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RESUMEN

Actualmente existe una tendencia creciente hacia el consumo de productos
minimamente procesados, debido a las necesidades actuales de la sociedad. En
todo producto minimamente procesado se persigue mantener las
caracteristicas nutricionales, sensoriales, organalépticas de las frutas,
hortalizas y verduras enteras de las que se obtienen. A su vez, deben ser
seguros a nivel microbiolégico. No obstante, los productos minimamente
procesados presentan una vida util corta que limita su comercializacién.
Existen numerosas técnicas encaminadas a mantener e intentar prolongar la
calidad y seguridad de los productos minimamente procesados.

En esta tesis, el caqui persimon (Diospyros kaki L.) “Rojo Brillante” y el meldn
(Cucumis melo L.) “Piel de Sapo” se han utilizado en la elaboracién de este tipo
de productos. El persimon se caracteriza por su corta estacionalidad,
produciéndose una gran cantidad en muy poco tiempo debido al desarrollo de
las técnicas de eliminacion de la astringencia, lo que hace necesario crear
nuevas formas de diversificar su comercializacion. Por otro lado, el meldn, se
presenta en forma de grandes piezas dificultando su manejo, lo que conlleva al
desarrollo de nuevas formas de presentacidon que permitan una manipulacion
mas cémoda y sencilla. Concretamente, en este trabajo se ha estudiado la
influencia de distintas técnicas en la conservacién de los productos
minimamente procesados como son las atmésferas ricas en CO,, el lavado con
lactato calcico, el envasado en atmdsfera modificada pasiva junto con la
utilizacidn de aceites esenciales.

La aplicacién de una atmdsfera rica en CO, en las ldaminas de persimon implicé
un aumento en el consumo de O, en las muestras lavadas tanto con agua

como con lactato cdlcico, reduciendo considerablemente la producciéon de CO,.



Asimismo, se ha modelizado el comportamiento respiratorio de ambas frutas
frescas cortadas a diferentes temperaturas utilizando un modelo de regresion
lineal y otro no lineal, observdndose que sélo el primero se ajusté bien en
ambos casos.

Por otro lado, se estudid la combinacion del envasado en atmodsfera
modificada con el uso de aceites esenciales. En el caso del persimon, los
aceites esenciales (limén y tomillo) se aplicaron de manera diferente, bien
directamente en el envase o bien mediante la inmersién de los trozos de frutas
en una solucién donde el aceite esencial se encontraba disperso. La aplicacion
directa del aceite esencial de limdn en el envase a altas concentraciones, tuvo
un efecto negativo en la capacidad antioxidante y en el contenido en fenoles
totales, lo cual podria estar relacionado con el mayor pardeamiento observado
en estas muestras. No obstante, presentd un mayor efecto antimicrobiano que
el aceite esencial de tomillo.

Al aplicar los aceites esenciales de canela en hoja y limén junto con el
envasado en atmdsfera modificada en el meldn cortado, se observé una mayor
capacidad antioxidante en las muestras tratadas con canela a mayor
concentracion. A nivel microbioldgico, el aceite esencial de limén obtuvo
mejores resultados respecto a los microorganismos aerobios mesofilos
mientras que el de canela tuvo una mejor actividad antifingica a altas

concentraciones.



ABSTRACT

Nowadays there is a rising trend towards the consumption of minimally
processed, due to the current needs of society. Any minimally processed
product should be safe, from the microbiological point of view, and keep
nutritional and sensory properties from whole fruits and vegetables. However,
minimally processed products have a short shelf life which limits its
commercialization.

There are many techniques to try to maintain and extend the quality and
safety of minimally processed products.

Persimmon (Diospyros kaki L.) "Rojo Brillante" and melon (Cucumis melo L.)
"Piel de Sapo" have been used in this thesis. Persimmon is characterized by its
short seasonal. Moreover the recent techniques to remove the astringency
have increased its production. As a consequence, it is necessary to create new
ways to diversify their marketing. On the other hand, melon has a very big
shape which implies remarkable difficulties to manage it. This is the reason
why new forms of melon presentation are searched to offer a more convenient
ready-to-eat product. Specifically in this work, the influence of different
techniques in the conservation of minimally processed products such as CO,-
rich atmospheres, washing with calcium lactate, passive modified atmosphere
packaging along with the use of essential oils (EOs) has been studied.

The application of a CO,-rich atmosphere in sliced persimmon implied an
increase in O, consumption not only in washed with water samples but with
calcium lactate. Besides it significantly reduced CO, production.

The respiratory behavior as a function of temperature of both fresh-cut fruit
was fitted accurately to a linear regression model but not to the non-linear

model.



Furthermore, the combination of modified atmosphere packaging with the use
of essential oils has been studied. In the case of persimmon, essential oils
(lemon and thyme) were applied in a different way, either directly in the
container or by dipping pieces of fruit in a solution where the essential oil was
dispersed. The direct application of lemon essential oil at high concentrations
in the container had a negative effect on the antioxidant capacity and total
phenol content, which could be related to a greater browning observed in
these samples. However, thyme essential oil showed antimicrobial effect at
high concentrations.

The highest cinnamon leaf essential oil concentration applied in fresh-cut
melon implied a greater antioxidant capacity.

According to the microbiological results, lemon essential oil controlled better
the growth of mesophilic aerobic whereas cinnamon essential oil had better

antifungal activity at high concentrations.



RESUM

Actualment hi ha una tendéncia creixent cap al consum de productes
minimament processats, per les necessitats actuals de la societat. En tot
producte minimament processat es persegueix mantindre les caracteristiques
nutritives, sensorials, organoléptiques de les fruites, hortalisses i verdures
senceres de les que s'obtenen. Al seu torn, han de ser segurs a nivell
microbiologic. No obstant aix0, els productes minimament processats
presenten una vida Util curta que limita la seua comercialitzacid. Hi ha
nombroses tecniques encaminades a mantindre e intentar prolongar la
gualitat i seguretat dels productes minimament processats.

En esta tesis, caqui persimon (Diospyros kaki L.) “Rojo Brillante” i meld
(Cucumis melo L.) “Piel de Sapo” s'han utilitzat per I'elaboracié d'aquest tipus
de productes. El persimon es caracteritza per la seua curta estacionalitat,
produint-se una gran quantitat en molt poc de temps com a conseqiencia del
desenvolupament de les tecniques d'eliminacié de l'astringéncia, la qual cosa
fa necessari crear noves formes de diversificar la seua comercialitzacié. D'altra
banda, el meld, es presenta en forma de grans peces dificultant la seua
manipulacio, la qual cosa comporta al desenvolupament de noves formes de
presentacié6 que permeten una manipulaci6 més comoda i senzilla.
Concretament, en aquest treball s'ha estudiat la influéncia de distintes
técniques en la conservacio dels productes minimament processats com son
les atmosferes riques en CO,, el llavat amb lactat calcic, I'envasament en
atmosfera modificada passiva junt amb la utilitzacié d'olis essencials (OEs).
L'aplicacié d'una atmosfera rica en CO, en les lamines de persimon va implicar
un augment en el consum d'O, en les mostres llavades tant amb aigua com

amb lactat calcic, reduint considerablement la produccié de CO,. Aixi mateix,



s'ha modelitzat el comportament respiratori de les dos fruites fresques tallades
a diferents temperatures utilitzant un model de regressio lineal i un altre no
lineal, observant-se que només el primer es va ajustar bé en ambdds casos.
D'altra banda, es va estudiar la combinacié de I'envasament en atmosfera
modificada amb I'Us d'olis essencials. En el cas del persimon, els olis essencials
(lima i timd) es van aplicar de manera diferent, bé directament en I'envas o bé
per mitja de la immersio dels trossos de fruita en una solucié on I'oli essencial
es trobava dispers. L'aplicacié directa de I'oli essencial de Ilima en l'envas a
altes concentracions, va tindre un efecte negatiu en la capacitat antioxidant i
en el contingut en fenols totals, la qual cosa podria estar relacionada amb el
major enfosquiment observat en estes mostres. No obstant aix0, va presentar
un major efecte antimicrobia que I'oli essencial de timé.

Al aplicar els olis essencials de canella en full i llima junt amb I'envasament en
atmosfera modificada en el meld tallat, es va observar una major capacitat
antioxidant en les mostres tractades amb canella a major concentracid. A nivell
microbiologic, I'oli essencial de Ilima va obtindre millors resultats respecte als
microorganismes aerobis meséfils mentre que el de canella va tindre una

millor activitat antifungica a altes concentracions.
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minimamente procesado lavadas con agua y aceite esencial de tomillo
(AET) y de limén (AEL) a lo largo del almacenamiento.

Figura 111.28. Evolucidn de la fuerza maxima (N) y la distancia a la que se
produjo la misma (B) de las muestras de caqui minimamente procesado
lavadas con agua y aceite esencial de tomillo (AET) y de limén (AEL) a lo

largo del almacenamiento.
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Figura IV.1. Porcentaje de produccion de melén en la Comunidad
Valenciana del afio 2010 (adaptacidon de los datos de la estadistica
agricola de la Conselleria d’Agricultura, Pesca, Alimentacidé i Aigua,
2012).
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lavadas con aceite esencial de canela (AEC) (A) y aceite esencial de limén
(AEL) (B) a lo largo del almacenamiento. Las lineas discontinlas
representan la evolucién de los controles.
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representan la evolucidn de los controles.
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Figura IV.14. Evolucién de la luminosidad (L*) de las muestras lavadas
con aceite esencial de canela (AEC) (A) y aceite esencial de limén (AEL)
(B) a lo largo del almacenamiento. Las lineas discontinuas representan la
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Figura IV.15. Evolucion de la coordenada a* de las muestras lavadas con
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Figura IV.17. Evolucidn de la fuerza (F) maxima expresada en newton (N)
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esencial de limén (AEL) (B) a lo largo del almacenamiento. Las lineas
discontinuas representan la evolucién de los controles.

Figura IV.18. Evolucion de la distancia expresada en milimetros (mm) de
las muestras lavadas con aceite esencial de canela (AEC) (A) y aceite
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Figura IV.19. Recuento microbiano de microorganismos aerobios
mesofilos expresado como logaritmo decimal de las unidades
formadoras de colonia por gramo de producto (log UFC-g™) de las
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superior sefiala y el limite de caducidad seguin el RD 3484/2000.

Figura 1V.20. Recuento microbiano de mohos y levaduras expresadas
como logaritmo decimal de las unidades formadoras de colonia por
gramo de producto (log UFC-g™") de las muestras lavadas con aceite
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Calderdn (2000).
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JUSTIFICACION E INTERES DEL ESTUDIO

El actual ritmo de vida en el que hay un escaso tiempo para la preparacién de
comidas, donde el numero de personas que conforman las familias es cada vez
menor, junto con la preocupacion por unos alimentos frescos y saludables, han
dado a lugar a los productos minimamente procesados.

Los productos minimamente procesados, también llamadas listos para usar,
productos frescos cortados o productos IV de gama, son frutas, verduras y
hortalizas frescas que han sido lavadas, peladas, cortadas en rodajas, picadas o
cortadas en tiras, antes de ser envasadas para su consumo (lzumi y Watada, 1994;
Barry-Ryan y O'Beirne, 1998a; Degl’Innocenti et al., 2007).

El principal problema que conlleva este tipo de productos, es el rdpido deterioro
comparado con el de la pieza intacta. Los productos frescos cortados son
sometidos a un estrés fisico como el cortado, pelado, cortado en rebanadas,
triturado y eliminacién de células epidérmicas protectoras (Watada et al., 1996).
Los cambios en la textura y la apariencia de los productos frescos cortados son
dos factores fundamentales que van a determinar su aceptabilidad (Toivonen y
Brummel, 2008). De igual importancia es evitar el desarrollo de aromas y sabores
extrafos, asi como asegurar la estabilidad microbioldgica de los mismos.

Por tanto, para obtener productos de calidad, seguros y con un alto valor
nutricional, las industrias necesitan implementar estrategias de mejora,
introduciendo o combinando técnicas, especialmente en los procedimientos
estandar de sanidad (Artés et al., 2009).

Existen numerosos estudios encaminados a mejorar y prolongar la vida util de los
productos minimamente procesados (Montero-Calderdn et al., 2008; Marrero y
Kader, 2006; Soliva-Fortuny et al., 2004; Rojas—Grali et al., 2007; Aguayo et al.,
2008; Luna—Guzman y Barrett, 2000).
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El uso del envasado en atmdsfera modificada (MAP) en frutas ha sido efectivo en
el mantenimiento de la calidad de las frutas, aunque la concentracion de CO,
dentro de los envases puede no ser lo suficientemente alta para actuar como
fungicida y bactericida (Serrano et al., 2008). No obstante, la utilizacion del MAP
junto con otros agentes (como sales de calcio o sustancias antioxidantes e incluso
agentes antimicrobianos), pueden mejorar aun mas la vida util de estos
productos.

