzamiento de cadenas de pectina en la lamina media provoca una
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menor exudacién de liquido proveniente del interior y por tanto, una mayor CRA
y menor conductividad eléctrica. Sin embargo, la accién enzimatica en la pera
estudiada, no quedd inhibida en mayor medida por este efecto, en contra de lo
observado en otros tejidos. La accién del calcio supone un incremento en el
caracter hipoténico de la solucién, lo cual implica cambios en el tejido que

pueden conducir a un mayor desarrollo de pardeamiento.

(vii) La impregnacion a vacio limita el intercambio gaseoso de las muestras,
reflejado en los menores valores de la TRO, y el aumento de la TRCO,.de las
muestras. También, el estrés celular ocasionado por las operaciones podria
potenciar tanto la cadena de transporte de electrones como el ciclo de los
acidos tricarboxilicos. La tasa de respiracién de CO, fue menor, probablemente
al interferir dicho compuesto en alguna de las rutas metabdlicas del proceso de

respiracion.

(viii) El analisis de la composicion del espacio de cabeza del envase
muestra que las concentraciones de O, y CO, alcanzan un estado de equilibrio
aproximadamente a los 15 dias de almacenamiento. Este estado de equilibrio
se alcanzo con modificaciones relativamente pequefas de la atmésfera inicial e
inferiores al 1.5 % y 20 %, para el CO, y O, , respectivamente, debido a la alta
permeabilidad de la pelicula utilizada. Las diferencias encontradas entre los
valores de equilibrio de los diferentes tratamientos parecen indicar que la
actividad metabdlica y las rutas respiratorias se ven afectadas por los mismos.
La presencia de calcio implico siempre atmésferas de equilibrio menos
alteradas respecto a la inicial, lo que sugiere una ralentizacion de la actividad

respiratoria en presencia de dicho ién.

(ix) La concentracién de compuestos volatiles aumenté a lo largo del
almacenamiento, tendiendo a alcanzar un estado estacionario, seguramente
debido al inicio de procesos fermentativos, al crecimiento microbiano y la propia
senescencia del fruto. Los tratamientos antipardeantes que dieron lugar a una

menor alteracién de la composicién del espacio de cabeza en los envases
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durante el almacenamiento, con un menor desarrollo de volétiles indeseables,
fueron los que combinaron calcio con ascorbato y la solucién isoténica,
potenciandose asi la vida util del producto. Se encontré una correlacion
significativa al 99% entre el O, consumido y el acetaldehido y el etanol para

todas los tratamientos.

(x) Los valores del recuento microbiano durante todo el almacenamiento
fueron de 10" ufc/g para mohos y levaduras e inferiores a 10 ufc/g para
bacterias, valores por debajo de los maximos establecidos por la legislacién
para la comercializacién de estos productos. Las muestras impregnadas con
citrato y ascorbato presentaron un crecimiento microbiano menor, mostrando
una gran estabilidad durante los primeros 15 dias de almacenamiento a 4°C.
Estos resultados parecen indicar que estos compuestos utilizados como
agentes antipardeantes podrian estar inhibiendo el crecimiento microbiano.
Este efecto se vio potenciado en presencia del calcio en las soluciones de
impregnacioén, probablemente debido al incremento de la resistencia del tejido
celular a la infeccién bacteriana ocasionado por el calcio y a la posible

capacidad bactericida del lactato.

(xi) En el analisis sensorial, la muestra impregnada fue valorada como mas
jugosa y con menor aroma, al compararla con la recién cortada. La salida del
gas del interior de los poros del tejido y la penetracion de la solucion exterior
promovido por la técnica de IV enpleada explican los cambios detectados a
nivel sensorial. También, las muestras impregnadas fueron evaluadas como
menos firmes. Estos resultados apoyan a los obtenidos durante la

caracterizacion mecanica de estas muestras.

(xii) Al comparase los distintos tratamientos, el panel de catadores se
inclind por muestras que incluian ascorbato en su formulacion con o sin calcio,
por presentar un sabor mas dulce y un menor desarrollo de pardeamiento en

comparacion con el resto.
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Departamento de Tecnologia de Alimentos
Prueba de entrenamiento
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Nombre: Fecha:

En esta prueba se comparard la muestra de referencia 746 con la muestra 502 para cada una de
las propiedades enunciadas del -3 al +3. La comparacién se hara en términos de la intensidad
menor (-), mayor (+) o igual (=) de cada una de las propiedades. Si lo considera apropiado
puede colocar ambas muestras en una misma casilla. Evalae las propiedades, de la primera a
la séptima, siguiendo el orden en que estan enumeradas. La prueba debe realizarse con los ojos
tapados para minimizar el efecto de la impregnacion a vacié para la primera parte de este

analisis.
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Nombre: Fecha:

En esta prueba se comparara la muestra de Referencia R con las muestras 294, 937, 501, 685,
para cada una de las propiedades enunciadas del -3 al +3. La comparacion se hara en términos
de la intensidad menor (), mayor (+) o igual (=) de cada una de las propiedades. Cada muestra
sera colocada en una casilla mds o menos proxima (distancia) a la muestra de referencia en
funcién de su parecido. Si lo considera apropiado puede colocar varias muestras en una
misma casilla. Evaliie las propiedades, de la primera a la novena, siguiendo el orden en que
estan enumeradas.
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Tabla Alll.1 Efecto de la impregnacion a vacio en las propiedades 6pticas *"

