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RESUMEN

El caqui es una importante fuente de compuestos fendlicos, fibra dietética
y carotenoides, cuya biodisponibilidad esta directamente relacionada con el
procesado. Muestras de dos estados distintos de maduracion de caqui de la
variedad “Rojo Brillante” con y sin tratamiento de desastringencia (95-98%
CO,) fueron tratadas por altas presiones hidrostaticas (APH) a 200 y 400
MPa durante 1, 3 y 6 minutos. Se realizé un estudio de la microestructura
mediante Microscopia Electronica de Barrido a Bajas Temperaturas,
Microscopia Optica y Microscopia Laser Confocal de Barrido (Cryo-SEM, LM
y CLSM) y se analiz6 el contenido en sdlidos solubles totales (SST) y
algunas propiedades texturales. El objetivo de este estudio fue el analisis del
efecto de las APH sobre la microestructura del caqui “Rojo Brillante” en
distintos estados de madurez y su relacion con la disponibilidad de
compuestos bioactivos. El analisis de la microestructura mostré que la
aplicacion de APH produce rotura de paredes celulares y dispersién de
componentes intracelulares en el tejido, mejorando asi la disponibilidad de
compuestos de interés nutricional como taninos, fibra y carotenoides. El
contenido en SST disminuye en las muestras astringentes al aplicar APH,
atribuyéndose este hecho a la precipitacion de los taninos solubles, lo cual
podria permitir la eliminacién del tratamiento de desastringencia con CO; en
muestras procesadas con APH. El tratamiento con APH provocd una
disminucién generalizada de la firmeza en ambos estados de maduracioén y
un aumento de la cohesividad en las muestras mas maduras.

PALABRAS CLAVE: caqui, altas presiones hidrostaticas, componentes
bioactivos, microestructura, Cryo-SEM, CLSM, propiedades texturales.

RESUM

El caqui és una font important de compostos fenodlics, fibra dietética y
carotenoides, estant la seua biodisponibilitat directament relacionada amb el
processat. Mostres de dos estadis de maduracio diferents de caqui de la
varietat “Rojo Brillante” amb i sense tractament de desastringéncia (95-98%
CO,) foren tractades per altes pressions hidrostatiques (APH) a 200 i 400
MPa durant 1, 3 i 6 minuts. Es va realitzar un estudi de la microestructura
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mitjangant Microscopia Electronica d’Escombratge a Baixes Temperatures,
Microscopia Optica i Microscopia Laser Confocal d’Escombratge (Cryo-SEM,
LM y CLSM) i es va analitzar el contingut en solids solubles totals (SST), i
algunes propietats texturals. L'objectiu d’aquest estudi va ser l'analisi de
'efecte de les APH sobre la microestructura del caqui “Rojo Brillante” en
diferents estadis de maduracié i la seua relaci6 amb la disponibilitat de
compostos bioactius. L’analisi de la microestructura va mostrar que
I'aplicaci6 de APH produeix trencament de parets cel-lulars i dispersio de
components intracel-lulars en el teixit, millorant aixi la disponibilitat de
compostos d’interés nutricional com tanins, fibra i carotenoides. El contingut
en SST disminueix en les mostres astringents quan s’apliquen APH,
atribuint-se aquest fet a la precipitacié dels tanins solubles, fet que podria
permetre I'eliminacié del tractament de desastringéncia amb CO, en mostres
processades amb APH. El tractament amb APH va provocar una disminucio
generalitzada de la fermesa en els dos estadis de maduracié i un augment
de la cohesivitat en les mostres més madures.

PARAULES CLAU: caqui, altes pressions hidrostatiques, components
bioactius, microestructura, Cryo-SEM, CLSM, propietats texturals.

ABSTRACT

Persimmon fruit is an important source of phenolic compounds, dietary
fiber and carotenoids, whose bioavailability is directly connected with
processing. Samples from persimmon fruit cv. “Rojo Brillante” from two
different ripening stages, with and without deastringency treatment (95-98%
CO,), were treated with high hydrostatic pressure (HHP) at 200 and 400 MPa
during 1, 3 and 6 minutes. A microstructural study using Cryo Scanning
Electron Microscopy, Light Microscopy and Confocal Laser Scanning
Microscopy (Cryo-SEM, LM and CLSM) was carried out. Total soluble solids
content (TSS) and some textural properties were also analyzed. The aim of
this study was the analysis of the effect of HHP on the microstructure of
persimmon fruit cv. “Rojo Brillante” in different ripening stages and its
relationship with bioactive compounds availability. The microstructural study
showed that the application of HHP provokes cell wall disruption and
intracellular components dispersion throughout the tissue, with an
improvement in the availability of compounds with nutritional interest, such as
tannins, fiber and carotenoids. TSS content diminishes in astringent samples
when HHP is applied. This fact was attributed to the precipitation of soluble
tannins. Therefore, deastringency treatment with CO, could be omitted in
samples treated with HHP. An overall decrease in firmness in both ripening
stages and an increase in cohesiveness in the more advanced one were
caused by HHP treatment.

KEYWORDS: persimmon, high hydrostatic pressure, bioactive
compounds, microstructure, Cryo-SEM, CLSM, textural properties.