El empleo de aceites esenciales puede ser muy util debido a sus propiedades
antioxidantes (Lee et al., 2005; Sacchetti et al., 2005) y antimicrobianas (Dorman
et al., 2000; Fisher y Phillips, 2006; Goii et al., 2009).

En concreto, en esta tesis se ha evaluado el efecto del aumento en la
concentraciéon de CO,, la influencia del tratamiento con lactato calcico, la
modelizacién de los cambios gaseosos en el espacio de cabeza y la incorporacion
de distintos aceites esenciales en caqui y melén minimamente procesado con la

finalidad de mantener su calidad y estabilidad.
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I. Introduccion

INTRODUCCION

1. FRUTAS MINIMAMENTE PROCESADAS (FMP)

Los productos minimamente procesados surgieron para atender a una
creciente demanda por los consumidores de alimentos frescos, naturales, sin
aditivos y de consumo facil e inmediato (Artés-Hernandez et al.,, 2004).
Ademas, los consumidores esperan que éstos no presenten defectos y estén
en un estado optimo de madurez y frescura, con unas condiciones de
apariencia, textura/firmeza, sabor y calidad nutricional (Watada y Qi, 1999).

Estos productos han sido sometidos a diferentes operaciones como limpieza,
lavado, cortado y envasado, siendo el cortado el principal responsables del
deterioro durante el almacenamiento (Degl’ Innocenti et al., 2007). Las heridas
en los tejidos inducen a una serie de desérdenes fisioldgicos que han de ser
minimizados para obtener un producto fresco de calidad (Soliva-Fortuny vy
Martin Belloso, 2003). Por otro lado, los productos minimamente procesados
tienen una estructura fisica que los hacen susceptibles a la invasién
microbioldgica, lo cual implica que la actividad microbiolégica junto con la
fisiolégica tendria un papel importante en la degradacién de la calidad durante
el almacenamiento (Ragaert et al., 2007). Por tanto, la presencia de superficies
cortadas, la estabilidad microbioldgica y el metabolismo activo del tejido son
factores que van a afectar a este tipo de productos, siendo el deterioro de los
mismos al mismo tiempo autolitico y microbiolégico (Jacksens et al., 2004).

Con la finalidad de alargar la vida util y mantener la calidad de estos productos
se pueden aplicar distintas técnicas de conservacion. No obstante, el estado de
madurez junto con la temperatura de almacenamiento son factores también

importantes en el mantenimiento de la calidad (Gorny et al., 1998). De hecho,
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Barry-Ryan y O’Beirne (1998b), obtuvieron una mayor retencién de acido
ascorbico total durante el almacenamiento a 3 2C frente a 8 2C en lechuga
rallada y por otro lado, también es importante la temperatura para reducir la
velocidad del crecimiento microbiano. Izumi y Watada (1994) registraron un
aumento en el recuento microbiano durante el almacenamiento de zanahoria
cortada en tiras para todas las temperaturas empleadas, siendo este aumento
mayor a mayor temperatura. Por otro lado, la madurez es un atributo
importante en la calidad de la fruta fresca cortada, ya que las frutas inmaduras
carecen de una buena calidad sensorial, mientras que la fruta madura en

exceso tiene una vida util limitada (Watada y Qi, 1999).

1.1. Importancia econémica del sector

Segun datos del 2005, el mercado de productos de IV Gama se encontraba
liderado por Estados Unidos con el 85% de ventas frente al 7% registrado en
Europa (Lopez, 2010). No obstante, su expansion en Europa ha sido mucho
mas rdpida en el mercado francés e inglés que en Espaia (Fruit logistica, 2011).
A nivel nacional, la IV Gama se inicio en los afios 80 en Navarra, extendiéndose
al resto de las comunidades y adquiriendo una mayor importancia dentro del
sector hortofruticola nacional, de modo que en los Ultimos afios se ha
extendido a otras zonas de produccion como la Comunidad Valenciana,
Andalucia, Catalufia y Murcia (Fruit logistica, 2008). En Espafia estos productos
tienen una gran demanda para empresas de catering y restaurantes, tanto de
comidas rapidas y preparadas, como de elevada categoria, para comedores de
empresas, centros de ensefianza, hospitales o cuarteles y cada vez mas para

los propios hogares (Artés-Hernandez et al., 2004).
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AFHORLA es la Asociacién Espafiola que agrupa a los fabricantes de Frutas y
Hortalizas lavadas, listas para su empleo. Esta Asociacién nacié en el 2005 para
responder a las necesidades productivas y econdmicas. Estd integrada por
empresas relacionadas con el sector y que representan mas del 95% del
mercado espafiol de IV Gama (AFHORLA, 2012).

En la produccién espafiola de IV Gama, la lechuga supondria un 60% del
comercio, seguido de las ensaladas (17%) y espinacas (7%), segun datos de
Artés-Hernandez et al. (2004).

En el 2008 (segln datos de AFHORLA), unos 7,7 millones de hogares espanoles
compraron, al menos una vez al ano, productos de IV Gama, situdandose la
media de compra entorno a los 2,8 kg al afio (Fruit logistica, 2010). En el
periodo de enero a agosto del 2011, las ventas de frutas y verduras de IV Gama
en Espafia ascendieron a 54,6 millones de kilos, alcanzando los 303,8 millones
de euros, lo cual implicé un 5,5 % mas que en el 2010 durante el mismo

periodo (Fruit logistica, 2012).

1.2. Procesos degradativos

La calidad de un producto se diferencia por las propiedades sensoriales, como
el color, firmeza y sabor, por lo que cambios en estas propiedades podrian
influir en la vida util y aceptabilidad (Krasaekoopt y Bhandari, 2011).

Si un producto se presenta con una apariencia blanda o flacida puede conllevar
al rechazo de los consumidores antes de su consumo (Rico et al., 2007a). La
textura esta relacionada en gran medida por la anatomia de fisica del tejido,
particularmente por el tamafo, forma y empaquetado celular, el espesor y la
fuerza de la pared celular y el grado de adhesion célula a célula, junto con el

estado de turgencia (Toivonen y Brummell, 2008).
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Los cambios en la textura estan relacionados tanto con procesos enzimaticos
como no enzimaticos (Rico et al., 2007a). Enzimas como la pectinmetilesterasa
(PME) y la poligalacturonasa (PG) pueden degradar la pectina dando a lugar a
productos de textura blanda. Sin embargo, la adicidn de cationes como el Ca**
en forma de cloruro de calcio o de lactato de calcio mejora la textura ya que
permite la formacién de enlaces entre el calcio y la pectina (Krasaekoopt y
Bhandari, 2011). En este sentido, la combinacidn de cloruro calcico o lactato
calcico con las enzimas puede retardar el ablandamiento del producto. De
hecho, la PME elimina grupos metil-éster haciendo que, el homogalacturonano
que forma parte de las pectinas se cargue negativamente, por lo que en
presencia de calcio, los residuos de acido galacturénico cargados
negativamente de diferentes moléculas de homogalacturonano se asocian a
través del Ca’" formando el pectato de calcio que se suma a la fuerza de la
pared celular y proporciona mayor fuerza intercelular (Toivonen y Brummell,
2008). No obstante, la pectina es desmetilada parcialmente por la accion de la
PME y posteriormente despolimerizada por la PG provocando la pérdida de
firmeza (Vu et al., 2004).

Las heridas producidas en los productos frescos cortados, como pueden ser el
cortado en rodajas, cubos, triturado o el pelado, son unos de los principales
factores de estrés (Hodges y Toivonen, 2008). Las heridas pueden inducir el
metabolismo de los fenilpropanoides y dar como resultado la acumulacién de
compuestos fendlicos y el pardeamiento de los tejidos (Saltveit et al., 2000).
Por otro lado, el procesado de este tipo de productos implica una serie de
operaciones que permite a los enzimas (clorofilasa, peroxidasa y
polifenoloxidasa) entrar en contacto con los sustratos, principalmente sobre la
superficie de los productos, produciendo reacciones enzimaticas relacionadas

con el deterioro del color (Dorantes-Alvarez y Chiralt, 2000). Las células y
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tejidos de las frutas y verduras, contienen sustancias naturales responsables
del color, como son los antocianos, clorofilas y compuestos fendlicos, que
podrian verse afectados por diferentes reacciones quimicas y bioquimicas
durante el procesado y almacenamiento (Dorantes-Alvarez y Chiralt, 2000).
Ademas, en los productos frescos cortados se produce una pérdida de peso
como consecuencia de la exposicidn de tejidos internos y la ausencia de piel o
cuticula, por lo que es importante que la humedad relativa de los films de
envasado sea alta (Watada y Qi, 1999).

Junto con los procesos de deterioro autolitico (fisioldgico), han de tenerse en
cuenta los microbioldgicos. En general, los recuentos de la poblacion
microbioldgica de los productos minimamente procesados oscilan desde 3,0 a
6,0 log UFC-g™* (Ragaert et al., 2007). El alto contenido en aztcares de las frutas
implica un deterioro mas rapido de las mismas cuando son cortadas que en el
caso de las verduras de IV gama. No obstante, la mayor acidez de las frutas
podria ayudar a suprimir el crecimiento bacteriano, pero no el de mohos vy

levaduras (Beaulieu y Gorny, 2001).

1.3. Respiracion de los productos cortados

El metabolismo respiratorio permite la producciéon de energia necesaria para
los procesos bioquimicos de las plantas. La respiracion aerobia implica la
oxidacion de estas reservas organicas (carbohidratos, lipidos y 4cidos
organicos) a otras mas simples, la formacidon de agua y CO, asi como la
liberacion de energia (Fonseca et al., 2002a). La respiracion esta relacionada
con la produccion de energia y de moléculas intermedias que permiten el
mantenimiento de multiples reacciones anabdlicas que son esenciales para el

mantenimiento de la organizacidn celular e integridad de las membranas de las
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células vivas. Ademas, el proceso global de la respiracidon aerdbica implica la
regeneracion de trifosfato de adenosina (ATP) a partir de difosfato de
adenosina (ADP) y fosfato inorganico (Pi) (Kader y Saltveit, 2002).

La glicélisis, el ciclo de los acidos tricarboxilicos, y el sistema de la cadena de
transporte electrones son rutas de la respiracion aerdbica (Fonseca et al.,
2002a).

La respiracién anaerobia implica la transformacion de hexosas en CO, y alcohol
en ausencia de O,. El piruvato que se forma en la glicdlisis es descarboxilado y
se forma CO, y acetaldehido y éste es convertido en etanol y se regenera el
nicotinamida adenina dinucledtido (NAD®). En algunos casos, el NAD® es
regenerado durante la conversion de piruvato a lactato (Kader y Saltveit,
2002).

La respiracion metabdlica postcosecha de los productos frescos depende de la
temperatura de almacenamiento asi como de la composicion de gases vy
etileno (Mahajan y Goswami, 2001).

Un factor a tener en cuenta, es la clasificacion de los frutos como climatéricos
o no. Los frutos climatéricos (como el persimon, melédn, manzana, kiwi y
tomate) presentan un incremento en las tasas de CO, y etileno coincidiendo
con la maduracién, mientras que las no climatéricas (como la fresa, cereza,
limén, granada) no muestran cambios generalmente en su produccién de CO, y
etileno durante la maduracién (Kader, 2002).

Watada et al. (1996) compararon las tasas respiratorias de los productos
intactos y recién cortados de varias frutas y verduras, a diferentes
temperaturas. Las tasas de respiraciéon obtenidas en los productos frescos
cortados fueron en general mayores a las de las piezas intactas y ademas se
incrementaron con la temperatura. Por otro lado, Garcia et al. (2000) midieron

la intensidad respiratoria en términos de produccion de CO, de naranjas
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cortadas en rodajas de 1 cm de espesor y en granos de granada pelada,
mantenidos a 4 2C. La intensidad respiratoria fue mayor en las rodajas de
naranjas. Esto fue relacionado con el mayor procesado de las naranjas que
fueron cortadas mientras que los granos de la granada permanecieron
intactos. El estrés fisico estimuld la intensidad respiratoria de los productos
frescos.

Por otro lado, dafios en las células y tejidos inducen una elevada tasa de
produccién de etileno, lo que podria estimular la respiracion vy
consecuentemente acelerar el deterioro y la senescencia y promover la
maduracién de las frutas climatéricas (Brecht, 1995). Ademas, existe en
general una relacidn inversa entre las tasas respiratorias y la vida postcosecha
de los productos. A mayor tasa de respiracidon, mas perecedero es el producto

y por tanto, un vida postcosecha menor (Kader y Saltveit, 2002; Kader, 2002).