Muestra DL* Dhap* DCa* PRT DK/S> 600 DE*
/Parametro
T1 Citrato 37.4+15 6.6+3.4 -9.3+3.0 -6.0447 6.6+0.7 38.7+1.9
T2 Ascorbato -40.3+2.1 9.9+2.8 -9.7+2.8 -10.4+3.4 6.3+05 41.5+2.3
T3EDTA 36.6+4.2 8.1+4.8 -10.6+4.4 -8.0+46.8 7.1+2.0 38.3+5.1
T4 4-HR 301424 8.3%2.4 -9.0+2.2 -6.3+47 7.3+1.2 40.4+2.9
T5 Isoténico -30.540.9 7.9453 -10.242.8 -7.9+2.8 6.1+0.3  40.9+1.3
T6 Citrato-Ca®™  -40.2+4.3 7.7+2.3 -9.242.8 -8.145.6 6.5+1.3 41.4+4.7
Z\ AsCOrbalo- a9 5115 70824 -92+404 -6.8+22 65:0.9 407415
T8EDTA-Ca’™  -35.6%2.6 7.2+6.4 -8.3+3.6 -2.5+7.7 8.1+1.4 36.7+3.2
T9 4HR-Ca" 409421 9.7+4.9 -11.1#3.1 -11.443.0 5.7+0.6 42.4+2.8
&9* ISOtONICO- 57 6133 56418 -8.642.3 -3.4+3.6 7.4+1.3 387437
Anova p 0.1529 009274 0.9545 02662 0.1542  0.3092

x la media de cuatro determinaciones * derivacién estandar

DJ = J1 - Jo; Jo: muestras control; Ji: después del tratamiento de Impregnacion.
y letras diferentes expresan una diferencia significativa entre las muestras al nivel de

Anexos lIl.2 Antipardeantes por IV
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Tabla Alll.2 ANOVA de los parametros de color durante el almacenamiento

Tipo de Muestra L* han* Ca*
Odias
T1 Citrato 32.25+0.42°¢  102.02+1.81° 6.99+0.86™
T2 Ascorbato 31.96+0.65% 105.89+1.16° 5.38+0.84%
T3 EDTA 33.12+0.59°®  104.16+0.69%* 6.47+1.13°
T4 4-HR 33.71+0.99%  103.75+0.54%° 6.59+0.48°
T5 Isoténico 31.39+0.57%  103.21+1.40% 6.24+0.12%°
T6 Citrato-Ca™ 31.93+0.56"  103.14+1.70% 6.38+0.85™
T7 Ascorbato-Ca™  32.05+0.44" 102.68+0.75° 6.79+0.70%
T8 EDTA-Ca™ 35.36+0.22 103.70+1.97%° 7.41+1.02¢
T9 4HR-Ca™ 30.40+0.59% 105.40+2.23% 5.71+0.87%
T10 Isoténico-Ca*™*  33.89+0.87%  101.56+1.52° 7.38+0.90°
ANOVAD 0.0000 0.0392 0.0003
1dia
T1 Citrato 32.38+0.95° 102.50+0.95™ 6.16+0.84%%
T2 Ascorbato 32.14+0.21° 106.18+0.82° 5.10+0.80%
T3 EDTA 32.86+0.61"  103.09+0.47° 6.05+0.48"%
T4 4-HR 32.80+0.62™ 99.52+0.36%" 6.57+0.23%
T5 Isot6nico 31.78+0.78" 100.53+1.47% 5.36+0.97%°
T6 Citrato-Ca™ 31.48+0.71° 102.96+0.36" 5.83+0.96%™
T7 Ascorbato-Ca*™  32.31+0.18° 103.47+0.83° 6.330.67%
T8 EDTA-Ca™ 35.03+0.90  101.57+1.17° 7.15+1.26'
T9 4HR-Ca™* 29.91+0.37° 97.4642.10% 5.30+0.43%
T10 Isoténico-Ca*™*  34.00+0.78" 99.68+1.14%° 6.77+0.70°f
ANOVAD 0.0000 0.0000 0.0000
3dias
T1 Citrato 31.82+0.78™  101.44+0.94% 5.80+0.40%
T2 Ascorbato 32.19+0.24°  106.75+0.37° 5.01+0.84%
T3 EDTA 32.61+0.51%  101.97+1.11% 5.70+0.39%
T4 4-HR 32.09+0.77" 94.12+0.95" 6.83+0.78°
T5 Isot6nico 31.11+0.63" 99.32+1.76™ 5.50+1.11%
T6 Citrato-Ca™ 31.30£0.11™  100.94+0.40% 5.80+0.80%
T7 Ascorbato-Ca*™  32.42+0.12°¢  102.73+0.40' 6.27+0.83%
T8 EDTA-Ca™ 34.28+0.80°  100.23+0.55%¢ 6.82:+0.25°
T9 4HR-Ca™* 29.74+0.48° 91.74+1.66% 5.23+0.63%
T10 Isoténico-Ca**  33.35+0.30% 98.68+1.33° 7.06+0.59°
0.0000 0.0000 0.0000

ANOVAp
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Tipo de Muestra L* han* Ca*
6 dias

T1 Citrato 31.66+0.77™ 98.50+0.82° 5.96+0.60%
T2 Ascorbato 31.79+0.49™  104.79+2.12° 5.35+0.66%
T3 EDTA 31.45+0.83™ 98.70+0.42° 6.05+0.43%
T4 4-HR 31.14+0.68° 88.84+1.32% 7.06+0.81%
T5 Isoténico 31.16+0.91° 98.64+1.77° 5.65+0.54%
T6 Citrato-Ca™ 31.74+0.92™ 97.89+0.66" 6.14+0.48%
T7 Ascorbato-Ca™  32.77+0.53% 101.89+0.84° 6.44+0.77%
T8 EDTA-Ca*™ 33.71+0.53¢ 98.85+1.02° 6.98+1.06™
T9 4HR-Ca™* 29.24+0.72° 87.41+1.79% 6.02+0.66%

T10 Isoténico-Ca™  33.45+0.63° 97.75+0.94° 7.39+0.85¢

ANOVAD 0.0000 0.0000 0.0000
8 dias

T1 Citrato 32.12+0.32™ 97.65+1.45° 5.94+0.61%
T2 Ascorbato 32.00£0.02  103.72+0.91° 5.21+0.79%

T3 EDTA 31.54+0.32° 97.16+1.02° 5.91+0.56%
T4 4-HR 31.55+0.46° 86.62+1.22% 6.61+0.62%
T5 Isoténico 31.49+0.25° 97.00+1.07° 5.56+0.20%
T6 Citrato-Ca*™ 32.12+0.94™ 98.01+0.96" 5.79+0.26%*
T7 Ascorbato-Ca*™*  33.24+0.55®  100.99+0.67° 6.350.79°
T8 EDTA-Ca* 34.08+0.86% 98.46+1.18™ 6.85+1.20°