INTRODUCCION

El efecto beneficioso de los compuestos bioactivos y otros nutrientes
presentes en los alimentos, tanto de origen vegetal como animal, depende
de la cantidad de dicho compuesto que consigue alcanzar determinados
lugares del organismo en la forma quimica activa y en la cantidad adecuada.
Durante el procesado de los alimentos se favorece la reaccion de las
enzimas con sus correspondientes sustratos y la salida de nutrientes y
compuestos bioactivos desde los organulos y otros compartimentos
celulares. Este hecho da lugar a modificaciones relacionadas con la calidad
sensorial (color, textura, aroma) y nutricional de los alimentos. De esta
manera, la biodisponibilidad de los nutrientes es afectada por las
modificaciones de la microestructura como consecuencia del procesado
(Parada y Aguilera, 2007).

El procesado de alimentos por alta presion hidrostatica (APH) consiste en
la aplicacion de presion al alimento con una intensidad entre 50 a 1000 MPa,
sola 0 en combinacion con otros tratamientos (térmicos suaves, ultrasonidos,
CO,, aditivos naturales, etc). El principal objetivo del procesado de alimentos
mediante APH es la obtencion de alimentos seguros y saludables,
manteniendo su calidad sensorial y organoléptica. La mayoria de los
estudios realizados sobre el potencial y limitaciones del procesado de
alimentos mediante APH se han centrado en la inactivacion microbiana y
enzimatica. Sin embargo, el efecto que ejerce esta tecnologia sobre los
compuestos nutricionales, vitaminas y compuestos bioactivos de los
alimentos ha sido menos estudiado (Patterson, 2000; Cano y De Ancos,
2005; Hogan et al., 2005). Los avances en el diseiio de equipos y los
estudios de investigacion, han permitido el desarrollo de un amplio rango de
productos comerciales tratados por APH a base de frutas y vegetales (zumo
de naranja, zumo de manzana, guacamole, mermeladas de frutas, puré de
tomate, rodajas de cebolla) (Torres y Velazquez, 2005; Rastogi et al., 2007).
Sin embargo, hay otros vegetales, tales como el caqui, donde la aplicacion
de APH aun se encuentra en fase experimental (De Ancos et al., 2000).

El caqui (Diospyros kaki L. f.) es un fruto tropical originario de China que
en Espafia se empezé a cultivar en el siglo XIX. Desde hace unos afos, el
cultivo del caqui cv. “Rojo Brillante” ha sufrido una importante expansion en
la Comunidad Valenciana hasta convertirse en una relevante alternativa al
cultivo de otros frutales. Entre 2002 y 2008, la superficie dedicada al caqui
aumento un 87%, con casi 4.000 hectareas cultivadas y una produccién de
entre 40.000 y 50.000 toneladas, segun datos de la Asociacion Valenciana
de Agricultores AVA-ASAJA (Aguado, 2009).

El caqui es wuna buena fuente de compuestos fendlicos,
fundamentalmente taninos condensados (proantocianidinas del grupo B),
que tienen la propiedad de formar complejos estables con metales y
proteinas y, por ello, son los responsables de la astringencia caracteristica
de estos frutos (Nakatsubo et al., 2002; Santos-Buelga y Scalbert, 2000). La
conversion de los taninos solubles (astringentes) a insolubles (no
astringentes) tiene lugar durante la maduracion o por determinados
tratamientos, como la aplicacion de atmodsferas modificadas con etanol o



CO; (Arnal y Del Rio, 2003). También presenta un alto contenido en acidos
fendlicos, como el ferulico o el p-cumarico, asi como niveles de fibra dietética
dos veces superior que la cuantificada en manzana (Gorinstein et al., 2001).
El caqui también destaca por su alto contenido en compuestos carotenoides
que ademas de tener una importante actividad antioxidante (B-caroteno, B-
cryptoxantina, luteina, zeaxantina y licopeno), algunos de ellos presentan
también actividad de provitamina A (B-caroteno y B-cryptoxantina) (De Ancos
et al., 2000). También presentan un contenido alto en vitamina C y algunos
minerales como el potasio (Wright y Kader, 1996).

En la actualidad hay un reducido numero de estudios relacionados con la
microestructura del caqui “Rojo Brillante” (Salvador et al., 2007; Salvador et
al., 2008; Pérez-Munuera et al., 2009a; Pérez-Munuera et al., 2009b). El
caqui “Rojo Brillante” pertenece al grupo de cultivares de caqui astringentes
en el momento de recoleccién, conocido comercialmente como persimon
tras eliminarse la astringencia con CO,. La firmeza del fruto es el parametro
con el que mas se identifica la calidad de este caqui, directamente
relacionado con los polisacaridos de la pared celular, entre los que destacan
las pectinas y las hemicelulosas.

El objetivo de este estudio fue el analisis del efecto de las altas presiones
hidrostaticas sobre la microestructura del caqui “Rojo Brillante” en distintos
estados de madurez y su relacion con la disponibilidad de compuestos
bioactivos.

MATERIAL Y METODOS
Preparacion de las muestras

Frutos de caqui de la variedad “Rojo Brillante” recolectados en dos
estados distintos de maduracion fueron facilitados por la Agrupacion
Nacional de Exportacion de Cooperativas Citricolas (ANECOOP). El estado
de maduracion del fruto se determind en base a la coloracion externa del
fruto, desde el estado mas inmaduro o estado 1 (verde-amarillo) al mas
avanzado o estado 6 (naranja-rojo) (Salvador et al., 2007). En este trabajo
se estudian lotes correspondientes a los estados de maduracion 3y 5 (M1y
M2, respectivamente). Previamente al tratamiento con APH, la mitad del lote
para cada estado de maduracion fue sometida a un tratamiento de
desastringencia en una atmoésfera de CO; al 95-98% durante 20 horas a
18 °C (muestras no astringentes), y la otra mitad del lote fue directamente
conservada en refrigeracion (muestras astringentes).