2. TECNICAS PARA AUMENTAR LA VIDA UTIL DE LAS FMP

2.1. Envasado en atmdsfera modificada (MAP)

El envasado en atmédsfera modificada (MAP) es una de las técnicas mas
utilizadas en la conservacién de los productos minimamente procesados Las
frutas y verduras son productos que contindan respirando, por lo que en el
MAP es muy importante la interaccién entre el material de envasado con el
producto, ya que si la permeabilidad del film para los gases (0, y CO,) se
adapta a la respiracién del producto, se puede establecer una atmédsfera de
equilibrio en el envase y se incrementara la vida util del producto (Sandhya,

2010).
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Por tanto, este tipo de envasado implica cambios gaseosos en el espacio de
cabeza del envase durante el almacenamiento, debido a la respiracién del
producto y a la permeabilidad del envase a los gases. EIl MAP reduce la tasa de
respiracion y la producciéon de etileno, retrasa el ablandamiento y los cambios
que se producen en el producto, ya que crea y mantiene una microatmdsfera
Optima en el interior del envase (Lee et al., 1991). Este tipo de envasado difiere
de la atmésfera controlada (AC), ya que en la primera no se produce un control
externo en la concentracidn de gases que rodea al producto sino que depende
del equilibrio dindmico entre el metabolismo del fruto y la permeabilidad del
envase (Romojaro et al., 1996).

Factores que influyen en la atmdsfera de equilibrio son la intensidad
respiratoria del fruto (existen variaciones entre especies, variedades y el
estado de madurez), temperatura (la intensidad respiratoria aumenta en
funcién directa con la temperatura) y la permeabilidad del film (Romojaro et
al., 1996).

El crecimiento microbiano en los alimentos depende tanto de factores
intrinsecos del propio alimento como extrinsecos asociados con el ambiente de
almacenamiento. La temperatura y la composicién gaseosa del ambiente son
dos factores extrinsecos muy importantes que pueden ser controlados con el
MAP para retrasar el deterioro y aumentar la vida util (Parry, 1993). Soliva-
Fortuny et al. (2004) estudiaron el efecto del MAP sobre la microbiologia de
cubos de manzanas de la variedad “Golden Delicious”. Una atmdsfera pobre en
0, o/y rica en CO,, no tuvieron efectos fungicidas ni bactericidas, aunque el
producto fue estable microbiolégicamente para 30 dias de almacenamiento
bajo 0 kPa de O, y envasadas con un film de 15 cm*m™2-24 h™-bar™. El

almacenamiento a altas concentraciones en CO, fue efectivo en la

-12 -



I. Introduccion

conservacion microbiolégica pero pudo dar a lugar a un crecimiento en la flora

anaerobia, lo que limitaria la comerciabilidad.

2.2. Tratamientos protectores de la textura

La aplicacidn de tratamientos de calor ha sido utilizada para la estabilizacion de
alimentos sin utilizar productos quimicos, debido a la capacidad de destruir
microorganismos e inactivar enzimas (Martin—Diana et al.,, 2007). Los
tratamientos sobre la firmeza obtenida con tratamientos por calor, bien
aplicados solo o en combinacidon con sales de calcio, se ha atribuido a la
activacion de la pectinmetilesterasa por calor (PME) o por el incremento de la
difusién del calcio dentro de los tejidos a temperaturas mas altas (Bartolome y
Hoff, 1972; Garcia et al., 1996). La activacién de la PME por calor suave en
verduras, desmetila las pectinas de la pared celular y mejora la firmeza del
tejido (Anthon y Barret, 2006) ya que forma grupos aniénico COO™ que se
combinan con el catién Ca*?, formando enlaces (Garcia et al., 1996). De esta
manera, Martin—Diana et al. (2007) mediante la aplicacion de vapor
consiguieron mantener mejor las propiedades de textura asi como la
apariencia en la lechuga cortada frente al tratamiento con cloro. Por otro lado,
Aguayo et al. (2008) trataron el meldn cortado con cloruro de calcio (CacCl,) al
0,5% tanto en agua fria (4 ©C) como en agua caliente (60 2C) durante 1 minuto,
comparandolo con los trozos de meldn tratados con agua destilada en las
mismas condiciones. Al aplicar CaCl, a 60 2C, consiguieron retrasar la pérdida
de firmeza frente al resto de los tratamientos y presentaron la mayor
concentracién de calcio unido. Rico et al. (2007b) compararon el efecto del
agua clorada con el tratamiento de lactato de calcio a 25 y 50 oC sobre

zanahoria cortada en rodajas. La actividad de la PME fue menor en las
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muestras tratadas con cloro frente a las tratadas con lactato de calcio. Ademas
las tratadas con lactato de calcio a 50 2C, presentaron valores mayores de PME
en comparacion a las lavadas a 25 2C. Por otro lado, la microscopia dptica
reveld una mayor definiciéon de la pared celular en las muestras tratadas con
lactato de calcio a 50 eC tras 10 dias de almacenamiento. El microscopio
electrdnico de barrido (Cryo-SEM) mostré una mayor turgencia de las células y
un menor grado de contraccién en las muestras lavadas con lactato de calcio a
50 °C tras 10 dias. También Martin-Diana et al. (2006) observaron mediante
Cryo-SEM, una mayor pérdida de turgencia en las muestras de lechuga
cortadas y tratadas con cloro en contraposicion a las tratadas con lactato de
calcio tanto a temperatura ambiente como a 50 2C, tras 1 dia de
almacenamiento. Esto lo asociaron al efecto que el calcio ejerce en el
mantenimiento de la estructura de la pared celular mediante su interaccién
con el acido péctico para formar pectato calcico en la pared celular. Ademas,
tras 10 dias de almacenamiento a 4 ©°C, las muestras tratadas con cloro
presentaron una reduccién en el tamafio celular posiblemente asociado a la
pérdida de turgencia. También observaron un avanzado estado de plasmdlisis
y/o de contraccién de las células tratadas con cloro y con lactato de calcio a
temperatura ambiente, mientras que las tratadas a 50 2C con lactato calcico
mantuvieron mejor la estructura al final del almacenamiento.

Por otro lado, también existen numerosos estudios en los que se ha empleado
sales de calcio, sin aplicar calor, para mantener la textura de los productos
frescos cortados (Rosen y Kader, 1989; Luna-Guzman y Barret, 2000; Saftner et
al.,, 2003; Alandes et al., 2009). Asi por ejemplo, Alandes et al. (2009)
fortificaron la estructura de las peras cortadas en cubos de la variedad “Flor de
Invierno” con lactato de calcio, manteniendo el paquete fibrilar de la pared

celular y reforzando el contacto célula a célula, lo cual se relacioné con la
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formacion de pectato de calcio que contrarresté el aumento de la actividad de

la PME.

2.3. Lavado con diferentes agentes antipardeantes

El pardeamiento tisular es una de las mayores causas de pérdida de calidad en
los productos frescos cortados, estando influenciado por la concentracidn de
componentes fendlicos y otros factores como la actividad de Ia
polifenoloxidasa (PPO) y la peroxidasa (POD). Asi, Rico et al. (2007c) estudiaron
el efecto del lavado con ozono (0s), el tratamiento con lactato de calcio a 50 2C
y la combinacidon de éstos sobre la lechuga fresca cortada. Las muestras
tratadas con Oz y la combinaciéon de O; y lactato de calcio disminuyeron la
actividad enzimatica de la PPO frente al tratamiento Unicamente con lactato.
Este efecto lo atribuyeron al alto potencial de oxidacién del O; en comparacién
al lactato. Las muestras tratadas con Oz y las del tratamiento combinado
obtuvieron también una menor actividad de la POD, pero solamente durante
los 3 primeros dias de almacenamiento.

Por otro lado, el acido ascorbico o sus derivados han sido utilizados en
numerosos estudios en frutas en concentraciones comprendidas entre el 0,5%
y el 4% (Soliva-Fortuny y Martin-Belloso, 2003). El 4cido ascérbico es un gran
inhibidor del pardeamiento enzimatico, ya que es capaz de reducir las o-
quinonas formadas por la oxidacién de los polifenoles debido a la accidn de la
PPO. Como consecuencia, el acido ascorbico es oxidado a acido
dehidroascérbico (Pilizota y Subari¢, 1998). La familia de los eritorbatos, el
acido eritdrbico y eritorbato sddico son esterecisomeros de los ascorbatos y
tienen una funcidn antioxidante similar, actuando como agentes reductores,

oxidandose en los alimentos (Lambrecht, 1995). Son et al. (2001) analizaron el
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efecto de las disoluciones de acido ascérbico y sus derivados (al 1%) en rodajas
de manzanas. Al principio, todos parecian ser muy efectivos inhibiendo el
pardeamiento. Sin embargo, cuando el poder reductor del acido ascérbico se
agotd en 20 minutos, un color marrdn se desarrolld rapidamente. No obstante,
el acido ascérbico 2-fosfato fue el mas potente tras 3 horas, con mejores
resultados.

Por otro lado, el 4-hexilresorcinol reacciona con la PPO y detiene la reaccién
enzimatica en su fase mas temprana (PiliZota y Subari¢, 1998). Son et al.,
(2001) observaron que el tratamiento con una disolucién de 4-hexilresorcinol
(0,1%) de rodajas de manzanas fue muy efectivo previniendo su pardeamiento
transcurridas 3 horas, sin provocar cambios en los valores de luminosidad. La
cisteina es otro agente reductor que puede formar compuestos al reaccionar
con sustratos fendlicos como el catecol y ademads, reduce a las quinonas
(Dorantes-Alvarez y Chiralt, 2000).

Ademas, los acidos carboxilicos como el acido citrico, oxalico y malico han
mostrado efectos inhibitorios sobre el pardeamiento enzimatico. Son et al.,
(2001), midieron el pardeamiento de rodajas de manzanas tras 3 horas de
haber sido tratadas previamente con diferentes disoluciones de &acidos
carboxilicos a la misma concentracidn (1%). La aplicacion de los acidos oxalico,
oxalacético, tartdrico y maldnico fueron los mas efectivos inhibiendo el
pardeamiento y ademas, mostraron un ligero cambio en el color. Los efectos
inhibitorios de estos acidos, fueron mejores que el del acido ascorbico a la
misma concentracién. Del mismo modo, el acido oxalico y oxalacético
presentaron una actividad antipardeante mucho mas potente que el acido
citrico, por lo que podrian ser utilizados en concentraciones mas bajas en

rodajas de manzanas.
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Existen muchos estudios donde se combinan distintos agentes antipardeantes
con la finalidad de alargar la vida util de los productos frescos cortados (Sapers
y Miller, 1998; Sanchis et al., 2011). Como ejemplo, Gorny et al. (2002)
consiguieron inhibir el oscurecimiento de rodajas de peras durante 8 dias de
almacenamiento a 0 2C mediante el tratamiento de éstas con disoluciones que
contenian acido ascdrbico, lactato de calcio y cisteina y estaban ajustadas a un
pH de 7. Por otro lado, Buta et al. (1999) para evitar el pardeamiento de
rodajas de manzanas debido a la oxidacién de los compuestos fendlicos, las
trataron con disoluciones de 4-hexilresorcinol, acido isoascérbico, N-
acetilcisteina junto con el propionato de calcio. Este tratamiento dio a lugar a
un incremento significativo en el tiempo de almacenamiento, manteniendo la
apariencia de las mismas esencialmente sin cambios durante 4 semanas a 5 2C.
El propionato de calcio permitié aumentar la duracién del almacenamiento en
frio para las dos temperaturas empleadas (5 y 10 2C) en comparacion a la
misma formulaciéon pero con CaCl,. Son et al. (2001), observaron un efecto
sinérgico cuando trataron las rodajas de manzanas con distintos agentes
antipardeantes. Precisamente, cuando se combind las disoluciones de acido
oxalico al 0,2% junto con un 1% de acido ascorbico o de acido eritérbico hubo
un fuerte efecto sinérgico sin cambios en el color a las 3 horas del tratamiento.
Sin embargo, la combinacion del acido oxalico con el acido citrico fue menos
efectiva que las anteriores a pesar de presentar efecto sinérgico.

Por otro lado, cuando el pH del medio estda comprendido entre 5y 7, la PPO
presenta una actividad 6ptima, por lo que adicificantes podrian inhibir la
accioén de la enzima, aunque la disminucion de pH podria afectar al sabor del
producto de un modo negativo (Pilizota y Subari¢, 1998). Guerrero-Beltran et
al. (2005) obtuvieron una menor actividad de la PPO, a menor pH (3,5) en el

puré de mango y el cambio de color fue mas lento para este pH. Por otro lado,
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desinfectantes como el clorito de sodio acidificado podrian controlar la
reaccion de pardeamiento en manzanas frescas cortadas debido a su bajo pH
(=2,5) (Luo et al., 2011). De hecho, Luo et al. (2011) compararon el efecto de
distintos agentes antipardeantes en manzanas frescas cortadas, de modo que
a pesar del descenso generalizado de luminosidad en todas las muestras
durante el almacenamiento, aquellas que habian sido tratadas con clorito de
sodio y con la combinacion de clorito de sodio y cloruro de calcio, mantuvieron
los valores de luminosidad por encima de los demas tratamientos. Ademas,
todos los tratamientos que contenian clorito de sodio (clorito de sodio, clorito
de sodio acidificado, clorito de sodio junto con cloruro de calcio), cloruro de
calcio o ascorbato de calcio disminuyeron significativamente la actividad de la

PPO respecto a las lavadas Unicamente con agua o con acido citrico.