T9 4HR-Ca™* 30.15+0.80% 85.94+2.13% 5.69+0.91%

T10 Isoténico-Ca™  34.56+0.53° 97.60+1.12° 6.99+0.82¢

ANOVAD 0.0000 0.0000 0.0000
10 dias

T1 Citrato 31.84+0.38™ 97.01+1.07° 5.71+0.67%
T2 Ascorbato 31.83+0.42  103.09+1.77° 5.03+0.69%
T3 EDTA 31.52+0.11° 96.65+0.39° 6.01+0.65™
T4 4-HR 31.81+0.12™ 86.06+1.78% 6.94+0.91%
T5 Isoténico 31.43+0.11° 97.99+1.49™ 5.34+0.55%
T6 Citrato-Ca*™ 32.70+0.76™ 96.91+0.94° 6.050.70°
T7 Ascorbato-Ca*™*  33.05+0.38" 99.95+0.83° 6.42+0.60°%
T8 EDTA-Ca* 34.18+0.69% 98.01+1.06™ 7.02+0.33°
T9 4HR-Ca™* 29.67+0.69° 84.64+1.94% 6.25+0.87"%
T10 Isoténico-Ca*™  34.95+0.46° 97.51+1.12° 7.49+0.71
ANOVAD 0.0000 0.0000 0.0000
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Tipo de Muestra L* han* Ca*
15 dias

T1 Citrato 31.90+0.32™ 96.61+1.05™ 5.82+0.91%°
T2 Ascorbato 31.13+0.82° 103.13+2.28° 4.87+0.45%
T3 EDTA 30.65+0.23° 94.74+0.59° 5.91+0.62™
T4 4-HR 30.85+0.41° 84.25+2.25° 7.57+0.52°f
T5 Isotnico 31.03+0.40° 97.09+0.52" 5.52+0.62%
T6 Citrato-Ca™ 33.15+0.94% 97.17+0.96™ 6.17+0.34
T7 Ascorbato-Ca™  33.47+0.42% 99.02+0.02¢ 6.69:+0.82°%
T8 EDTA-Ca™ 34.31+0.93% 97.17+1.77% 7.26+0.47°
T9 4HR-Ca™ 28.79+0.63% 83.72+1.78% 7.00:+0.94%f

T10 Isoténico-Ca™  34.65+0.65° 96.33+0.99™ 7.78+0.54

ANOVAD 0.0000 0.0000 0.0000
17 dias

T1 Citrato 31.83+0.58™ 96.32+1.69° 5.72+0.49%
T2 Ascorbato 30.80+0.71™ 102.44+1.11° 5.02+0.45%
T3 EDTA 29.92+0.59%° 93.60+1.18° 6.08+0.42™
T4 4-HR 30.44+0.69%° 83.21+1.43° 7.83+0.92°
T5 Isotdnico 31.03+0.22™ 96.98+0.95™ 5.49+0.28%
T6 Citrato-Ca™ 32.59+1.17% 97.27+0.71* 6.17+0.49°
T7 Ascorbato-Ca™  33.32+0.24% 98.86+0.23¢ 6.87+0.79°
T8 EDTA-Ca** 34.03+0.77 96.95+2.00* 7.3740.57°
T9 4HR-Ca™ 29.26+0.35° 84.40+2.09° 7.08+1.25%

T10 Isoténico-Ca™  35.18+0.35° 95.70£1.44™ 7.8310.22°

ANOVAp 0.0000 0.0000 0.0000

x la media de cuatro determinaciones + derivaciéon estandar
y letras diferentes expresan una diferencia significativa entre las muestras al nivel de 0.05
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Tabla Alll.3 ANOVA de los parametros de color para cada tratamiento™”

Dia L* hap* Ca*
T1
0 32.25+0.42 102.02+1.81° 6.99+0.86
1 32.38£0.95 102.50+0.95°  6.16+0.84
3 31.82+0.78 101.44+0.94°  5.80+0.40
6 31.66£0.77  98.50+0.82°  5.96+0.60
8 32.12+0.32  97.65+1.45%  5.04+0.61
10 31.84+0.38 97.01+1.07®  5.71+0.67
15 31.90+0.32  96.61+1.05°  5.82+0.91
17 31.83+0.58  96.32+1.69°  5.72+0.49
ANOVAD 0.9251 0.0000 0.0741
T2
0 31.96+0.65° 105.89+1.16“  5.38+0.84
1 32.14+0.21° 106.18+0.82%  5.10+0.80
3 32.19+0.24° 106.75+0.37°  5.01:0.84
6 31.79+0.49"° 104.79+2.12°  5.35+0.66
8 32.00£0.02° 103.72#0.91%®  5.21+0.79
10 31.83+0.42° 103.09+1.77®  5.03+0.69
15 31.13+0.82® 103.13+2.28%  4.87+0.45
17 30.80+0.71° 102.44+1.11*  5.02+0.45
ANOVAD 0.0005 0.0000 0.5039
T3
0 33.12+0.59 104.16+0.69° 6.47+1.13%
1 32.86+0.61 103.09+0.47%  6.05+0.482
3 32.61+0.51 101.97+1.11% 5.70+0.392
6 31.45+0.83  98.70+0.42° 6.05+0.43%
8 31.54+0.32 97.16+1.02°  5.91+0.56°
10 31.52+0.11  96.65+0.39°  6.01+0.65%
15 30.65+0.23  94.74+0.59°  5.91+0.622
17 29.92+0.59  93.60+1.18%  6.08+0.422
ANOVAD 0.1989 0.0000 0.9766