Cubos de 15 mm de la zona ecuatorial de estos caquis se introdujeron en
bolsas flexibles de plastico tipo Doypack (110x220 mm de Amcor, Espaia)
selladas, conteniendo cada una, aproximadamente, 80 gramos de muestra.
Las bolsas se colocaron en una unidad de presion hidrostatica (Gec Alsthom
ACB 900 HP, type ACIP 665, Nantes, France) de 2350 ml de capacidad,
donde se sometieron a tratamientos de alta presion de 200 y 400 MPa
durante 1, 3 y 6 minutos, respectivamente. Tras la descompresion
instantanea, las bolsas fueron almacenadas a 4 °C hasta su andlisis.



Métodos
TECNICAS MICROSCOPICAS

La caracterizacion de la microestructura se llevo a cabo con la técnica de
Microscopia Electrénica de Barrido a Bajas Temperaturas (Cryo—SEM),
Microscopia Optica (LM) y Microscopia Laser Confocal de Barrido (CLSM).

Para su observacion por Cryo-SEM, a partir de los cubos de caqui se
cortaron muestras de 1 mm de espesor con una cuchilla de acero inoxidable.
Se sumergieron en nitrogeno nieve (T <-210 °C) y se transfirieron a un Cryo-
Trans (CT1x500C, Oxford Instruments Ltd., Oxford, Reino Unido) acoplado a
un microscopio electronico de barrido (Jeol JSM 5410, Tokio, Japdén) que
trabaja en condiciones de congelacion (T < -130 °C) y a vacio (107 bar de
presion). En el Cryo-Trans las muestras se fracturaron a -180 °C con ayuda
de un pequefio punzén. Los cortes se sublimaron a -90 °C, se recubrieron
con oro (0.2 kPa, 40 mA) y se observaron en el microscopio a 10 kV y a una
distancia de trabajo de 15 mm.

Para la observacion por LM, se obtuvieron secciones criostato de 10 um
de espesor con un criostato Leica CM1950. Algunos cortes se tifieron con
azul de toluidina (0,2 g/100 g H2O) y otros con vainillina-HCI (1:1 v/v)
(Panreac Quimica S.A., Barcelona, Espafia). Los cortes se observaron en un
microscopio 6ptico (Nikon Eclipse E800 V-PS100E, Nikon Co., Ltd., Tokio,
Japon). Una parte de las secciones criostato se observaron sin agente de
tincion para estudiar la presencia de carotenoides.

Las observaciones por CLSM se realizaron mediante un microscopio
laser confocal Nikon C1 acoplado a un microscopio optico Nikon Eclipse
E800 (Nikon Co., Ltd., Tokio, Jap6n) en modo de fotdn simple equipado con
un laser Ar-Kr. La longitud de onda de excitacion fue de 488 nm vy la
radiacion de la muestra se tomé a través de un filtro de paso de banda de
515/530 nm.

SOLIDOS SOLUBLES TOTALES

El contenido en sdlidos solubles totales (SST) se determiné mediante un
refractometro (Atago ATC-1E) a partir de zumo obtenido de caquis
sometidos a los distintos tratamientos. Para la elaboraciéon de los zumos se
homogeneizaron 60 gramos de cubos de caqui, por triplicado, para cada
tratamiento. Los resultados se expresaron en °Brix.

PROPIEDADES TEXTURALES

Se evaluaron las propiedades texturales del fruto mediante un analizador
de textura TA.XTplus de Stable Micro Systems. La firmeza fue expresada
como el valor maximo de la fuerza (N) necesaria para romper la pulpa en
sentido longitudinal mediante una probeta cilindrica de 4 mm de diametro.
Mediante un analisis de perfil de textura (TPA), se determiné el parametro de
cohesividad, mas directamente relacionado con la interaccion entre los
principales componentes estructurales de las muestras estudiadas. Para ello
se realizdé una compresion en dos tiempos de los cubos de caqui con un



émbolo de seccion plana de 50 mm de diametro. La cohesividad se expreso
como el cociente entre las areas correspondientes a la segunda y la primera
compresién. Cada tipo de ensayo (penetracién y TPA) se efectud sobre ocho
cubos de 15 mm de lado para cada tratamiento.

Analisis estadistico

El analisis estadistico de los resultados obtenidos se realizé mediante el
analisis de la varianza (ANOVA) y las diferencias minimas significativas
(LSD) se calcularon a un nivel de significacion p < 0.05. Para ello se emple6
el programa estadistico Statgraphics Plus version 5.1 (Manugistics, Inc.,
Rockville, MA, Estados Unidos).