2.4. Tratamientos desinfectantes

2.4.1 Cloro

Los productos quimicos a base de cloro, en particular el cloro liquido e
hipoclorito, son probablemente los desinfectantes mads utilizados para la
descontaminacidn de los productos frescos (Rico et al., 2007a).

El cloro tiene un amplio espectro de actividad, pudiendo actuar sobre
bacterias, mohos, levaduras y virus (Krasaekoopt y Bhandari, 2011). El uso del
cloro para la cloracion del agua puede ser obtenida de las siguientes 3 formas:
cloro gas, hipoclorito de calcio e hipoclorito de sodio (Boyette et al., 1993).
Normalmente el hipoclorito de sodio es utilizado a las concentraciones 50 a

200 partes por millén (ppm) (Sapers, 2009).
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La cloracién es un proceso quimico dindmico en el que la eficacia depende de
una serie de factores como el pH, la temperatura, materia orgdnica, tiempo y
estado de crecimiento del patdégeno (Boyette et al., 1993). Dependiendo del
pH, las disoluciones de hipoclorito contienen proporciones variables del i6n
hipoclorito y del acido hipocloroso, el cual tiene una gran actividad bactericida
(Sapers, 2009). Sin embargo, los iones hipoclorito son relativamente inactivos
(Boyette et al., 1993). El acido hipocloroso, es un agente muy oxidante que
destruye los microorganismos por la alteracién de sus paredes celulares
(Krasaekoopt y Bhandari, 2011).

Segln Boyette et al. (1993) la actividad del cloro se incrementa a mayor
temperatura de la disolucidén. Asi, Delaquis et al. (2004), compararon el efecto
antimicrobiano del agua clorada a diferentes concentraciones de cloro (0, 25,
50, 75 y 100 mg-L™ de cloro total) y a diferentes temperaturas (4 y 50 2C) en la
lechuga fresca cortada. La exposicion a 50 2C fue suficiente para inactivar a
aquellos microorganismos mas sensibles al calor, ya que las muestras tratadas
sin cloro presentaron una reduccién de la poblacién microbiana respecto a las
no lavadas y las tratadas sin cloro a 4 2C. Ademas, la aplicacidn de cloro a 50 2C
mejoré ligeramente este efecto. La efectividad del cloro depende del tiempo
de exposicidn, tratamientos cortos son menos efectivos que los largos, aunque
exposiciones de soluciones fuertes de cloro durante tiempos prolongados
pueden provocar alteraciones (Boyette et al., 1993). Delaquis et al. (2004)
observaron que temperaturas mas altas de 50 2C con tiempos de exposicion
prolongados, dieron lugar a la aparicién de dafio tisular en la lechuga cortada.
Las consecuencias de un excesivo calor quedaron reflejadas por una apariencia
traslucida y exudacién.

Por otro lado, el clorito de sodio acidificado estd formado por el clorito de

sodio y el acido citrico. Su actividad biocida es debida a la formacién de acido
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cloroso, que posee una fuerte capacidad oxidante con un amplio espectro
germicida (Krasaekoopt y Bhandari, 2011). Asi, Luo et al. (2011) al desinfectar
los trozos de manzana que habian sido inoculados con Escherichia coli,
obtuvieron una reduccién significativa de esta bacteria con los tratamientos
gue contenian clorito de sodio (clorito de sodio, clorito de sodio acidificado y
cloruro de calcio).

Por otro lado, las disoluciones de cloro pueden ser corrosivas especialmente a
pH bajo, pudiendo acortar la vida util de tanques y equipos de acero inoxidable
utilizados en las operaciones de tratamiento (Sapers, 2009). Ademas, el cloro
puede reaccionar con distintos compuestos orgdnicos, por lo que aumenta el
riesgo de que se produzcan trihalometanos (THMs), compuestos carcindgenos
para el ser humano (Sanchez, 2008). Esto hace necesario buscar alternativas al

tratamiento con cloro de los productos minimamente procesados.

2.4.2. Acidos orgénicos

Los acidos organicos como el acido lactico, citrico, acético y ascorbico pueden
actuar también previniendo el crecimiento microbiano. El modo de accién de
estos acidos es atribuido a la reduccién directa del pH, depresion del pH
interno de las células microbianas por ionizaciéon de la molécula de acido no
disociado, o por la interrupcién en el transporte de sustratos debido a la
alteraciéon de la permeabilidad de la membrana celular. Ademas, podrian
inhibir la oxidacidon del NADH, eliminando el suministro de agentes reductores
al sistema de transporte de electrones (Beuchat, 2000). Uyttendaele et al.
(2004) evaluaron el efecto antimicrobiano del acido lactico al 2% sobre
zanahoria rallada que habia sido inoculada con Aeromonas. Tras la

descontaminacion con el acido lactico, se produjo una reduccién inmediata de
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Aeromonas y su crecimiento estuvo controlado durante toda su vida dutil.
Ademads, la flora psicotréfica autéctona disminuydé en comparacidon a las
muestras control, permaneciendo a niveles mas bajos durante toda la vida util.
Cabe destacar que su aplicacion no produjo sabor acido y las propiedades

organolépticas fueron satisfactorias.

2.4.3. Soluciones a base de calcio

En diversos estudios se ha descrito el efecto que tienen las sales de calcio
frente al crecimiento microbiano en productos vegetales minimamente
procesados. Aguayo et al. (2008) registraron un recuento menor en los trozos
de meldn tratados con CaCl, al 0,5% y a una temperatura de 60 2C tras 8 dias
de almacenamiento. Este efecto inhibitorio del calcio lo relacionaron con la
estabilidad de la pared celular mediante el calcio idnico y las cadenas de
poligalacturonasa. Este comportamiento también fue observado por Izumi y
Watada (1994), quienes obtuvieron un recuento microbiano menor en
zanahorias cortadas en 4-hexilresorcinol tiras y tratadas solamente con un 1%
de CaCl, o junto con el hipoclorito sddico para todas las temperaturas
estudiadas (0, 5 y 10 2C). Asimismo el calcio retardé el crecimiento microbiano
en pomelo minimamente procesado (Moraga et al.,, 2009), mango
minimamente procesado (Torres et al., 2008) y en rodajas de manzana (Abbott

et al., 1989).

2.4.4. Peréxido de hidrogeno

El perdxido de hidréogeno (H,0,) tiene actividad bactericida e inhibitoria debido

a sus propiedades como oxidante (Parish et al., 2003). El efecto citotdxico del
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H,0, seria debido a su capacidad para formar especies de oxigeno reactivas y
mas citotéxicas como el radical hidroxilo, el cual es un gran oxidante que
puede iniciar la oxidacién de biomoléculas (Juven y Pierson, 1996). Se
descompone lentamente en agua y O,. Este proceso estd acelerado por el
incremento de la temperatura y la presencia de catalizadores como la catalasa,
lactoperoxidasa y metales pesados (DeMan, 1999).

Sapers y Sites (2003) trataron con un 1% de H,0,, manzanas inoculadas con E.
coli, durante 15 o 30 minutos a 20 o 40 2C, dando a lugar a una reduccién de la
poblacién microbiana de 3 unidades logaritmicas (los factores tiempo de
exposicién y temperatura tuvieron poco o ningun efecto). Ademas, la
aplicacién de un 1% de H,0, a 20 o 402C no produjo decoloracion de la piel de
las manzanas. No obstante, el tratamiento (1% de H,0, a 20 2C durante 15
minutos) no fue tan efectivo reduciendo la poblaciéon de E.coli en melones
cantalupos inoculados. Por otro lado, Ukuku (2004) al aplicar un lavado
superficial en melones cantalupo y honeydew con un 2,5% y un 5% de H,0,,
obtuvo inicialmente una reduccion significativa de la microflora autdctona.
Ademas la poblacion aerobia de los trozos de meldn obtenidos de las piezas
enteras tratadas, fue inicialmente inferior a los obtenidos a partir de melones
no tratados. El lavado con H,0, antes de la preparacidon de productos frescos
cortados redujo la transferencia de Salmonella de la corteza a la pulpa en

melones inoculados con esta bacteria.

2.4.5. Ozono

El ozono (0O3) es una molécula triatdmica altamente inestable, que se forma

por la adicion de un atomo de oxigeno al oxigeno molecular diatémico (O,).
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Esto se consigue haciendo pasar al O, a través de una carga eléctrica (Glizel-
Seydim et al., 2004a).

El O; es un fuerte agente oxidante y un potente desinfectante, que puede ser
aplicado a los alimentos en forma de gas o disuelto en el agua (Najafi y
Khodaparast, 2009). Debido a su inestabilidad, se degrada rapidamente a su
forma de O, molecular y libera un dtomo libre de oxigeno (O°). Este se puede
combinar con otro O° para formar una molécula de O, o reaccionar con un
compuesto quimico causando la oxidacion (Giizel-Seydim et al., 2004a).

La inactivacion por O; es un proceso complejo que ataca a varios
constituyentes de la membrana y pared celular, de modo que tanto la
molécula de O3 como los radicales libres producidos de su descomposicién,
juegan un papel importante en el mecanismo de la inactivacion (Pascual et al.,
2007).

Najafi y Khodaparast (2009) estudiaron el efecto del O; gas aplicado en tres
concentraciones diferentes (1, 3 y 5 ppm) durante diferentes periodos de
tiempo (15, 30, 45 y 60 minutos) en datiles. Concluyeron que la aplicacién de
O; durante una hora a 5 ppm podria utilizarse para reducir las bacterias
coliformes y el S. Aureus. No obstante, necesitarian tiempos de exposicion mas
prolongados para eliminar las bacterias mesodfilas totales asi como mohos y
levaduras. Khadre y Yousef (2001), demostraron la capacidad que tenia el O;
aplicado en agua y a bajas concentraciones para reducir de forma significativa
el recuento de esporas bacterianas frente al perdxido de hidrégeno. Ademas,
la microscopia de transmisién electrdnica reveld que las esporas tratadas con
O; presentaban dafnos en la capa superficial, en la capa externa de la espora y
en cierta medida en la capa interna.

El O; es un agente desinfectante de gran interés ya que, como se ha

comentado, se descompone rdpidamente en O, sin dejar residuos y al
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reaccionar con componentes organicos, los subproductos a los que podria dar
lugar son cetonas, aldehidos o acidos carboxilicos que no plantearian
problemas para la salud (Pascual et al., 2007). No obstante, se trata de un gas
cuya toxicidad varia en funcién del tiempo de exposicidon y concentracion
Pascual et al., 2007). Por este motivo, es importante su monotorizacion para
aquellas personas que pudieran estar en contacto con el mismo (Pascual et al.,

2007; Guizel-Seydim et al., 2004b; Shirk, 2000).

3. ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales son liquidos oleosos aromaticos obtenidos de diversas
partes de las plantas (Burt, 2004). Se caracterizan por un olor fuerte y son
formados por plantas aromaticas como metabolitos secundarios (Bakkali et al.,
2008).

En la naturaleza, los aceites esenciales juegan un papel importante en la
proteccion de las plantas como antibacterianos, antivirales, antifingicos,
insecticidas y también frente a herbivoros mediante la reduccion de su apetito
por tales plantas (Bakkali et al., 2008).

Compuestos como el linalol, eugenol, limoneno, citral, timol, carvacrol y
cinamaldehido se encuentran en la lista de aromatizantes permitidos por la
Comisién Europea (Decision de la Comisidon de 23 de febrero de 1999 por la
qgue se aprueba un repertorio de sustancias aromatizantes utilizadas en o
sobre los productos alimenticios elaborado con arreglo al Reglamento (CE) n2
2232/96 del Parlamento Europeo y del Consejo). No obstante, existen
modificaciones posteriores, donde se eliminaron ciertos compuestos de la lista
de aromatizantes por sus efectos toxicos. Asi por ejemplo, en la Decision de la

Comision de 23 de enero de 2002 por la que se modifica la Decisién

_24-



I. Introduccion

1999/217/CE por lo que respecta al repertorio de sustancias aromatizantes
utilizadas en o sobre los productos alimenticios, se notificd que el metileugenol
asi como el estragol deberian retirarse de la lista (Burt, 2004). Otras
modificaciones posteriores en las que también se indica la retirada de
sustancias, se pueden encontrar en las Decisiones 2004/357/CE, 2005/389/CE,
2006/252/CE, 2008/478/CE y 2009/163/CE.