x la media de cuatro determinaciones + derivacion estandar
y letras diferentes expresan una diferencia significativa entre las muestras al nivel de 0.05
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T4
0 33.71+0.99° 103.75+0.54' 6.59+0.48%
1 32.80+0.62" 99.52+0.36° 6.57+0.23%
3 32.09+0.77™ 94.12+0.95° 6.83+0.78%
6 31.14+0.68%° 88.84+1.32° 7.060.81%
8 31.55+0.46%* 86.62+1.22° 6.61+0.62%
10 31.81+0.12%* 86.06+1.78" 6.94+0.91%
15 30.85+0.41% 84.25+2.25% 7.57+0.52%
17 30.44+0.69% 83.21+1.43? 7.83+0.92°
ANOVAD 0.0008 0.0000 0.0005
T5
0 31.39+0.57 103.21+1.40° 6.24+0.12
1 31.78+0.78 100.53+1.47™ 5.3620.97
3 31.11+0.63 99.32+1.76% 5.50+1.11
6 31.16+0.91 98.64+1.77% 5.65+0.54
8 31.49+0.25 97.00+1.072 5.56+0.20
10 31.43+0.11 97.99+1.49%° 5.34+0.55
15 31.03+0.40 97.09+0.52? 5.52+0.62
17 31.03+0.22 96.98+0.95° 5.49+0.28
ANOVAp 0.5910 0.0012 0.4851
T6
0 31.93+0.56 103.14+1.70° 6.38+0.85
1 31.48+0.71 102.96+0.36° 5.83+0.96
3 31.30+0.11 100.94+0.40% 5.80+0.80
6 31.74+0.92 97.89+0.66%" 6.14+0.48
8 32.12+0.94 98.01+0.96° 5.79+0.26
10 32.70+0.76 96.91+0.94° 6.05+0.70
15 33.15+0.94 97.17+0.96? 6.17+0.34
17 32.59+1.17 97.27+0.712 6.17+0.49
ANOVAD 0.5728 0.0000 0.8561
T7
0 32.05+0.44 102.68+0.75% 6.79+0.70
1 32.31+0.18 103.47+0.83¢ 6.33+0.67
3 32.42+0.12 102.73+0.40¢ 6.27+0.83
6 32.77+0.53 101.89+0.84" 6.44+0.77
8 33.24+0.55  100.99+0.67%° 6.35+0.79
10 33.05+0.38 99.95+0.83% 6.42+0.60
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15 33.47+0.42  99.02+0.02°  6.69+0.82
17 33.32+0.24  98.86+0.23%°  6.87+0.79
ANOVAD 0.0696 0.0002 0.2640
Dia L* hap* Ca*
T8
0 35.36£0.22 103.70+1.97° 7.41+1.02
1 35.03+0.90 101.57+1.17°°  7.15+1.26
3 34.28+0.80 100.23+0.55*°  6.82+0.25
6 33.71+0.53  98.85:1.02%®  6.98+1.06
8 34.08+0.86 98.46:1.18%®  6.85+1.20
10 34.18+0.69 98.01+1.06®  7.02+0.33
15 34.31+0.93  97.17+1.77°  7.26+0.47
17 34.03+0.77  96.95+2.00°  7.37+0.57
ANOVAp 0.4778 0.0160 0.9900
T9
0 30.40+0.59° 105.40+2.23" 5.71+0.87®
1 29.91+0.37% 97.46+2.10°  5.30+0.43%
3 20.74+0.48™ 91.74+1.66°  5.23+0.63%
6 20.24+0.72% 87.41+1.79°  6.02+0.66°
8 30.15+0.80% 85.94+2.13° 5.69+0.91%
10 29.67+0.69" 84.64+1.94%®  6.25+0.87°
15 28.79+0.63%° 83.72+1.78%  7.000.94°
17 29.26+0.35% 84.40+2.09®  7.08+1.25°
ANOVAD 0.0000 0.0000 0.0000
T10
0 33.89+0.87 101.56+1.52° 7.38+0.90%°
1 34.00£0.78  99.68+1.14°  6.77+0.70%
3 33.35+0.30  98.68+1.33°  7.06+0.59%
6 33.45+0.63 97.75+0.94°  7.39+0.85%F
8 34.56+0.53  97.60+1.12°  6.99+0.822
10 34.95+0.46  97.51+1.12°  7.49+0.71%*F
15 34.65:0.65  96.33+0.99°  7.78+0.54"
17 35.1840.35  95.70+1.44%  7.83+0.22°
ANOVAp 0.0646 0.0000 0.0500

X la media de cuatro determinaciones * derivaciéon estandar

y letras diferentes expresan una diferencia significativa entre las muestras al nivel de 0.05
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Figura Alll.2 Matriz de dispersion entre las propiedades 6pticas a lo largo del
almacenamiento (0-17d).

Tabla Alll.4 Coeficientes de correlacion entre las propiedades Opticas para las muestras
almacenadas de 0-17 dias.

Correlaciones 0-17d T1-10

L* a* b* h ab* C ab* RT KS
Correlacion de Pearson 1.000 -.374% .650*4 178+ 661+ 7574 .986*4
L*  Sig. (bilateral) . .000 .000 .000 .000 .000 .000
N 960 960 960 960 960 960 960
Correlacién de Pearson -.3744 1.000 099+ -.944 .059 .081* -.242
ar Sig. (bilateral) .000 . .002 .000 .067 .012 .000
N 960 960 960 960 960 960 960
Correlacién de Pearson .650™ .099** 1.000 -.356*] .999*4 .964*4 7394
b* Sig. (bilateral) .000 .002 . .000 .000 .000 .000
N 960 960 960 960 960 960 960
Correlacion de Pearson 178+ -.944% -.3561 1.000 -.3154 -.3334 031
hab*  Sig. (bilateral) .000 .000 .000 . .000 .000 334
N 960 960 960 960 960 960 960
Correlacién de Pearson .661*4 .059 .999*4 -.315*4 1.000 .962*4 7454
Cab* Sig. (bilateral) .000 067 .000 .000 . .000 .000
N 960 960 960 960 960 960 960
Correlacion de Pearson 757 .081* 964 -.333 .962* 1.000 839+
RT  Sig. (bilateral) .000 012 .000 .000 .000 . .000
N 960 960 960 960 960 960 960
Correlacion de Pearson .986*4 -.242% 7394 .031 745" 8394 1.000
KS  Sig. (bilateral) .000 .000 .000 334 .000 .000 .
N 960 960 960 960 960 960 960

**. La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
*. La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).
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Tabla Alll.5 Analisis multifactorial para los parametros de color durante el
almacenamiento (0-17 dl'as)><