RESULTADOS Y DISCUSION
Estudio microestructural
CRYO-SEM

El tejido parenquimatico del caqui “Rojo Brillante” astringente en estado
de maduracion M1 (Figura 1A) es compacto con pequefios espacios
intercelulares llenos de aire, aunque algunos ocupados por material soluble
procedente del interior celular debido a la degradacion del tejido durante la
maduracion. Las células parenquimaticas observadas en seccién transversal
son redondeadas, con diametros entre 100 y 130 um. El interior celular esta
casi totalmente ocupado por una gran vacuola, llena de material soluble
(Figura 1D). Tras el tratar a 200 MPa durante 1 minuto (Figura 1B y 1E), se
mantiene la misma estructura, aunque mas compacta. Las células aparecen
deformadas y una mayor cantidad de los espacios intercelulares se observan
ocupados por material solubilizado desde las paredes celulares (fibra
soluble, principalmente sustancias pécticas) o procedentes del interior
celular, debido a la degradacion del tejido por efecto de la presién. La
aplicacién de APH aumenta la disponibilidad de componentes de las paredes
celulares, que se incorporan a la fraccion de fibra dietética soluble. Ademas,
en algunas células (células tanicas) aparece una masa compacta de material
insoluble en el interior de la vacuola debido a la precipitacion de los taninos
(Figura 1E). En los espacios intercelulares también se observa material
insoluble, indicando que al aplicar presion se produce la difusion de liquido
intracelular y, posteriormente, la precipitacion de los taninos, tanto dentro
como fuera de las células tanicas. La aplicacion de altas presiones favorece
cualquier reaccion que lleve a un descenso del volumen molar total vy, en
este sentido, podria favorecer la precipitacion de los taninos (Cheftel, 1992).

Al aplicar 400 MPa durante 6 minutos, las células se colapsan, las
paredes celulares estan muy afectadas y se pierde la identidad celular
(Figura 1C y 1F). Los espacios intercelulares estan ahora completamente
ocupados por liquido, aunque aparecen nuevas cavidades por el efecto de
compresidon-descompresion durante el tratamiento (Figura 1C) (Préstamo y
Arroyo, 1998).



~ ASTRINGENTE M1

FIGURA 1. Cryo-SEM. Caqui astringente en estado de maduracion M1.
Control (A, D); 200 MPa, 1 minuto (B, E) y 400 MPa, 6 minutos (C, F).
Magnificacion x150 (A, B, C) y x500 (D, E, F). El: espacio intercelular; MS:
material soluble; MI: material insoluble; CT: célula tanica; PC: pared celular.

La estructura de las muestras no astringentes en estado de maduracion
M1 (Figura 2) presentan una estructura similar a las astringentes, aunque el
tejido es mas sensible a la aplicacién de presidén porque el tratamiento previo
con CO; ya afecto ligeramente la estructura celular (Salvador et al., 2007).

NO ASTRINGENTE M1

FIGURA 2. Cryo-SEM. Caqui no astringente en estado de maduracion M1.
Control (A, D); 200 MPa, 1 minuto (B, E) y 400 MPa, 6 minutos (C, F).
Magnificacién x150 (A, B, C) y x500 (D, E, F). El: espacio intercelular; MS:
material soluble; CT: célula tanica.



Las muestras control no astringentes tienen una mayor proporcion de
espacios intercelulares llenos de liquido (Figura 2A y 2D) que las
astringentes. Ademas, ya presentan sus células tanicas llenas de material
insoluble (taninos polimerizados) debido al tratamiento de desastringencia
aplicado. Las células tanicas se encuentran formando agrupaciones (Figura
2D), tal y como se ha descrito en estudios anteriores (Salvador et al., 2007).

El tejido de muestras control de caqui en estado de maduracion M2
presenta, al comparar con el estado M1, cambios estructurales relacionados
con el proceso de maduracion. Asi, la membrana plasmatica esta altamente
degradada y separada de la pared celular en muchas células (Figura 3A) y
hay una pérdida generalizada de la cohesion intercelular, siendo este hecho
mas acusado en las muestras no astringentes (Figura 3B). Ademas, la
mayor parte de los espacios intercelulares estan ocupados por solutos. Las
muestras no astringentes siguen presentando las células tanicas
caracteristicas del tratamiento con CO, (Figura 3D). La aplicacién de presion
produce cambios equivalentes a los descritos para las muestras M1 (Figura
3B, 3C, 3E y 3F).

21 CT j : _
FIGURA 3. Cryo-SEM. Caqui aétringente (A, B,C)yno é‘m‘stringente (D, E, F)
en estado de maduracién M2. Control (A, D); 200 MPa, 1 minuto (B, E) y 400

MPa, 6 minutos (C, F). Magnificacion x500. MP: membrana plasmatica; MS:
material soluble; CT: célula tanica.

MICROSCOPIA OPTICA

La aplicacion de técnicas microscopicas complementarias a cryo-SEM
permite identificar componentes quimicos de interés asi como hacer un
seguimiento de su distribucion después de ser sometidos a las APH.

En muestras astringentes no tratadas con APH se observan los taninos
solubles tefidos de azul oscuro con azul de toluidina y de rojo con vainillina-
HCI. Estos taninos solubles, situados en el interior de las células tanicas, se
dispersan por todo el tejido durante la obtencién de secciones criostato en la
preparacion de la muestra (Figura 4A y 4B).



FIGURA 4. Microscopia optica. Caqui astringente en estado de maduracién
M1. Control (A, B); 200 MPa, 1 minuto (C, D); 400 MPa, 1 minuto (E, F).
Tincion con azul de toluidina (A, C, E) y con vainillina-HCI (B, D, F). Flechas
rojas: paredes celulares rotas; Flechas verdes: taninos precipitados en
espacios intercelulares; CT: célula tanica.