Los aceites esenciales utilizados en esta tesis (limdn, tomillo y canela en hoja)
se pueden encontrar en la lista EAFUS (“Everything” Added to Food in the
United States), en la que se recoge sustancias que se afiaden a los alimentos y

gue se han aprobado como aditivos o registrados como GRAS (FDA, 2012).

3.1.Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales y/o de sus

componentes

Existen numerosos estudios que revelan la actividad antimicrobiana de los
aceites esenciales, aunque no todos los aceites esenciales presentan la misma
actividad antimicrobiana y su actividad dependeria de sus componentes. En
este sentido, Fisher y Phillips (2006) estudiaron la actividad antimicrobiana de
los aceites esenciales de limén, naranja dulce y bergamota y de sus
componentes principales. Mediante el método de difusién en disco, los aceites
esenciales de limén y de naranja no fueron tan efectivos inhibiendo el
crecimiento bacteriano como la bergamota. Ademas, también analizaron los
componentes mayoritarios de estos aceites. La bergamota presenté un mayor
contenido en linalol, que fue un componente muy efectivo, mientras que el
limoneno no mostré actividad frente a las bacterias estudiadas y fue el

componente principal del aceite esencial de limdén y naranja.
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Por otro lado, la actividad antimicrobiana de los aceites de pimienta negra,
clavo, orégano, geranio, nuez moscada y tomillo fue examinada por Dorman y
Deans (2000), quienes ademas determinaron los componentes presentes en
los aceites esenciales volatiles que podrian contribuir a su actividad. El aceite
con un gran espectro de accion fue el de tomillo, seguido de orégano, clavo,
nuez moscada, pimienta negra y geranio. La actividad de los aceites estaria
relacionada con la composicién de los volatiles de los aceites de las plantas y
sus grupos funcionales, y una posible interaccién sinérgica entre sus
componentes. Los componentes con estructura fendlica como el carvacrol, el
eugenol y el timol, fueron muy efectivos frente a los microorganismos. La
importancia del grupo hidroxilo en la estructura fendlica se observé cuando se
compararon el carvacrol con el carvacrol metil éter, ya que el primero mostro
una mayor actividad. Ademas, la posicidn del grupo hidroxilo también ejerceria
influencia. Por tanto, la estructura y composicion de los compuestos que
conforman los aceites esenciales influyen mucho en su actividad
antimicrobiana.

Es conveniente comentar que también, se han estudiado los posibles efectos
antagonistas, sinérgicos y aditivos que ejercerian la combinacién de diferentes
aceites esenciales (Gutierrez et al., 2008; Goiii et al., 2009; Burt, 2004).
Ademads, se ha estudiado la accién antimicrobiana de los aceites esenciales
sobre los microorganismos y los cambios que producirian sobre éstos. Asi,
Rasooli et al., (2006), estudiaron los cambios morfolégicos de Listeria
monocytogenes mediante microscopia de transmision electrénica (TEM) como
resultado a la exposicion de 2 aceites esenciales procedentes de la
hidrodestilacion de las hojas de 2 variedades de tomillo Thymus eriocalyx y
Thymus x-porlock. El TEM mostrd que las células de Listeria monocytogenes no

tratadas con los aceites esenciales presentaban una pared celular continua,
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delgada y lisa. A medida que la concentraciéon del aceite esencial se
incrementd, la pared celular bacteriana perdidé lisura y uniformidad. La
interrupcién de la membrana celular y la falta de citoplasma fueron evidentes
en una fase temprana del tratamiento de las células a concentraciones mas
bajas de aceite esencial de tomillo. El citoplasma perdié incluso su distribucion
y mostrd aglutinacién de los materiales intracelulares. Ademas mostraron una
falta de citoplasma como resultado de la disminucién de la funcionalidad de las
propiedades barrera de la membrana celular. Por otro lado, Lambert et al.
(2001), observaron que la adiciéon de aceite esencial de orégano o sus
componentes (timol y carvacrol) produjeron una alteracién en membrana de
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus. Asimismo, la adicién del
aceite esencial de orégano, implicé la pérdida de iones en comparacién al
control y cambios en el pH de las células estudiadas.

El efecto de la interaccion de los aceites esenciales con ingredientes
alimentarios fue estudiada por Gutierrez et al. (2008). Estos autores evaluaron
la actividad antimicrobiana del aceite esencial de tomillo y orégano frente a
Listeria monocytogenes en diferentes medios de cultivo a base de extracto de
ternera, almidon de patata y aceite de girasol. Observaron que
concentraciones altas en proteinas promovieron el crecimiento de esta
bacteria, pero en estos casos la efectividad del orégano o del tomillo también
fue mayor. El medio de cultivo a base de extracto de ternera estaba
constituido principalmente por peptonas, las cuales mostraron propiedades
hidrofdbicas, por lo que facilitaria la disolucién de los aceites en este medio.
Sin embargo, la eficacia de los aceites esenciales se redujo a altas
concentraciones de almidén y respecto al medio que contenia aceite de
girasol. Segun Holley y Pattel (2005) el pH es un factor que afectaria a la

actividad de los aceites, ya que a pH bajos, la hidrofobicidad de algunos aceites
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esenciales se incrementaria, y aunque tenderian a la particiéon en la fase
lipidica de los alimentos, podrian disolverse mas facilmente en la fase lipidica
de la membrana bacteriana y mejorar la accidon antimicrobiana. No obstante, el
efecto del pH fue estudiado también por Gutierrez et al. (2008), de modo que
observaron que la fase de latencia de Listeria monocytogenes fue mas larga en
los casos donde habia aceite esencial a un pH de 5 y ademads, la tasa de
crecimiento fue menor. No obstante, el control a este pH también presenté
una fase de latencia mayor. La tasa de crecimiento fue mayor, a mayor pH a
pesar de la presencia o ausencia del aceite esencial.

No sdélo se han realizado estudios de la actividad microbiana in vitro, sino
también in vivo, aplicandolos en alimentos, como ensaladas de frutas (Belletti
et al., 2008), en pimientos (Uyttendaele et al., 2004), en lechugas y zanahorias
(Singh et al., 2002), en cerezas (Serrano et al., 2005), uvas de mesa (Valero et
al., 2006) y en melocotones (Montero-Prado et al., 2011). En estos tres ultimos
casos se aplicaron en fase vapor. En este contexto, Uyttendaele et al. (2004)
utilizaron una solucién de aceite esencial de tomillo (0,5 y 1%) como
alternativa a la descontaminacion en el procesado de los pimientos picados
inoculados con Aeromonas. Tras la descontaminacion con 0,5 y 1% del aceite
esencial, obtuvieron inmediatamente una reduccidn significativa, por debajo
del limite detectable (100 UFC-mL"). Sin embargo, el agua potable (control) no
logrd esta reduccién en los pimientos inoculados. Tampoco observaron una
recuperacion de Aeromonas tras el tratamiento, mientras que en las muestras
control hubo un incremento tras 6 dias de almacenamiento a 7 2C. Ademas, la
descontaminacion con aceite esencial de tomillo supuso una reduccidn de la
flora autdctona de los pimientos, con una mayor efectividad al 1% que al 0,5%.
No obstante, la flora psicotréfica, se recuperd y se multiplicé durante el tiempo

de almacenamiento, pero los recuentos obtenidos tras 7 dias fueron mas bajos
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qgue en el control. En el caso de la aplicacion en fase vapor de los aceites
esenciales, Montero-Prado et al. (2011) al aplicar aceite esencial de canela en
una etiqueta de un envase activo, observaron que un 12,5% de la fruta estaba
infectada frente a un 86,1% correspondiente al control a los 12 dias de
almacenamiento. Estos resultados ponen de manifiesto el alto poder

antimicrobiano del aceite esencial de canela.

3.2.Actividad antioxidante de los aceites esenciales y/o de sus componentes

La complejidad quimica de los aceites esenciales, la mezcla de decenas de
grupos funcionales distintos, la polaridad y el comportamiento quimico
podrian conducir a resultados dispersos en la respuesta antioxidante (Sacchetti
et al., 2005).

Singh et al. (2007), estudiaron el efecto antioxidante del aceite esencial de
canela en hoja y corteza asi como en las oleorresinas en el aceite de mostaza,
mostrando estas Ultimas una gran actividad para inhibir los productos de la
oxidacion primaria y secundaria lipidica a la concentracién de 0,02% (v/v). Lee
et al. (2005) identificaron los componentes volatiles de las hojas de albahaca y
tomillo, midiendo ademas, las actividades antioxidantes de los compuestos
aromaticos. Entre los productos quimicos identificados en los extractos de
albahaca y tomillo, el timol, carvacrol, 4-alifenol y eugenol mostraron una gran
actividad antioxidante, inhibiendo la oxidacion del hexanal en un 95-99% a 5
pg/mL (cantidad del componente volatil) a lo largo de 30 dias. Ademas
compararon los resultados obtenidos con la de otros antioxidantes conocidos
como el a-tocoferol e hidroxitolueno butilado (BHT), encontrando una

actividad antioxidante muy similar a los mismos.
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También se ha estudiado el efecto antioxidante de los aceites esenciales
midiendo la capacidad inhibitoria de éstos sobre determinados enzimas. Asi,
por ejemplo Montero-Prado et al. (2011) inhibieron in vitro la peroxidacion
lipidica catalizada por la lipooxigenasa mediante el aceite esencial de canela,
siendo la actividad inhibitoria dosis dependiente. Sin embargo, in vivo la
actividad de la lipooxigenasa fue estadisticamente menor a los 4, 8 y 12 dias en
las frutas almacenadas en envases con etiqueta activa que frente al control.
Ponce et al. (2004) evaluaron la capacidad de los aceites esenciales de
eucalipto, arbol de té, romero, clavo y limén a diferentes concentraciones,
para reducir la actividad de la peroxidasa procedente de diferentes extractos
de vegetales de hoja. La efectividad de éstos como antioxidantes naturales no
fue la misma en funciéon de la fuente de enzimas. No obstante, con la
aplicacién de la concentracién minima inhibitoria, el limén, clavo, romero,
melisa y darbol de té mostraron una gran capacidad antioxidante.
Mousavizadeh et al. (2011) también estudiaron la capacidad de los aceites
esenciales de romero, cilantro y tomillo para reducir la actividad peroxidasa
procedente de las coles blanca y lombarda tanto in vivo como in vitro. La
reduccion de la actividad de la peroxidasa de los aceites esenciales fue mayor
in vitro que in vivo, para las dos variedades de coles.

Por otro lado, Fujita et al. (2006) estudiaron el efecto inhibitorio del trans-
cinamaldehido sobre la fenilalamina amonio liasa (PAL) y ademas reprimieron
el pardeamiento de la lechuga cortada durante el almacenamiento. Tannaka et
al. (2011) también inhibieron el pardeamiento de la lechuga cortada con el
cinamaldehido, asocidandolo al hecho de que éste reprimiria la induccién del

acido ribonucleico (ARN) mensajero de la PAL.
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3.3.Efectos organolépticos de los aceites esenciales y/o de sus componentes

A pesar de los beneficios que puede suponer el empleo de determinados
aceites esenciales en el aumento de la vida util de los productos minimamente
procesados, junto con la mejora en su actividad antioxidante, su uso también
puede aportar a los mismos, sabores y aromas extranos, lo cual puede limitar
su aplicacién. Asi, Lanciotti et al. (2004) indicaron que los aceites esenciales
como los de mandarina, limdén, lima y sidra incrementaron la vida util y
seguridad de ensaladas de frutas sin alterar las propiedades sensoriales. No
obstante, Belleti et al. (2008) estudiaron el efecto del citral y del aceite
esencial de limoén cidra (con diferentes concentraciones) incorporado en el
sirope de una ensalada de frutas. El analisis sensorial para el citral indicé que el
color y la consistencia eran aceptables a concentraciones de 50 ppm o
menores, pero la contribucion organoléptica del citral al sabor no fue
satisfactoria para ninguna de las concentraciones empleadas en la ensalada. En
el caso del aceite esencial de limdn cidra, la concentracién de 900 ppm a nivel
sensorial tuvo resultados organolépticamente negativos, mientras que
concentraciones mas bajas resultaron agradables. Por otro lado, Gutierrez et
al. (2009) obtuvieron buenos resultados sensoriales en zanahorias cortadas
tratadas con aceite esencial de orégano y una combinacién de éste con el
aceite esencial de tomillo, pero no sucedid lo mismo cuando se aplicé en
lechuga. Uyttendaele et al. (2004) utilizaron el aceite esencial de tomillo al 0,5
y 1% para la descontaminacién de pimientos picados, obteniendo a nivel
sensorial propiedades adversas (intenso olor quimico, ablandamiento de los
tejidos, y cierta pérdida de humedad) que se detectaron al final del
almacenamiento. Por otro lado, estudios donde se han aplicado aceites

esenciales o componentes de aceites esenciales en el envase, como en el caso
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de Valero et al. (2006) obtuvieron las mejores puntuaciones en cuanto a las
caracteristicas de crujencia, firmeza y aspecto de las uvas tratadas con eugenol
y timol. La presencia de una combinacién aroma-sabor anémala fue detectada
por un 10% de los panelistas para las tratadas con timol y por un 15% para las
tratadas con eugenol. Sin embargo, para las muestras control el porcentaje fue
mucho mayor, aunque obtuvieron mejor puntuacion en el dulzor y la
jugosidad. Montero-Prado et al. (2011) concluyeron que el envasado con
etiquetas activas con aceite esencial de canela en melocotones mejoraba las

caracteristicas sensoriales.
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Il. Objetivos y Plan de Trabajo

1. OBJETIVOS

1. Objetivo general

El objetivo general de esta tesis doctoral ha sido estudiar el efecto de la

combinacion del envasado en atmdsfera modificada pasiva y la aplicacién de

aceites esenciales en caqui y melén minimamente procesados sobre las

caracteristicas fisicoquimicas, fisioldgicas y microbioldgicas.