Interacciones

Factores
Parametro . ]
Calcio Dia  Antipardeante o cup pra DA
(®) (A)
©
L* 0.0000 0.0022 0.0000 0.0000 0.0000 0.0018 0.9998
Nap* 0.0001 0.0000 0.0000 0.2873 0.0000 0.0000 0.7321
Cav* 0.0000 0.0001 0.0000 0.0891 0.0000 0.0658 1.0000
x diferencia significativa entre las muestras al nivel de 0.05
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Figura Alll.3 Curvas tensidn-deformacion de Hencky a lo largo del almacenamiento.
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Tabla Alll.6 ANOVA de los parametros mecanicos durante el almacenamiento™"

Tipo de Muestra  sg (kPa) e4F Ed (kPa)

0 dias
T1 Citrato 149+19°  0.166+0.022° 1069+170%
T2 Ascorbato 53+19° 0.091+0.0172 721+93%¢
T3 EDTA 61+23% 0.115+0.032*°  576+3812
T4 4-HR 42+10° 0.102+0.016*®  510+87°
T5 Isoténico 153+21°  0.158+0.003% 1271+322¢
T6 Citrato-Ca** 72+13®  0.125+0.028"  600+165%
ya Ascorbato-  gei1e® 12510018  674+212%
T8 EDTA-Ca'™ 94+29®  0.13620.031°° 794+404%F
T9 4HR-Ca"™" 51+8% 0.113+0.020*°  621+210%

P bed
1(':‘1£+ Isoténico- 111425 0.13419.030 1016+283™
ANOVAp 0.0001 0.0019 0.0023
1ldia

T1 Citrato 119+10% 0.158+0.005  924+182%
T2 Ascorbato 43+10° 0.082+0.017 661+178%°
T3 EDTA 40+31° 0.101+0.025 45242172
T4 4-HR 32+16° 0.111+0.013 346+88°
T5 Isoténico 128172 0.137+0.007  1166+197°
T6 Citrato-Ca™ 61+19" 0.124+0.029  638+210%°
EH Ascorbato-  yq.1q¢ 0.120+0.030  516+180%
T8 EDTA-Ca™ 70+22" 0.144+0.026  573+458%
T9 4HR-Ca™ 44+11° 0.149+0.022 358+119°
g(l Isotonico- g4, 5 0.142+0.026  825+228"
ANOVAD 0.0009 0.0975 0.0002

3 dias
T1 Citrato 121+18° 0.148+0.044  948+106®
T2 Ascorbato 55+13%° 0.108+0.014  652+290%
T3 EDTA 27422 0.109+0.024  292+198%®
T4 4-HR 124122 0.107+0.031  160+125%
T5 Isoténico 107+15%* 0.11940.012  1072+169°
T6 Citrato-Ca™** 49+15% 0.112+0.020 522+91"
ya Ascorbato-  gai1gbed 12840032 660£230%
T8 EDTA-Ca™ 69+23° 0.171+0.023  490+418%*
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T9 4HR-Ca™* 30+7%® 0.130+0.009 296+59%
(T:1aQ+ Isotonico-  115,05%  .153+0.035  930+368%
ANOVAD 0.0008 0.1403 0.0001
Tipo de Muestra  sg (kPa) e Ed (kPa)
6 dias

T1 Citrato 96+10™ 0.150+0.009°  824+104%
T2 Ascorbato 30+172 0.083+0.013*  435+213%
T3 EDTA 21+20° 0.139+0.028°  214+178%®
T4 4-HR 1072 0.138+0.018°  111+45°
T5 Isoténico 84+18°% 0.126+0.023"  814+168“

T6 Citrato-Ca™ 48+18%°  0.117+0.034®  485+192™

T7,, Ascorbato- g, jgabd () 13440026° 556+141°

Ca++
T8 EDTA-Ca** 42+25% 0.196+0.039°  306+308%
T9 4HR-Ca"™" 2592 0.150+0.008"  246+82%
(T:g% ISOtONICO- 164408 0.146+0.034° 83445421
ANOVAp 0.0042 0.0008 0.0003
9 dias
T1 Citrato 84+15™ 0.134+0.007° 779+216%
T2 Ascorbato 23+11% 0.090+0.013° 327+168%
T3EDTA 13+13%®  0.129+0.036°  151+163%
T4 4-HR 12+8° 0.143+0.026°  144+98%
T5 Isoténico 103+28°  0.132+0.014°  963+177°

T6 Citrato-Ca™ 54+15%°  0.110+0.024° 580182

T7,, Ascorbato- oo jebed  512110.042°  6342150%

Ca++

T9 4HR-Ca"™ 22+9% 0.145+0.029°  210+105*°
&% ISotonico-  g7,94¢  0.15520.038°  707+285°
T4 4-HR 7432 0.166+0.013"  54+36°
T5 Isoténico 47+27%¢ 0.111+0.037° 522+151%

T6 Citrato-Ca™ 39+15%¢ 0.103+0.031°  431+203°

E; Ascorbato- 1, 7abe 0.136+0.027° 392+151%
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Tabla Alll.7 ANOVA de los parametros de color para cada tratamiento™”