A bajas presiones y tiempos cortos (200 MPa/1 min) se aprecia el efecto
de la presién en la rotura de las paredes celulares y la localizacion de los
taninos precipitados en el interior de las células tanicas y en los espacios
intercelulares por efecto de la presién (Figura 4C). La localizacion de los
taninos dispersados desde el interior de las células y precipitados en los
espacios intercelulares se observa mas claramente en muestras teiidas con



vainillina-HCI (Figura 4D). La aplicacion de presiones superiores afecta mas
al tejido y se observa una mayor dispersion de los taninos en el mismo
(Figura 4E y 4F), lo que se puede relacionar claramente con una mayor
biodisponibilidad de estos compuestos en muestras tratadas con APH.

En muestras no astringentes, el tejido no tratado por APH (Figura 5A y
5B) presenta los taninos polimerizados en el interior de las células tanicas
por efecto del CO; (Gottreich y Blumenfeld, 1991; Oshida et al., 1996).
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FIGURA 5. Microscopia Optica. Caqui no astringente en estado de
maduraciéon M1. Control (A, B); 200 MPa, 1 minuto (C, D); 400 MPa, 1
minuto (E, F). Tincion con azul de toluidina (A, C, E) y con vainillina-HCI (B,
D, F). CT: célula tanica.
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Al aplicar 200 MPa durante 1 minuto (Figura 5C y 5D), se observa mayor
deformacion celular y dafio en las paredes celulares que en las muestras
astringentes (Figura 4C), debido al efecto previo del CO, en el tejido
(Salvador et al., 2007). Los taninos ya se encontraban polimerizados en el
interior celular antes de aplicar APH, por lo que no difunden y no se aprecian
taninos precipitados en el exterior celular, tal y como se observa en muestras
astringentes (Figura 4). Con 400 MPa y 1 minuto, el tejido esta
completamente degradado, y los taninos precipitados se observan sueltos
entre restos de paredes celulares (Figura 5E y 5F).

El efecto del tratamiento con APH sobre la estructura de caquis en estado
de maduracion M2 es similar (imagenes no mostradas), aunque el tejido de
las muestras control estd mas deteriorado, tanto en muestras astringentes
como no astringentes, por el avance del proceso de maduracion.

Al tratar con 200 MPa durante un minuto se observan taninos
precipitados fuera de las células tanicas en las muestras astringentes,
aunque menos que en el estado de maduracion M1. Esto puede indicar que
ya habia parte de los taninos precipitados en el interior de las células por el
proceso intrinseco de maduracion y, por tanto, la dispersion de los taninos
solubles se produce en menor grado. Un efecto similar se aprecia al
comparar las muestras tratadas a 400 MPa durante un minuto en los estados
de maduracién M1y M2. En la Figura 6 se aprecia que, aunque el tejido esta
altamente degradado después de aplicar APH, en las muestras recolectadas
en el estado de maduracion M2 practicamente no se distinguen taninos
dispersos en los espacios intercelulares.
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FIGURA 6. Microscopia O6ptica. Caqui astringente tratado con 400 MPa
durante 1 minuto. A: estado de maduracién M1; B: estado de maduraciéon
M2. Tincién con azul de toluidina. Flechas: taninos precipitados en espacios
intercelulares.

A8V

A la vista de los resultados, se deduce que el tratamiento con APH
realmente influye en la biodisponibilidad de las sustancias tanicas en el caqui,
en el caso que éste no haya sido sometido a tratamientos con CO,. Hay que
tener en cuenta que la polimerizacién de taninos que tiene lugar debido al
tratamiento con CO,, tal y como ha sido descrita (Matsuo y Ito, 1982; Oshida
et al., 1996), se trata de una polimerizacion quimica en la que se establecen
enlaces covalentes, lo que en principio dificultaria su resolubilizacion.
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MICROSCOPIA LASER CONFOCAL DE BARRIDO

La observacién de las muestras en el microscopio laser confocal de
barrido permite distinguir una serie de cuerpos autofluorescentes en las
muestras de caqui. En un estudio sobre la cuantificacion de carotenoides
mediante autofluorescencia en levaduras, An y colaboradores concluyeron
que mediante excitacion con un laser de i6n argdbn de 488 nm, la
autofluorescencia a longitudes de onda mayores de 515 nm era debida
principalmente a carotenoides (An et al., 2000).

En la Figura 7A, se observa tejido celular de caqui astringente donde las
paredes celulares emiten fluorescencia y asociados se distinguen, con un
verde mas intenso, cuerpos esféricos también autofluorescentes, que se
identifican con sustancias carotenoides. Si estas mismas secciones se
observan por microscopia oOptica, se aprecian los carotenoides distribuidos
homogéneamente por el tejido con su color amarillo-anaranjado caracteristico
(Figura 7B). A mas detalle (Figura 7C), se observa que realmente, estas
sustancias carotenoides se encuentran asociadas a las paredes celulares,
agrupadas en cuerpos esféricos (cromoplastos) de, aproximadamente,
15 um de didmetro. Aparentemente, estan rodeadas de una membrana.