1.2. Objetivos especificos

Los objetivos especificos se han divido en funcién de las distintas experiencias

llevadas a cabo en las frutas estudiadas, presentandose los resultados

siguiendo el mismo orden.

1.2.1. Objetivos especificos en caqui

a) Estudio del metabolismo respiratorio en funcion de la modificacion de

la atmosfera del espacio de cabeza y de la aplicacion de lactato cdlicico

e Evaluar el efecto de la aplicacién de concentraciones altas en CO,
(5y 10 %) y de lactato calcico (2%) sobre la tasa respiratoria y las

propiedades composicionales, dpticas y mecanicas.
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b)

Modelizacion del comportamiento respiratorio del caqui minimamente

procesado en funcion de la temperatura y del tipo de corte geométrico

Determinar la tasa respiratoria del caqui mediante el uso de un
sistema cerrado estdtico a diferentes temperaturas y geometrias
de corte (ldminas y cubos).

Desarrollar y verificar un modelo predictivo para la tasa
respiratoria del caqui en funcién de las concentraciones de O, y

CO,, a diferentes temperaturas y geometria de corte.

Estudio _de la__incorporacion del aceite esencial _en el caqui

minimamente procesado

Evaluar el efecto de la adicidon del aceite esencial de tomillo y
limén en sus diferentes aplicaciones, bien en el agua de lavado o
directamente en el interior del envase, sobre las propiedades
composicionales, dpticas y mecanicas, durante el almacenamiento
adecC.

Analizar la evolucion de la atmdsfera de envasado de los trozos de
caqui durante el almacenamiento, mediante el registro de la
variacién de gases (%0, y %CO,) en el espacio de cabeza del
envase.

Estudiar el efecto antimicrobiano de los aceites esenciales
aplicados junto con el envasado en atmdsfera modificada pasiva

durante el almacenamiento.
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1.2.2. Objetivos especificos en melén

a)

b)

Modelizacion del comportamiento respiratorio del melén minimamente

procesado en funcion de la temperatura

Determinar la tasa respiratoria del meldén cortado en cubos
mediante el uso de un sistema cerrado estdtico a diferentes
temperaturas.

Desarrollar y verificar un modelo predictivo para la tasa
respiratoria del melén en funcién de las concentraciones de O, y

CO, a diferentes temperaturas.

Influencia de la aplicacion de aceite esencial en la operacion de lavado

en el melén minimamente procesado

Evaluar el efecto de la adicidn de los aceites esenciales de canela 'y
limdn en el agua de lavado sobre las propiedades composicionales,
Opticas y mecanicas, durante el almacenamiento a 4 eC.

Analizar la evolucidn de la atmdsfera de envasado de las muestras
de meldn durante el almacenamiento a 4 2C mediante el registro
de la variacion de gases (%0, y %CO,) en el espacio de cabeza del
envase.

Estudiar el efecto antimicrobiano de los aceites esenciales
aplicados junto con el envasado en atmdsfera modificada pasiva

durante el almacenamiento.

-37-



Il. Objetivos y Plan de Trabajo

2. PLAN DE TRABAJO

De forma general se realizé una:
e Revision bibliografica periddica sobre técnicas de conservacién de
productos minimamente procesados.
e Caracterizacidon de la materia prima para cada uno de los estudios

realizados.
El plan de trabajo se definid considerando por una parte los estudios en caquiy
por otro lado los estudios en melén, ya que se han realizado los diferentes

ensayos en cada una de estas frutas.

A. ESTUDIOS EN CAQUI

i) Estudio del metabolismo respiratorio en funcion de la modificacion

de la atmdsfera del espacio de cabeza y de la aplicacion de lactato

cdlcico

e Envasar laminas de caqui no lavadas, lavadas con agua y con
una disolucion 2% de lactato calcico, modificando la atmdsfera
de envasado con distintos % de CO, (5 y 10 %) manteniendo
constante el porcentaje en O, en todos casos.

e Registrar los cambios gaseosos en la atmdsfera de envasado
hasta alcanzar un 17% de 0,.

e Analizar la influencia de la atmédsfera de envasado y la
aplicacién o no de lavado sobre el metabolismo respiratorio,

mediante la determinacién inicial y final de las propiedades
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ii)

i)

composicionales, dpticas y mecdnicas, asi como el efecto que

ejercen ambas variables sobre la tasa respiratoria.

Modelizacion _del _comportamiento _ respiratorio _del _caqui

minimamente procesado en funcidn de la temperatura y del tipo de

corte geométrico

Registrar los cambios en los porcentajes de O, y CO, del
espacio de cabeza de los envases con [dminas y cubos de caqui
durante 7 dias, a las temperaturasde 1, 5, 7, 10 y 15 °C.
Determinar la tasa respiratoria para cada una de las
temperaturas estudiadas mediante un sistema estatico y para
cada tipo de corte.

Ajustar los datos experimentales a un modelo de regresion
lineal y no lineal tanto en caqui cortado en laminas como en
cubos.

Estudiar la influencia de la temperatura mediante el modelo
de Arrhenius, para cada una de las geometrias consideradas.
Verificacion de los modelos aplicados mediante Ia
comparacién de los datos tedricos y experimentales a una

temperatura intermedia de 7 eC.

Estudio de la incorporacion del aceite esencial en el caqui

minimamente procesado

Estudio de la incorporacion del aceite esencial directamente

en el envase.
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Determinar las dosis de aceite esencial de tomillo
(AET) y de limon (AEL) para su aplicacién en el interior
del envase.

Almacenamiento de los envases en refrigeracién a 4 °C
durante 13 dias.

Analizar las propiedades composicionales (x", x*, pH)
tras 1 dia de envasadoy alos 3, 6,9, 13 dias.

Evaluar la influencia de los tratamientos aplicados
sobre la capacidad antioxidante y contenido en fenoles
totales tras 1 dia de envasado y alos 3,6, 9, 13 dias.
Determinar las propiedades dpticas y mecanicas (1, 3,
6, 9y 13 dias).

Registrar diariamente la evoluciéon de gases (%0, vy
%C0;) en el espacio de cabeza del envase mediante un
analizador de gases.

Estudiar la estabilidad microbiolégica mediante el
anadlisis de microorganismos aerobios mesodfilos, asi
como de mohos y levaduras, sobre la materia prima
recién cortada y a los dias 1, 7 y 13 dias de

almacenamiento.

e Estudio de laincorporacidn del aceite esencial en el lavado.

Determinar las dosis de aceite esencial de tomillo (AET)
y de limén (AEL) para su aplicacion en el agua de
lavado.

Almacenamiento de los envases en refrigeracion a 4 2C

durante 7 dias.
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- Analizar las propiedades composicionales (x", x** y pH)
inmediatamente tras el lavado y a los 3 y 7 dias de
almacenamiento.

- Evaluar la influencia de los tratamientos aplicados
sobre la capacidad antioxidante y contenido en fenoles
totales tras el lavado y a los 3 y 7 dias.

- Determinar las propiedades dpticas y mecdnicas tras el
lavado y a los 3 y 7 dias de almacenamiento.

- Registrar diariamente la evolucion de gases (%0, y
%CO0,) en el espacio de cabeza del envase mediante un
analizador de gases.

- Estudiar la estabilidad microbiolégica mediante el
anadlisis de microorganismos aerobios mesdfilos, asi
como de mohos y levaduras, sobre las muestras
inmediatamente tras el lavado y a los 7 dias de

almacenamiento.

B. ESTUDIOS EN MELON

i)  Modelizacion _del _comportamiento _respiratorio _del _melodn

minimamente procesado en funcion de la temperatura

Registrar los cambios en los porcentajes de O, y CO, de los
cubos de meldn, hasta alcanzar una concentracion de CO,
entre un 10% y 15% a las temperaturas de 4, 8, 10, 12 y 16 C.
Determinar de la tasa respiratoria para cada una de las

temperaturas estudiadas mediante un sistema estatico.
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e Ajustar los datos experimentales a un modelo de regresion
lineal y no lineal. Estudiar la influencia de la temperatura
mediante el modelo de Arrhenius.

e Verificacion de los modelos aplicados mediante la
comparacién de los datos tedricos y experimentales a una

temperatura intermedia de 102C.

Influencia de la aplicacion de aceite esencial en la operacion de

lavado en el melén minimamente procesado

e Determinar las dosis de aceite esencial de canela (AEC) y limdn
(AEL) para su empleo como agente de lavado.

e Almacenamiento en refrigeracion a 4 2C durante 21 dias.

e Andlisis de las propiedades composicionales (x", x*, pH y
capacidad antioxidante) de la fruta durante el almacenamiento
alosO,3,7, 14y 21 dias.

e Determinacién diaria de los cambios de %0, y %CO, en el
espacio de cabeza de los envases de meldn.

e Andlisis de las propiedades Opticas y mecanicas de las
muestras no lavadas y lavadas con el aceite esencial tras el
envasadoyalos 3, 7,14 y 21 dias.

e Estudio de la estabilidad microbioldgica mediante el analisis de
microorganismos aerobios mesdfilos, ademds de mohos vy
levaduras, inmediatamente tras el procesado y lavado y a los

dias 7, 14 y 21 dias de almacenamiento.
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1. INTRODUCCION

El caqui (Diospyros kaki L.) pertenece a la familia Ebenaceae. En el afio 2010, el
principal productor mundial de caqui fue China (3.045.801 toneladas), seguido
de la Republica de Corea, Japdn, Brasil, Azerbaiyan e Italia (FAOSTAT, 2012). En
Espafia, segun los datos recogidos por la Encuesta sobre Superficies vy
Rendimientos de Cultivos (ESYRCE) en el afio 2011, la superficie destinada al
cultivo del caqui fue de 7.243 hectareas, siendo la Comunidad Valenciana la
que mas superficie le dedicé (6.531 hectédreas), seguida de Andalucia y
Extremadura. En la ESYRCE del afio 2010 las hectdreas dirigidas a este cultivo
fueron de 5.827 en Espafia (Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio
Ambiente, 2012). Por tanto, es un cultivo en expansion.

El cultivo de la variedad de caqui “Rojo Brillante” esta centralizado en la
Comunidad Valenciana debido a las buenas condiciones de cultivo, el rdpido
desarrollo, el gran rendimiento y la calidad de sus frutos (Salvador et al., 2006).
Ademas, también ha contribuido su presentacion en el mercado con una
textura dura (“persimon”) en contraposicién al caqui tradicional de textura
blanda (“classic”). La obtencion de una forma u otra depende del método de
eliminacion de la astringencia. Los métodos cldsicos de eliminacién de la
astringencia se basan en la sobremaduracién de los frutos, aplicandoles etileno
o dejando madurar el fruto de forma natural (Salvador et al., 2006). De este
modo se obtienen los caquis con la pulpa blanda. Por el contrario, en la forma
persimon la astringencia se elimina cuando la pulpa estd aun firme. La
eliminacion de la astringencia de esta variedad de caqui persimon se realiza
normalmente en camaras con una alta concentracion en CO, (92-98% de CO,)
durante 20-24 horas a 20 °C (Arnal y del Rio, 2004). Los responsables de la
astringencia del persimon son los taninos solubles, de manera que en

condiciones anaerobias la produccién de acetaldehido hace que los taninos
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pasen a su forma insoluble, elimindndose la astringencia (Matsuo e Ito, 1982;
Taira et al., 1997). De este modo, se puede obtener una fruta con pulpa firme
que facilita su manipulacién y procesado.

El caqui es un fruta rica en hidratos de carbono y destaca su contenido en
vitamina A y C, asi como de potasio (Mataix et. al., 2009). Ademas, también es
rico en compuestos fendlicos, como el acido p-cumarico, acido gélico y acido
ferdlico (Gorinstein et al., 2001).