Dia sk (kPa) &HF Ed (kPa)
T1
0 149+19° 0.166+0.022%  1069+170°
1 119+10%  0.158+0.005®  924+182%
3 121+18%  0.148+0.044®  948+106®
6 9610 0.150+0.009®  824+104"
9 84+15% 0.134+0.007™  779+216"
12 89+18° 0.149+0.008®  664+223°
15 69+7¢ 0.108+0.004%  743+63™
17 61+4° 0.100+0.007¢ 741450
ANOVAD 0.0006 0.0002 0.0191
T2
0 53+192 0.091+0.017 721+93%
1 43+10®  0.082+0.017 661+178%
3 554132 0.108+0.014  652+290%
6 30£17%°  0.083:0.013  435+213™
9 23+11"  0.090£0.013  327+168°
12 17+11"  0.089:0.038  261+140°
15 24+9" 0.120+0.024  273+172°
17 12+8° 0.091+0.010  178+100°
ANOVAp 0.0114 0.4099 0.0007
T3
0 614232 0.115+0.032  576+381%
1 40+31% 0.101+0.025  452+217%
3 27+22%® 0.109+0.024  292+198%F
6 21+20° 0.139+0.028  214+178™
9 13+13° 0.129+0.036  151+163°
12 14+18° 0.137+0.024 133+151°
15 8+10° 0.119+0.019 97+98°
17 14+15° 0.128+0.016 129+130°
ANOVAp 0.0432 0.8324 0.0076
T4
0 42+10° 0.102+0.016 510+87°%
1 32+16° 0.111+0.013 346+88°
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3 12+12° 0.107+0.031  160+125°
6 10+7° 0.138+0.018 111+45°
9 12+8° 0.143+0.026 144+98°
12 9+4° 0.128+0.014 97+32°¢
15 7+4° 0.148+0.013 81+47°
17 7+3P 0.166+0.013 54+36°
ANOVAp 0.0000 0.2163 0.0000
T5
0 153+21° 0.158+0.003 1271+3222
1 128+17®*  0.137£0.007  1166+197°
3 107+15%  0.119+0.012  1072+169®
6 84+18"™ 0.126+0.023  814+168™
9 103+28™  0.132+0.014  963+177%
12 80+29% 0.142+0.024  533+417°
15 60+19% 0.113+0.025  605+210°
17 47+27¢ 0.111+0.037  522+151°
ANOVAD 0.0024 0.1839 0.0004
T6
0 72+13 0.125+0.028 600+165
1 61+19 0.124+0.029 638+210
3 49+15 0.112+0.020 522491
6 48+18 0.117+0.034 485+192
9 54+15 0.110+0.024 580+182
12 57+20 0.111+0.043 601+218
15 41+10 0.110+0.033 438+201
17 39+15 0.103+0.031 431+203
ANOVAD 0.5187 0.9719 0.6554
T7
0 66+16° 0.125+0.018 674+212
1 49+11%° 0.120+0.030 516+180
3 63182 0.128+0.032 660+230
6 54+18%° 0.134+0.026 5564141
9 58+15% 0.121+0.042 634+150
12 37+13° 0.108+0.011 443+177
15 40+7" 0.152+0.016 356497
17 40+7" 0.136+0.027 392+151
ANOVAD 0.0312 0.4766 0.0887
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T8
0 94+29 0.136+0.031 794404
1 70£22 0.144+0.026 573458
3 69123 0.171+0.023 490+418
6 42425 0.196+0.039 306308
9 48+23 0.231+0.024 347+392
12 45423 0.194+0.026 355419
15 61+21 0.215+0.015 282+312
17 52422 0.226+0.026 160+166
ANOVAp 0.9346 0.0537 0.3647
T9
0 51+8° 0.113+0.020  621+210°
1 44+11° 0.149+0.022  358+119°
3 30+7° 0.130+0.009 296+59™
6 2549 0.150+0.008 246+82%°
9 24+3" 0.127+0.032 256473
12 2046 0.178+0.031 161+63%°
15 22+9" 0.145+0.029  210+105%F
17 15+5° 0.151+0.018 131459°
ANOVAp 0.0000 0.0729 0.0000

x la media de cuatro determinaciones + derivacion estandar
y letras diferentes expresan una diferencia significativa entre las muestras al nivel de 0.05
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Tabla Alll.8 Analisis multifactorial para los parametrosmecéanicos durante el
almacenamiento (0-17 dl'as)X

Interacciones

Factores
Parametro ] ]
Calcio Dia  Antipardeante o~ cup pra DA
QS D) )
Sk 0.2341 0.0000 0.0000 0.4012 0.0000 0.9999 0.9978
SL 0.5074 0.0000 0.0000 0.2982 0.0000 0.9997 0.9697
aF 0.0000 0.5362 0.0000 0.5350 0.0000 0.0168 0.8652
e 0.0000 0.8059 0.0000 0.2488 0.0000 0.0831 0.9994
Ed 0.9991 0.0000 0.0000 0.2426 0.0000 0.9784 0.9691

x diferencia significativa entre las muestras al nivel de 0.05

Tabla Alll.9A Andlisis discriminante para los parametros mecanicos. incluidos todos los
tratamientos (T1-10) al final del almacenamiento y el tratamiento referencia (T5) al
tiempo cero de almacenamiento

Funcién Auto % Correlaci6 Lambda Chi- DF Si
valor relativo ncanénica deWilks cuadrado 9
1 18.19 78.33 0.97360 0.0052 131.28 30 0.0000
2 4.07 17.54 0.89602 0.1005 57.42 18 0.0000
3 0.96 4,13 0.69987 0.5101 16.82 8 0.0320
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Tabla Alll.9B Coeficientes estandarizados del analisis discriminante para los
parametros mecanicos. incluidos todos los tratamientos (T1-10) al final del
almacenamiento y el tratamiento referencia (T5) al tiempo cero de almacenamiento

, Coeficientes
Parametro
1 2 3
?F 1.2881 -0.1541 -1.4701
? HF -0.5208 1.0468 0.3607
Ed -0.3214 0.3973 1.8387

Tabla Alll.10 Capacidad de retencion de fase liquida al final del almacenamiento (17d).
influencia del tipo de muestra™*

Tipo de Muestra CRA (%)
Tl Citrato 84.0+0.0™
T2  Ascorbato 81.5+2.1%
T3 EDTA 78.0+1.4°%
T4 4-HR 81.5+0.7%
T5 Isoténico 84.0+1.4"
T6 Citrato-Ca™ 90.0+1.4°
T7 Ascorbato-Ca™ 89.5+2.1¢
T8 EDTACa™" 87.5+2.1%
T9 4HR-Ca™ 83.5+2.1°
T10 Isot6nico-Ca™ 90.5+0.7¢
Anovap 0.0001

x la media de dos determinaciones + derivacion estandar
y letras diferentes expresan una diferencia significativa entre las muestras al
nivel de 0.05
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Tabla Alll.11 Coeficientes de correlacion entre las propiedades mecanicas y la CRA
para las muestras almacenadas 17 dias.