.: d ’; » %f‘i:?*’
\-, A
Al i S \

’ 25um

a

FIGURA 7. Observacion de carotenoides en tejido parenquimatico de caqui
astringente en estado de maduracién M1. Control (A, B, C); 400 MPa, 3
minutos (D, E, F). Imagenes de microscopia laser confocal de barrido (A, D)
y microscopia optica (B, C, E, F). Flecha verde: cadena de gldbulos de
carotenoides; PC: pared celular.

El efecto de las APH sobre las paredes celulares, tal y como se ha visto
anteriormente, explicaria que la emision de fluorescencia de las mismas se
observe ahora mas difuminada, distinguiéndose con un verde mas brillante,
unicamente, las concentraciones de carotenoides (Figura 7D). La
autofluorescencia tipica de las paredes celulares se pierde después del
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tratamiento con APH por enefecto de degradacion y solubilizacion de sus
componentes observado en este trabajo (subapartado Cryo-SEM). En la
Figura 7E, se observa con microscopia éptica cémo la presion favorece la
difusion de las sustancias carotenoides desde los cromoplastos, cuya
membrana debe haber sido dafiada por el tratamiento. A mas detalle (Figura
7F), se observa que, aparentemente, los carotenoides deben estar a su vez
agrupados constituyendo pequefias estructuras redondeadas de 0,75 um,
aproximadamente, que se asocian formando cadenas en el interior de los
cromoplastos.

Solidos solubles totales

En la Tabla 1 se presentan las medias de los valores de sdélidos solubles
totales (SST) con su correspondiente desviacion estandar, indicando las
diferencias significativas entre las mismas. En los frutos control, tanto M1
como M2, el contenido de SST es, aproximadamente, 17 °Brix en las
muestras astringentes y 15-16 °Brix en las no astringentes. En ambos
estados de maduracion se observa un descenso significativo de SST tras el
tratamiento con CO,, que se relaciona con la insolubilizacion de taninos y
consecuente pérdida de astringencia (Arnal y Del Rio, 2003; Salvador et al.,
2004; Salvador et al., 2005; Salvador et al., 2007; Besada et al., 2008; Igual
et al., 2008; Del Bubba et al., 2009).

TABLA 1. Sélidos solubles totales (°Brix) de muestras de caqui astringente y
no astringente con distintos tratamientos de APH en estado de maduracion
M1 y M2. Los valores presentados constituyen el promedio de tres
determinaciones con su desviacion estandar.

ESTADO DE MADURACION M1 | ESTADO DE MADURACION M2
Astringente No astringente Astringente No astringente
Control 16,94+ 0,85  1523+1,01° | 17,00+044%  1583+0,15°
1min | 15304024 1520+0,18° | 16,33+021” 16,97 +0,15°
ni(::oa 3min | 1540+047% 1491+057® | 16,50+ 021° 17,60+ 0,25°
6min | 1460+049¢ 1500+064* | 16,93+0,16*  16,73+0,27°
1min | 1483+029° 14,33+0,33° | 16,67 0,16 16,20 +0,13°
|3|(|)=oa 3min | 1540+0,63" 14,83+098% | 17,70+0,93  17,07+0,16°
6min | 1578+0,35° 1503+0,23%® | 17,10+0,21*  16,50+0,21"

Los valores de una misma columna sin letra en comun tienen diferencias significativas
(p < 0,05). La presencia de asterisco implica que, para un mismo tratamiento y estado de
maduracion, la muestra astringente tiene diferencias significativas (p < 0,05) con respecto a
la no astringente.

La aplicacion de APH en frutos M1 provoco un descenso significativo de
SST en las muestras astringentes hasta valores similares a los de las
muestras control no astringentes; esto podria atribuirse al efecto de las altas
presiones (200 6 400 MPa) sobre la precipitacion de los taninos solubles, tal
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y como se ha observado en el estudio microestructural (ver subapartado de
Cryo-SEM, Figura 1). Las muestras no astringentes no experimentaron
variacion en el contenido de SST. Asi, la aplicacion de 200-400 MPa a frutos
de caqui “Rojo Brillante” astringente produce un descenso de soélidos
solubles, principalmente taninos, de forma equivalente al ocasionado durante
el tratamiento de desastringencia con COa.

En frutos M2, el contenido en SST de las muestras tratadas con APH fue
superior al de las correspondientes muestras M1. Esto se atribuye a la rotura
de paredes y membranas celulares ocasionada por la aplicacién de APH (ver
apartado de Estudio microestructural), que favorece la solubilizacion de
determinadas sustancias cuya concentracién en el fruto aumenta segun
avanza el proceso de maduracion (azucares, sustancias pécticas de la pared
celular, etc).

El analisis multifactorial de la varianza para SST permite concluir que
tanto los efectos simples de los factores considerados (astringencia, estado
de maduracion, presion aplicada y duracion del tratamiento) como tres de
sus interacciones afectan significativamente (p<0,05) a la variable respuesta
SST con un nivel de confianza del 95%. Dado que las interacciones son
estadisticamente significativas, es mas conveniente llevar a cabo un estudio
de éstas en vez de analizar los efectos simples por separado.

En primer lugar, la presion afecta al contenido en SST de manera distinta
segun el caqui sea astringente o no astringente (Figura 8A). Al aumentar la
presion, el contenido en SST disminuye en las muestras no astringentes,
mientras que aumenta significativamente en las astringentes. Ademas, el
contenido en SST también varia segun la presion aplicada en funcién del
estado de maduracion del caqui (Figura 8B).