La proliferacidon del cultivo del caqui, sus caracteristicas nutricionales y la
textura dura del persimon plantea su presentacion como producto
minimamente procesado.

Se han realizado diversos estudios encaminados a la conservacion del caqui
minimamente procesado. Asi Igual et al. (2008) aplicaron la impregnacion a
vacio en las variedades de persimon “Picudo” y “Rojo Brillante” cortadas en
cubos, con el propdsito de obtener nuevas formas de comercializacién. Albors
et al. (2008), estudiaron el efecto de la combinacidn de acido ascérbico (efecto
antioxidante) junto con el lactato célcico (efecto sobre la estructura) en el
persimon “Rojo Brillante” cortado en laminas. Por otro lado, el pardeamiento
enzimatico del persimon “Rojo Brillante” minimamente procesado limita su
comercializacion, por lo que Pérez-Gago et al. (2009) estudiaron la aplicacion
de diferentes compuestos antioxidantes y concentraciones en persimon
minimamente procesado. Con el mismo objetivo, Ghidelli et al. (2010)
utilizaron recubrimientos comestibles a base de proteina de soja y con
compuestos con actividad antioxidante junto con el envasado en atmosfera
modificada activa. Ademas, Sanchis et al. (2011) estudiaron el efecto del
estado de madurez asi como la aplicaciéon de distintos conservantes (acido

ascorbico, acido citrico, cisteina y cloruro de calcio) sobre la calidad nutricional
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del persimon “Rojo Brillante” cortado y envasado en barquetas de
polipropileno.

En el presente capitulo de esta tesis, se ha estudiado el comportamiento
metabdlico de las ldminas de persimon “Rojo Brillante” bajo diferentes
concentraciones de CO, y utilizando lactato calcico como agente de lavado.
Ademas, se ha modelizado el comportamiento respiratorio de esta misma
variedad a diferentes temperaturas y utilizando dos tipos de corte
geométricos. Por ultimo, se ha estudiado los efectos de la atmdsfera
modificada pasiva y de los aceites esenciales de limén y de tomillo aplicados de
manera diferente (directamente en el envase o en el agua de lavado) en el
persimon “Rojo Brillante” procesado en fresco con el objetivo de alargar su

vida util.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Materias primas

2.1.1. Caqui

Los ensayos se llevaron a cabo utilizando como materia prima caquis
(Diospyros kaki L.) de la variedad “Rojo Brillante” adquiridos en un
supermercado local y almacenados a la temperatura de ensayo
correspondiente hasta su utilizacién. Los caquis fueron seleccionados en
funcién del estado de madurez, color y estado general con el objetivo de
obtener una mayor homogeneidad de las muestras de partida y reducir la

variabilidad en los resultados.

2.1.2. Aceites esenciales

Para la realizacién de los ensayos correspondientes a la aplicacion del aceite
esencial directamente en el envase o aplicado en el agua de lavado del caqui
minimamente procesado, se utilizaron el aceite esencial de limdén (Citrus
limonum L.) y de tomillo (Thymus vulgaris L.) de la marca Soria Natural y

adquiridos en una herboristeria.

2.2. Preparacion de las muestras

Antes de comenzar con el procesado de la muestra, se procedié al lavado
superficial de la fruta con agua potable e hipoclorito de sodio comercial

(Amukina, Laboratorios Angelini, Farma-Lepori) para poder eliminar los
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posibles restos de tierra o suciedad que pudieran estar adheridos a la
superficie de los caquis. Se emplearon las dosis recomendadas por el
fabricante (20 mililitros de desinfectante por cada litro de agua). Una vez secas
con papel absorbente, las piezas fueron cortadas en funcién del ensayo a

realizar:

» Estudio del metabolismo respiratorio en funcion de la modificacion de
la atmdsfera del espacio de cabeza y de la aplicacion de lactato calcico:
corte del caqui en laminas de 1,5 cm de espesor (eliminacion de la piel
mediante el uso de un sacabocados).

» Estudio de la modelizacidon del comportamiento respiratorio: corte del
caqui en cubos de 2x2x1,5 cm y en ldminas de 1,5 cm de espesor
(eliminacidn de la piel mediante el uso de un sacabocados).

» Estudio de la incorporacién del aceite esencial en el caqui
minimamente procesado: corte del caqui en laminas de 1,5 cm de
espesor con eliminacién de la piel mediante un sacabocados y division
de las [dminas en cuartos.

Con la finalidad de reducir la variabilidad procedente de la materia prima, tras

el corte se procedioé al mezclado de los distintos trozos de caqui.

2.3. Tratamientos

Tras el corte de los caquis en ldminas, cubos o sectores, se procedié al

tratamiento de las mismas en funcidn del ensayo a realizar.
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2.3.1. Estudio del metabolismo respiratorio en funcidon de la modificacion de

la atmodsfera del espacio de cabeza y de la aplicacion de lactato célcico

En este ensayo se utilizé como agente de lavado el lactato célcico pentahidrato
al 2%. La relacién utilizada para el lavado fue de 3 litros de agua potable por 1
kg de fruta. La duracién del lavado fue de 5 minutos y a continuacién se
dejaron escurrir durante 5 minutos. Como controles se utilizaron muestras
lavadas sélo con agua potable y muestras no lavadas. De esto modo, se estudié
también el efecto de la propia técnica de lavado.

En este ensayo, se envasaron 300 gramos de fruta en frascos de vidrio de
1,937 L de volumen. Previo a su almacenamiento a 4 °C, se modificd la
composicion del espacio de cabeza de los envases de vidrio utilizando un
mezclador de gases (WITT- modelo KM-100-3 ME GB. WITT-GASETECHNICK),
gue se conectd a una valvula situada en la tapa de los frascos de vidrio, para
facilitar el intercambio de atmdsfera en su interior. La corriente con los gases a
la concentracidon deseada se hizo circular durante unos 3 minutos, tras los
cuales se cerraron las vélvulas, e inmediatamente se midié la composicién del
espacio de cabeza para conocer la concentracién exacta de partida.

Las atmodsferas empleadas fueron aire ambiente y concentraciones altas en
CO,, de un 5y 10%. El porcentaje de O, no se modifico (20%).

Los frascos se almacenaron en refrigeracién hasta que la concentracion de O,
alcanzé un 17% para evitar cambios en el comportamiento metabdlico como

consecuencia del descenso en la disponibilidad de oxigeno.
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2.3.2. Modelizacién del comportamiento respiratorio del caqui minimamente

procesado en funcién de la temperatura y del tipo de corte geométrico

Previamente, antes de cortar los caquis, éstos fueron atemperados a la
temperatura de trabajo correspondiente (1, 5, 7, 10 y 15 2C). A continuacién,
aproximadamente 300 gramos de caqui cortados en laminas fueron
introducidos en camaras de vidrio hermético (V= 1,937 L). Por otra parte,
aproximadamente 400 gramos de caqui cortados en cubos, se introdujeron en
camaras de vidrio hermético (V= 0,930 L). La duraciéon de este ensayo fue de 7
dias para cada una de las temperaturas empleadas y para ambos tipos de

corte.

2.3.3. Estudio de la incorporacion del aceite esencial en el caqui

minimamente procesado

Se realizaron dos ensayos en los cuales se aplicaba el aceite esencial de
manera diferente:

> Aplicacidn del aceite esencial directamente en el envase. Para ello se

utilizé una gasa estéril como soporte, situada en el interior del envase.
En ella se incorporé el aceite esencial a diferentes concentraciones (50,
250 y 500 pL) para evaluar el efecto de su liberacion en la atmésfera
del envase. De este modo, se podria estudiar la posibilidad de utilizar
el aceite esencial en un envase activo. Como control se utilizé
muestras de caqui envasadas sin aceite esencial.

» Aplicacién del aceite esencial en el agua de lavado de los trozos de

caqui. Los trozos de caqui ya cortados fueron lavados con dos

concentraciones diferentes (250 y 500 pL/L). La relacién utilizada para
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el lavado fue de 3 litros de agua potable por 1 kg de fruta. Durante el
tiempo de lavado (2 minutos) las muestras fueron sometidas a
agitaciéon y a continuacion se dejaron escurrir durante 1 minuto. El
control utilizado en este caso, fueron las muestras de caqui lavadas
sélo con agua potable.
En ambos ensayos se envasaron unos 150 gramos de caqui en bandejas de
polipropileno (171x127x50 mm), herméticamente selladas mediante una
envasadora termoselladora (VAC-STAR S220MP) y conservadas a 4 2C durante
todo el tiempo de almacenamiento. La permeabilidad del oxigeno de este
envase se determind experimentalmente (4790 cm?®/m?dia) en estudios
preliminares ante la dificultad de obtener de las casas comerciales la
permeabilidad del material de envasado (film y barqueta)
El estudio del ensayo de la aplicacién del aceite esencial en el envase se realizé

durante 13 dias mientras que el del lavado de los trozos de fruta fue de 7 dias.

2.4. Andlisis composicional

Todas las determinaciones realizadas en el andlisis composicional fueron

realizadas por triplicado.

2.4.1. Humedad

Las muestras de caqui se homogenizaron previamente utilizando un equipo
“Ultraturrax” modelo T 25. Para la determinacion de la humedad se sigui6 una
adaptacion del método 934.06 (AOAC, 2000) para frutas ricas en azlcar. Este
método se basa en la determinacion de la pérdida de peso de una muestra

cuando se coloca en una estufa de vacio a una temperatura constante de 60 2C
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y a una presion de 10 mmHg, permaneciendo hasta alcanzar un peso
constante.
La variacion de peso, antes y después del secado en estufa, referida al peso

inicial de la muestra proporciona la humedad de la misma (g agua/g muestra).
2.4.2. Sélidos solubles

Para determinar el contenido de sélidos solubles de la fraccién liquida del
producto se realizd6 previamente una homogenizacion de la muestra en un
“Ultraturrax” modelo T 25. A continuacidn se determinaron los 2Brix de la fase
liquida con ayuda de una pipeta Pasteur de punta capilar para cada muestra,
empleando un refractémetro “Abbe Atago 89553” de “Zeis”, termostatado a
20 2C. El contenido en sélidos solubles totales de la muestra fue expresado en
fraccion masica de sodlidos solubles (g sélidos solubles totales/ g total)

utilizando la siguiente ecuacién Il11.1

2Brix
100 X

2Brix
1900

XSS=

1.1

Donde: x** es la fraccion masica de sdlidos solubles totales (g sélidos solubles

totales/ g total) y x" es la fraccion masica de agua (g agua/ g total).

2.4.3. Actividad de agua

Las determinaciones de actividad del agua (a,) se realizaron a 25 2C en un

higrometro de punto de rocio (Fast-lab, GBX, Francia) de precisién + 0,003,
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previamente calibrado con disoluciones salinas saturadas, sobre las muestras

trituradas y homogenizadas en un “Ultraturrax” modelo T 25.

2.4.4.pH

Se determind directamente sobre la muestra triturada y homogeneizada, con
un pH-metro (Seven Easy, Mettler Toledo), con electrodo de contacto.
Previamente a las medidas, el equipo fue calibrado con soluciones tampdn de

pH 7,00y 4,00, a una temperatura de 25 2C.

2.4.5. Acidez titulable

La medida de la acidez se realiz6 mediante el método AOAC 939:05 (AOAC,
2000). La determinacion de la acidez se realizé a partir de muestras trituradas.
Se pesaron aproximadamente unos 9 gramos de muestra y se le aifiadieron 40
ml de agua destilada. La valoracién se hizo con una disolucién de NaOH 0,1 N
hasta alcanzar un pH de 8,1 — 8,2 (Seven Easy, Mettler Toledo) ya que al ser la
muestra de color oscuro no se apreciaba el viraje del indicador.

El resultado final se expresé en gramos de acido malico por cada 100 gramos

de muestra.

2.5. Determinacion de componentes con actividad antioxidante

2.5.1. Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante de las muestras se determiné mediante el método

del DPPH (Puupponen-Pimia et al., 2003). Este método ha sido ampliamente
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utilizado para evaluar la actividad antioxidante de diferentes compuestos de
frutas y hortalizas debido a que se trata de un procedimiento simple, rdpido,
sensible y reproducible (Fogliano et al., 1999).

El método se basa en la capacidad de los antioxidantes para captar radicales
libres. El DPPH (2,2-difenil-1-piricrilhidracilo) es un radical libre que puede
reaccionar directamente con los antioxidantes y ser bloqueado por éstos
(Smith et al., 1987; Jiménez et al., 1998; Koleva et al., 2002).