Correlacién CRA-Propiedades Mecanicas

Tension
CRA Ed de
Fractura
Correlacion de Pearson 1.000 .697* 714*
CRA Sig. (bilateral) . .025 .020
N 10 10 10
Correlacion de Pearson .697* 1.000 741*
Ed Sig. (bilateral) .025 . .014
N 10 10 10
Tension  Correlacién de Pearson 714* .741* 1.000
de Sig. (bilateral) .020 .014
Fractura N
10 10 10

* La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).

Tabla Alll.12 Valores medios de la TRCO2. TRO2 y CR determinado a 10°C. impacto
del procesamiento minimo™”

Tipo de Muestra LS TR0 CR
mL/kg h
Entera 10.9+1.4% 10.5+0.6° 1.0+0.1%
Cortada 17.2+¢1.3° 11.4+0.2° 1.5+0.1°
Impregnada 14.6+1.4° 8.4+1.3° 1.80.2°
Anovap 0.0025 0.0108 0.0033

x la media de tres determinaciones + derivacion estandar
y letras diferentes expresan una diferencia significativa entre las muestras al nivel de 0.05

Tabla Alll.13 Valores medios de la TRCO2. TRO2 y CR determinado a 10°C. influencia
del tipo de compuesto antipardeante™”

. TRCO; TRO,
Tipo de Muestra mikg h CR
T5 Isoténico 14.64+1.38°  8.44+1.34 1.7620.22°
T10 Isoténico-Ca™ 17.29+0.44°  8.76+0.88 1.98+0.15°
T1 Citrato 12.05+0.31%  6.59+0.12 1.83+0.01°
T6 Citrato-Ca*™ 12.78+0.12°  6.59+0.08 1.94+0.00°
T2 Ascorbato 10.77+£0.01*  9.17+0.43 1.18+0.06°
T7 Ascorbato-Ca™ 10.28+0.04%°  8.59+0.39 1.29+0.022
Anovap 0.0003 0.0694 0.0020

x la media de tres determinaciones * derivacion estandar
y letras diferentes expresan una diferencia significativa entre las muestras al nivel de 0.05
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Tabla Alll.14 Valores en equilibrio del andlisis de espacio de cabeza durante el
almacenamiento

Tipo de Muestra 02 (%) COz2 (%)
T1 Citrato 20.471+0.055° 1.275+0.103°
T2 Ascorbato 20.494+0.033° 0.979+0.143°
T5 Isotonico 20.329+0.041% 1.015+0.091°
T6 Citrato-Ca™ 20.6460.008° 1.014+0.020"

T7 Ascorbato-Ca’™  20.726+0.064% 0.451+0.120?

T10 Isoténico-Ca*™  20.866+0.055 ° 0.490+0.097%

Sin Tratamiento 20.572+0.069° 0.964+0.102°
Anovap 0.0000 0.0001

x la media de tres determinaciones + derivacion estandar
y letras diferentes expresan una diferencia significativa entre las muestras al nivel de 0.05

Tabla Alll.15 Analisis multifactorial para durante el almacenamiento para los gases y
volatiles (0-25 dias)”

Interacciones

Factores
Parametro inard
Calcio Dia (o Antpardeante o~ cen pra CHD*A
G A)
©)
07] 0.0000 0.0000 0.0060 0.0000 0.0000 0.0002 0.0000
CO2 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.1870
Acetaldehido 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Etanol 0.0000 0.0000 0.0148 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000

x diferencia significativa entre las muestras al nivel de 0.05

Tabla Alll.16 Coeficientes de correlacion entre los volatiles (acetaldehido y etanol) y las
concentraciones de O2 y CO2 para los diferentes tipos de muestras a lo largo del
almacenamiento.

Correlaciones: Citrato

Dioxido
Acetaldehido Etanol Oxigeno de
Carbono
Correlacion de Pearson 1.000 971 -.956* .886™1
Acetaldehido  Sig. (bilateral) . .000 .000 .000
N 12 12 12 12
Correlacion de Pearson 9714 1.000 -.907* 7974
Etanol Sig. (bilateral) 000 . .000 002
N 12 12 12 12
Correlacion de Pearson -.956*4 -.907+ 1.000 -.938*1
Oxigeno Sig. (bilateral) .000 .000 . .000
N 12 12 12 12
Dioxido de Correlacion de Pearson .886™4 797+ -.938* 1.000
Carbono Sig. (bilateral) .000 .002 .000 .
N 12 12 12 12

**. La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
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Correlaciones Citrato-Calcio

Dioxido
Acetaldehido Etanol Oxigeno de
Carbono
Correlacion de Pearson 1.000 662% -.792% .846*1
Acetaldehido  Sig. (bilateral) . 019 002 001
N 12 12 12 12
Correlacion de Pearson .662* 1.000 -.934*4 .938*
Etanol Sig. (bilateral) 019 . .000 .000
N 12 12 12 12
Correlacion de Pearson -.792%4 -.934*4 1.000 -.944*1
Oxigeno Sig. (bilateral) 002 .000 . .000
N 12 12 12 12
- Correlacion de Pearson 8461 938 -.944% 1.000
%‘;ﬁfgﬂi’e Sig. (bilateral) 001 000 000 .
N 12 12 12 12
*. La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).
**. La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
Correlaciones Ascorbato
Dioxido
Acetaldehido Etanol Oxigeno de
Carbono
Correlacion de Pearson 1.000 7681 -.867* 94141
Acetaldehido  Sig. (bilateral) . 004 .000 .000
N 12 12 12 12
Correlacion de Pearson 768+ 1.000 -.873* .860*
Etanol Sig. (bilateral) 004 . .000 .000
N 12 12 12 12
Correlacion de Pearson - 867+ - 873+ 1.000 -.845*1
Oxigeno Sig. (bilateral) .000 .000 . 001
N 12 12 12 12
- Correlacion de Pearson 941+ 860" -.845* 1.000
Doxdode sig. (bilateral) 000 000 o1 .
N 12 12 12 12
**. La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
Correlaciones Ascorbato-Calcio
Dioxido
Acetaldehido Etanol Oxigeno de
Carbono
Correlacién de Pearson 1.000 677 -.893* .806*1
Acetaldehido  Sig. (bilateral) . 016 .000 002
N 12 12 12 12
Correlacion de Pearson 877+ 1.000 -.825* 77241
Etanol Sig. (bilateral) 016 . 001 .003
N 12 12 12 12
Correlacion de Pearson -.893* -.825* 1.000 -.753"1
Oxigeno Sig. (bilateral) .000 001 . .005
N 12 12 12 12
- Correlacion de Pearson 806" 7724 -.753* 1.000
Doxdode sig. viateral) 002 003 005 .
N 12 12 12 12