Interacciones y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD Interacciones y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
16,6 F 9 Astringencic 18 F 9 Maduracion
—A r 1 —M
16,4 1 — NA 17:_ /Z _ — M2
— 162 b - F ]
[9)] 7] 16 b
(7)) 16 F 3 wn b ]
L R = 3
15,8 b 15 r 1
156 £ E 14k 3
200 400 200 400
A) Presion B) Presion

Interacciones y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD

16,5F 9 Presion
r 1 — 200
16,3 1 — 400

16,1F E

SST

159F p

157F E

155E E
1 3 6

C) Tiempo

FIGURA 8. Graficos de interacciones significativas para la variable respuesta
SST considerando intervalos LSD. A: interaccion entre astringencia y presion
aplicada; B: interaccion entre estado de maduracién y presién aplicada; C:
interaccidn entre presion aplicada y duracion del tratamiento.
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También se concluye que la influencia de la presién aplicada depende de
la duracion del tratamiento (Figura 8C). Mientras que a 200 MPa el valor de
SST se mantiene sin cambios significativos independientemente del tiempo
de aplicacion, a 400 MPa el valor de SST aumenta con tiempos largos (3 y 6
minutos). Esto puede atribuirse a una mayor degradacién de las paredes y
membranas celulares y a una mejor difusion de solutos a altas presiones.

Propiedades texturales

FIRMEZA

La firmeza es un parametro de calidad fundamental en caqui. En este
estudio, se consideran como aptos para el consumo aquellos valores de
firmeza superiores a 2,5 N (Arnal y del Rio, 2004; Salvador et al., 2004). Las
muestras M1 tienen una firmeza en torno a 10,8 N, mientras que en las M2
los valores estan entre 3 y 4 N (Tabla 2), valores coherentes con estudios
previos (Salvador et al., 2004; Salvador et al., 2005; Salvador et al., 2007;
Besada et al., 2008; Igual et al., 2008). Este ablandamiento durante la
maduracion esta asociado a la solubilizacion e hidrélisis de las sustancias
pécticas de la pared celular debido a la actividad de enzimas como la
pectinmetilesterasa (PME) y poligalacturonasa (PG) (Artés et al., 1996;
Brummell y Labavitch, 1997).

TABLA 2. Firmeza (N) de muestras de caqui astringente y no astringente
con distintos tratamientos de APH en estado de maduracién M1 y M2. Los
valores presentados constituyen el promedio de ocho determinaciones con
su desviacion estandar.

ESTADO DE MADURACION M1 | ESTADO DE MADURACION M2

Astringente No astringente Astringente No astringente

Control 10,871+ 1,0242 10,832+ 1,442%| 2,925+0,364% 3,935+0,438°
1min | 3,124 +0,454° 6,467 +1,377° | 1,955+ 0,774° 1,738 +0,504°

200 . .

Mpa | 3min | 3,563 0,856 5957 +0,652 " | 1,275+ 0,322°" 0,829 + 0,224 °
6min | 4699+1,205% 5155+1,040° | 1,605+0,574> 1,479 +0,593°
1min |3,088+0,626° 4,380+0,512% | 0,994+ 0,123 0,565+ 0,272°

400

Mpa | 3min [ 23420657 © 3022+0,880°" | 0,856+0,201° 0,670+0,181°
6 min | 3,923+0,668° 3,672+0,591° | 1,040+0,389% 0,602 +0,199°

Los valores de una misma columna sin letra en comun tienen diferencias significativas
(p < 0,05). La presencia de asterisco implica que, para un mismo tratamiento y estado de
maduracion, la muestra astringente tiene diferencias significativas (p < 0,05) con respecto a
la no astringente.

Los tratamientos de APH provocaron una disminucion de la firmeza en

ambos estados de maduracion. En frutos M1, al aplicar 200 MPa durante
tiempos cortos (1 y 3 minutos), las muestras astringentes muestran un valor
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de firmeza significativamente inferior con respecto a las tratadas con COa,.
Esto puede deberse a que al aplicar la presién tiene lugar rotura de
membranas y paredes celulares que provocan una pérdida de turgor y la
consecuente liberacién del contenido celular (Knorr, 1995). Los espacios
intercelulares se llenan de liquido procedente del interior de las células
(Préstamo y Arroyo, 1998), en mayor medida en las muestras no
astringentes, ya parcialmente afectadas por el tratamiento con COa,.
Probablemente, la resistencia que opone el tejido con los intersticios
completamente anegados es superior al de aquel que aun conserva
espacios rellenos de aire, hasta que llega un momento en que los tejidos
estan tan degradados que este efecto no es significativo. Ademas, las
pectinas procedentes de las paredes celulares tienen la capacidad de formar
una red tipo gel con iones divalentes como ca? y Mg2+ (Basak y
Ramaswamy, 1998) y el caqui contiene en su composicion 6,5 y 9 mg de
calcio y magnesio por cada 100 gramos de fruta fresca, respectivamente
(Park et al., 2006), por lo que también podria atribuirse a este hecho el
fortalecimiento de la estructura.

En las muestras M2, la tendencia es equivalente a las M1 y presentan, en
cualquier caso, valores de firmeza inferiores a las de las muestras M1.

Al realizar el analisis multifactorial de la varianza para la firmeza vy
considerar las interacciones significativas (p < 0,05) se observa, en primer
lugar, que segun el estado de maduracién varia la influencia de la presion
aplicada sobre la firmeza (Figura 9A). Al aplicar 400 MPa se produce una
disminucién de la firmeza con respecto a los valores a 200 MPa. No
obstante, esta disminucién es mas pronunciada en las muestras M1.

Interacciones y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD Interacciones y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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A) Presion B) Maduracion
Interacciones y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD Interacciones y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
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FIGURA 9. Graficos de interacciones significativas para la variable respuesta
firmeza considerando intervalos LSD. A: interaccién entre maduracion y
presion aplicada; B: interaccidn entre astringencia y estado de maduracion;
C: interaccién entre astringencia y presion aplicada; D: interaccion entre
astringencia y duracion del tratamiento.
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Ademas, el estado de maduracion determina qué influencia tiene el
tratamiento de desastringencia sobre la firmeza (Figura 9B), de forma que
unicamente en el estado de maduracién M1, las muestras no astringentes
tienen significativamente mas firmeza que las astringentes.

También se observa interaccion significativa entre la astringencia y la
presion aplicada. A 200 MPa las muestras no astringentes tienen mayor
proporcion de cavidades sin aire y por ello la firmeza es mayor, mientras que
a 400 MPa el dano celular es tan acusado que este fendmeno no es
significativo y tanto las muestras astringentes como las no astringentes
poseen valores de firmeza similares (Figura 9C).

Por ultimo, la duracion del tratamiento de APH también influye sobre el
efecto de la astringencia en la firmeza (Figura 9D). Asi, cuando el tiempo de
aplicacién de APH es largo (6 minutos), el efecto sobre la estructura se haria
homogéneo en caquis tanto astringentes como no astringentes e
independiente de la presion aplicada (200 6 400 MPa).

COHESIVIDAD

Las muestras M2 presentan valores de cohesividad menores a los de las
muestras en estado de maduracion M1. Ademas, las muestras astringentes
tienen una cohesividad significativamente mayor que las no astringentes en
los dos estados de maduracién (Tabla 3).

Al aplicar APH a las muestras M1, se produce una disminucién de la
cohesividad que podria atribuirse a la rotura de paredes y membranas
celulares y la separacion entre células. Muestras no astringentes tratadas a
200 MPa durante 3 6 6 minutos mantienen valores similares a las muestras
sin tratar.

TABLA 3. Cohesividad de muestras de caqui astringente y no astringente
con distintos tratamientos de APH en estado de maduracién M1 y M2. Los
valores presentados constituyen el promedio de ocho determinaciones con
su desviacion estandar.

ESTADO DE MADURACION M1 | ESTADO DE MADURACION M2

Astringente No astringente Astringente No astringente

Control 0,093 +0,011% 0,079+0,0062 | 0,063+0,007% 0,041 +0,010°
1min | 0,060+0,010° 0,050+0,009° | 0,054+0,005° 0,059+ 0,007"

200 . .

Mpa | 3min [ 0,057 £0,010 0,075+ 0,009%* | 0,082+0,013° 0,055+ 0,009°
6 min | 0,056 + 0,006 °° 0,070 + 0,009 | 0,071 +0,007°*® 0,057 + 0,009°
1min | 0,052+0,002° 0,064 +0,010% | 0,063 +0,010° 0,087 +0,005°

400 .

Mpa | 3min [ 0,058+0,003 ¢ 0,057 + 0,006 *® | 0,067 + 0,007°" 0,083 +0,010°
6 min | 0,058 + 0,004 °° 0,056 + 0,006 *° | 0,072+ 0,008° 0,086 +0,011°

Los valores de una misma columna sin letra en comun tienen diferencias significativas

(p < 0,05). La presencia de asterisco implica que, para un mismo tratamiento y estado de
maduracion, la muestra astringente tiene diferencias significativas (p < 0,05) con respecto a
la no astringente.

17



En el estado de maduracion M2, en cambio, las muestras astringentes
tratadas por APH mantienen o incluso aumentan los valores de cohesividad
con respecto a las muestras sin tratar y en las muestras no astringentes se
produce también un incremento generalizado de la cohesividad, que resulta
especialmente elevado al aplicar 400 MPa. Algunos autores (Basak y
Ramaswamy, 1998) han relacionado el aumento de cohesividad en otras
frutas con la formacién de redes tipo gel entre pectinas e iones divalentes.

CONCLUSIONES

El tratamiento de APH ejerce un importante efecto sobre la estructura del
caqui, afectando a la integridad de las paredes y membranas celulares. Se
produce la difusibn de componentes desde el interior de las células a los
espacios intercelulares, aumentando asi su biodisponibilidad. Gran parte de
los taninos solubles difunden fuera de las vacuolas, las sustancias
carotenoides son liberadas desde los cromoplastos y la degradacién de
paredes celulares tiene como consecuencia el aumento del componente de
fibra dietética soluble.

El tratamiento de desastringencia con CO,, el estado de maduracion y la
duracion del tratamiento de APH determinan cambios estructurales en el
caqui que se manifiestan en una disminucion firmeza.

La optimizacién del tratamiento con APH podria suponer la eliminaciéon
del tratamiento con CO; en el procesado del caqui “Rojo Brillante”,
astringente después de la recoleccidn, ya que produce la precipitacion de los
taninos, a los que se atribuye esta propiedad sensorial.
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