*. La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).
**. La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
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Correlaciones Isoténico

Dioxido
Aceldehido Etanol Oxigeno de
Carbono
Correlacion de Pearson 1.000 870" -.932*4 .932*1
Acetaldehido  Sig. (bilateral) . .000 .000 .000
N 12 12 12 12
Correlacién de Pearson 870" 1.000 -.934* 778"
Etanol Sig. (bilateral) 000 . .000 .003
N 12 12 12 12
Correlacion de Pearson -.932%4 -.934%4 1.000 -.819%1
Oxigeno Sig. (bilateral) .000 .000 . .001
N 12 12 12 12
" Correlacion de Pearson 932+ 778 -819™ 1.000
%‘;’;ﬁgﬂ‘?}e Sig. (bilateral) 000 003 001 ,
N 12 12 12 12
**. La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
Correlaciones Isoténico-Calcio
Dioxido
Acetaldehido Etanol Oxigeno de
Carbono
Correlacion de Pearson 1.000 .996* -.820™ 924+
Acetaldehido  Sig. (bilateral) . .000 001 .000
N 12 12 12 12
Correlacion de Pearson 996 1.000 -.828* 9194
Etanol Sig. (bilateral) 000 . 001 .000
N 12 12 12 12
Correlacion de Pearson -.820% -.828*4 1.000 -.84941
Oxigeno Sig. (bilateral) 001 001 . .000
N 12 12 12 12
" Correlacion de Pearson 924+ 9194 -.849™ 1.000
Dé‘;"rﬁ'gnie Sig. (bilateral) 000 000 000 .
N 12 12 12 12
**. La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
Correlaciones Sin Tratamiento
Dioxido
Acetaldehido Etanol Oxigeno de
Carbono
Correlacion de Pearson 1.000 705 -.644* 9221
Acetaldehido  Sig. (bilateral) . 010 024 .000
N 12 12 12 12
Correlacion de Pearson .705* 1.000 -.821* 83241
Etanol Sig. (bilateral) 010 . .001 .001
N 12 12 12 12
Correlacion de Pearson -.644* -.821* 1.000 -.829"1
Oxigeno Sig. (bilateral) 024 001 . 001
N 12 12 12 12
- Correlacion de Pearson 922+ 8324 -.829%4 1.000
Dioxdode sig. bilateral) 000 001 001 A
N 12 12 12 12

*. La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).
**. La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
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Tabla Alll.17 Valores medios de crecimiento de microorganismos a lo largo del
almacenamiento (0 a 25 dias) a 4°C*"

. Mesofilos aerdbicos Pscrétrofos

Tipo de Muestra

Log 10 (Ufc/g)

T2 Ascorbato 1.7+1.1® 1.4+0.97
T7 Ascorbato-Ca’™ 1.0+0.0% 1.1+0.2°
T1 Citrato 1.6+1.5% 2.1+2.0®
T6 Citrato-Ca*™" 1.0+1.0% 1.0+1.0°
T5 Isoténico 3.3+1.6° 3.0+2.3°
T10 Isoténico-Ca™* 2.3+1.1" 1.5+1.12
Anovap 0.0003 0.0043

x la media de dos determinaciones * derivacion estandar
y letras diferentes expresan una diferencia significativa entre las muestras al nivel de 0.05

Tabla Alll.18 Coeficientes de correlacién entre los volatiles (acetaldehido y etanol) y los
microorganismos aerobios (mesofilos y psicrétrofos) para los diferentes tipos de
muestras a lo largo del almacenamiento.

Correlaciones

Etanol | Acetaldehido | Meséfilos | Psicrétrofos
Correlacion de Pearson| 1.000 .640*4 .523*4 .561*
Etanol Sig. (bilateral) . .000 .001 .000
N 36 36 36 36
Correlacion de Pearson .640*1 1.000 .672*4 .598*
Acetaldehido Sig. (bilateral) .000 . .000 .000
N 36 36 36 36
Correlacion de Pearson .523*4 .672* 1.000 .805*
Mesofilos Sig. (bilateral) .001 .000 . .000
N 36 36 36 36
Correlaciéon de Pearson 561+ .598*4 .805*} 1.000
Psicrétrofos  Sig. (bilateral) .000 .000 .000 .
N 36 36 36 36

** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
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Tabla Alll.19 Prueba de comparacion pareada simple

NUumero de RespuestasY

Atributo Significacion™
Menor No Identifican Mayor

Aroma 30 2 0 Si
Firmeza 23 7 2 Si
Jugosidad 3 7 22 Si
Sabor 9 19 4 No
Acidez 8 20 4 No
Dulzor 7 6 19 No
Preferencia 11 12 9 No

y 32 consumidores (catadores no entrenados)
x diferencia significativa entre las muestras al nivel de 0.05

Tabla Alll.20 Prueba de comparacién mltiple™

Factores Interacciones
Atributo Muestra Consumidor Sesién M*C M*S C*S
M) © (S)

Aroma 0.0149 0.8285 0.0171 0.4588 0.6557 0.0806
Acidez 0.0275 0.7227 0.5618 0.0407 0.0459 0.1121
Dulzor 0.0094 0.8400 0.0035 0.7049 0.1886 0.6363
Firmeza 0.1555 0.5171 0.1538 0.1413 0.9911 0.2340
Jugosidad 0.1844 0.8277 0.6764 0.5749 0.7019 0.3098
Pardeamiento  0.0000 0.7753 0.0007 0.1472 0.3289 0.3114
Translucidez  0.0000 0.7907 0.9282 0.4628 0.9645 0.1696
Sabor 0.0012 0.8713 0.3674 0.2075 0.7133 0.3491
Preferencia 0.0002 0.3947 0.1336 0.1384 0.1453 0.0997

x diferencia significativa entre las muestras al nivel de 0.05
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