Para evaluar la actividad antioxidante de compuestos especificos o extractos,
deberan reaccionar con el radical estable en disolucién de metanol. La
reduccién a DPPH-H es controlada gracias a la disminucidn de su absorbancia a
la longitud de onda caracteristica en un tiempo determinado durante la
reaccién. En la forma radical DPPH", el DPPH absorbe a 515 nm, pero al ser
reducido con un antioxidante (AH) o especies radicales R°, la absorcién

disminuye:

DPPH" + AH > DPPH-H + A’
DPPH’ + R' > DPPH-R

Para el analisis de las muestras se tomaron 5 gramos de la muestra triturada.
Se diluyeron en metanol al 80% en una relacién 1:2 (p/v) y se sometieron a
agitacién durante 5 minutos. A continuacidn, los tubos de ensayo con la mezcla
muestra-metanol se centrifugaron a 4000 rpm durante 5 minutos (Medifriger
BL-S, P-Selecta). Por otro lado se preparé una disolucién de DPPH a una
concentracion de 0,024 g/L. De esta disoluciéon se tomaron 3,9 mL y se
introdujeron en una cubeta, posteriormente se midié la absorbancia a 515 nm
del DPPH sin muestra en un espectrofotémetro “V-630 Jasco”. A continuacion,

se le anadié a la cubeta con DPPH un volumen de 0,1 mL procedente del
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sobrenadante de la muestra con metanol y se determind de nuevo la
absorbancia pasados 30 minutos. El analisis de la capacidad antioxidante se
realizé por triplicado a partir de muestra triturada y congelada (-20 2C).

Los resultados se expresaron segun la ecuacion Ill.2 que se muestra a

continuacion:

AcontroI'Amuestra

% DPPH inhibid0=( )-100 1.2

control

Donde: A.nirol €S la absorbancia del DPPH a 515 nm antes de la adicién de la
muestra y, Anuestra €S |2 absorbancia de la muestra junto con el DPPH a 515 nm

después de 30 minutos.
2.5.2. Fenoles totales

Los fenoles totales fueron analizados por el método colorimétrico de Folin-
Ciocalteau modificado (Chang et al., 2006) mediante espectrofotometria. Los
fenoles de la muestra fueron extraidos con metanol, en una relacién 1:2 (p/v) y
a continuacién se mantuvo en agitacién a 200 rpm durante una hora (agitador
horizontal GFL 3005). Los tubos de ensayo se centrifugaron durante 5 minutos
a 4000 rpm (Medifriger BL-S, P-Selecta), y se tomaron 125 uL del
sobrenadante. A este volumen se le afiadié 500 uL agua destilada y 125 L del
reactivo de Folin-Ciocalteau dejando dicha mezcla en reposo durante 6
minutos. Pasado este tiempo se anadié 1,25 mL de una disolucién de
carbonato de sodio al 7% y se completd hasta llegar a un volumen de 3 mL con

agua destilada.
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Las muestras se dejaron en reposo durante una hora y media a temperatura
ambiente y se midié la absorbancia a 750 nm utilizando un espectrofotémetro
(V-630 Jasco).

Se estimd la concentracién de fenoles totales a partir de una curva de
estandar, utilizando 4acido gélico como patrén de 0 a 500 pg de acido galico por
mL.

Los resultados fueron expresados como mg de equivalentes de acido gdlico por
100 g de muestra. La determinacién de fenoles se realizé por triplicado a partir

de muestra triturada y congelada (-20 2C).

2.6. Determinacion de la tasa respiratoria

La tasa respiratoria (TR), en funcién del consumo de O, y de la produccién de
CO,, fue analizada mediante un sistema estdtico cerrado. El producto fue
colocado en un recipiente hermético, analizdndose los cambios en las
concentraciones de estos gases en el espacio de cabeza a lo largo del tiempo.
Los botes de vidrio se cerraron rodeando la tapa con parafilm (Pechiney Plastic
Packaging, Inc. Menasha) para asegurar la estanqueidad o hermeticidad de los
botes. La toma de muestras de los gases se realizé con una aguja (0,8 mm de
diametro) conectada a un filtro y al tubo conector con un analizador de gases

PBI Dansensor CheckMate II.

2.7. Modelizacion del comportamiento respiratorio

Todos los ensayos se llevaron a cabo por triplicado para cada temperatura y
geometria de corte. Se realizaron siete medidas diarias durante 7 dias para

cada temperatura, registrandose la variacion en la concentracién de gases a lo
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largo de dicho periodo de tiempo, utilizando para ello el analizador de gases

PBI Dansensor CheckMate II.

2.7.1. Modelo |

La determinacidn de la tasa respiratoria se determiné a partir de la pendiente
de la recta de regresién lineal para la variacion de la concentracién en O, y CO,
respecto al tiempo, asumiéndose que la tasa respiratoria es constante en la
atmosfera aerdbica de la cdmara.

Segln este modelo la tasa respiratoria se puede calcular a partir de las

siguientes ecuaciones lll.3 y IIl.4:

d(Go,) V
TRo,=- (dtOZ)'Fa 1.3
TRCO—d(C;iOZ)'% .4

Siendo d(G0,)/dt y d(GCO,)/dt, la pendiente del ajuste lineal de la variacién de
la concentracidn del gas (O, o CO,) con el tiempo, m es la masa de la muestra

(kg) y V, es el volumen del espacio de cabeza del frasco de vidrio (mL).

2.7.2. Modelo Il

Algunos autores (Cameron et al.,, 1989; Hagger et al., 1992; Mahajan vy
Goswami, 2001; Bhande et al., 2008) utilizaron funciones de regresion no lineal
para ajustar la concentracidn de gases frente al tiempo. Mediante el uso de los
datos de respiracion obtenidos a nivel experimental, dos parametros (a y b), de

una ecuacidon no exponencial similar al modelo de Peleg propuesto para las
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curvas de sorcion de humedad (Peleg, 1988), se ajustaron a las
concentraciones de O, y CO, a diferentes periodos de almacenamiento. Asi, las
concentraciones de gases experimentales se ajustaron a ecuaciones I11.5 y 111.6
para determinar el valor de los coeficientes (a y b). Ajustes similares se han
utilizado para manzanas (Mahajan y Goswami, 2001), bananas (Bhande et al.,

2008) y mangos (Ravindra y Goswami, 2008).

t
Gp,=0,21- 1.5
02 [(at+b)]

t
GCOZ=@ 1.6

La variaciéon de la concentracion de gases con el tiempo puede entonces
calcularse a partir de la primera derivada de las funciones de regresion

anteriores (ecuaciones 1.7 y 111.8):

dGo,
dt

dGco,

=at(at+b)>-(at+b)™* 1.7

=-at(at+b) 2+(at+b)? 1.8

A cualquier tiempo dado, la tasa respiratoria en términos de O, consumido y
CO, eliminado se calculé sustituyendo los valores de dGoz/dt y dGcoz/dt de las

ecuaciones 1.7 y 111.8 en las ecuaciones 1.3 y lIl.4, respectivamente.

2.8. Evolucidn de gases en el espacio de cabeza en envases semipermeables

El registro de cambios de %0, y %CO, en el espacio de cabeza del envase

semipermeable se llevd a cabo mediante un analizador de gases CheckMate
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9900 PBI Dansensor, (Ringsted, Dinamarca). La toma de muestra del aire del
espacio de cabeza se efectud a través un septum colocado en la parte superior
del envase. Se realizaron entre 3 y 4 medidas al dia en un intervalo variable
entre 2 y 4 horas a una temperatura de 4 oC. El cdlculo de velocidad de
cambios en la atmdsfera se llevd a cabo considerando sdélo el tramo lineal de la
representacion de la evolucién de los gases a lo largo del tiempo de
almacenamiento. El ajuste lineal se puede expresar como (ecuaciones 1.9 y

111.10):

[%02]t=[%02]0—a02-t 111.9
[%C0,11=[%C0, lo+aco,t 11110

Donde:

[%0,]: Porcentaje de la concentracidon volumétrica de oxigeno (% mL O,/mL
totales) en funcion del tiempo (subindice t) o al inicio del envasado (subindice
0).

[%CO,]: Porcentaje de la concentracion volumétrica de didxido de carbono (%
mL CO,/mL totales) en funcién del tiempo (subindice t) o al inicio del envasado

(subindice 0).

mL O, mL CO,

Qa (o] : ndiente de la funcion (1 — —
0, 0 Oco,* PE diente de clo ( 00 mL totales x hora mL totales x hora

t = tiempo de almacenamiento en horas

A partir de la pendiente de estos ajustes lineales se calcula la velocidad de

cambio a partir de las ecuaciones I11.11 y I11.12.
\Y
N02=o<02.a .11
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Neo=0%co, — 11112

Donde:

N,y N¢o, son las velocidades de en la concentracion de oxigeno (mL O,kg™h
!) y de diéxido de carbono (mL CO,-kg™-h™) respectivamente.

V es el volumen del espacio de cabeza del envase en mL.

m es la masa del producto en kg.

mL O,

a a son las pendientes de la funcion (1000——
02y €02 P ( mL totales x hora

mL CO,
mL totales x hora

o] (100- ) respectivamente.
Por otra parte, se determind la relacién (CN) entre las velocidades de cambio

de los gases (ecuacion 111.13):

N
CN=—22 .13
No,

El andlisis se realizé por triplicado en el ensayo de la incorporacién directa del
aceite esencial en el envase y por duplicado en el ensayo de la aplicacion del

aceite esencial en el agua de lavado de los trozos de caqui.

2.9. Propiedades 6pticas

Para el analisis del color en las muestras de caqui persimon se utilizé6 un

espectrocolorimetro Minolta modelo CM-3600d con se obtuvo el espectro de

reflexion de las muestras Previo al analisis, el equipo se calibré con un patrén
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negro y otro blanco. Se obtuvieron las coordenadas de color CIE-L*a*b*
utilizando como referencia el observador 102 e iluminante D 65.

Las condiciones de trabajo variaron en funcidn del ensayo a realizar.

Estudio del metabolismo respiratorio en funcién de la modificacién de la

atmosfera del espacio de cabeza y de la aplicacion de lactato calcico.

Se utilizé una ventana de 7 mm. La determinacion de color se hizo al inicio y al
final de cada ensayo, por triplicado y tomando cuatro zonas por lamina.
Se estimaron las diferencias de color (AE) de las laminas de caqui respecto a la

muestra inicial para cada ensayo mediante la ecuacion 111.14.

AE = /(AL)24+(Aa*)? + (Ab*)2 1114

Estudio de la incorporacion del aceite esencial en el cagui minimamente

procesado.

La determinacién de color se realizé cada tres dias en el ensayo de
incorporacion del aceite esencial directamente en el envase y diaria en el caso
de la aplicacién de aceite esencial en el agua de lavado. Las mediciones se
realizaron sobre 10-13 muestras de caqui.

A partir de los valores de la coordenada a* y b*, se calcularon las coordenadas

tono (h*,,) y croma (C*,,) definidas por las siguientes ecuaciones 111.15 y I11.16:

*

. b
" y=arctg = III.15

£2 %2
€ pmaiep’? 11116
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2.10. Propiedades mecanicas

Las propiedades mecanicas se midieron mediante un examen de compresién
mediante una prensa universal (TA.XT plus Textura Analyser Stable). Los
pardmetros analizados en el ensayo de compresion fueron la fuerza méaxima
(Fmax) requerida por el punzén para atravesar la muestra, expresada en
Newtons (N) y la distancia (d) recorrida por el punzdn hasta que se produce la
fuerza maxima expresada en milimetros (mm). Las condiciones de trabajo

variaron en funcidn del ensayo a realizar.

Estudio del metabolismo respiratorio en funcién de la modificacion de la

atmdsfera del espacio de cabeza y de la aplicacion de lactato célcico.

Se utilizé un punzén de 5 mm de diametro con una velocidad de preensayo y
ensayo de 1,5 mm/s y una velocidad de postensayo de 10 mm/s. Hasta
alcanzar una deformacion relativa del 95%.

La determinacién se realizd al inicio y fin de cada ensayo, tomando como
punto de referencia, la zona comprendida entre haces. El andlisis se llevd a

cabo por triplicado y sobre cuatro puntos en cada lamina.

Estudio de la _incorporacion del aceite esencial en el cagui_minimamente

procesado.

Se utilizé un punzén de 2 mm de didmetro con una velocidad preensayo y
ensayo de 1,0 mm/s y una velocidad de postensayo de 10 mm/s. Hasta
atravesar completamente la muestra.

La determinacidn de las propiedades mecdnicas se realizé cada tres dias en el

ensayo de incorporacion del aceite esencial directamente en el envase y a los
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0, 3y 7 dias de almacenamiento, en el caso de la aplicacidon de aceite esencial

en el agua de lavado. Para la medicidn se utilizaron 10-13 muestras de caqui.

2.11. Andlisis microbiolégico

La determinacion de la vida util desde el punto de vista microbiolégico, de los
trozos de caqui envasados en atmodsfera modificada en el estudio de la
influencia de la aplicacion del aceite esencial de tomillo y limdn, se llevé a cabo
mediante el analisis de microorganismos aerobios meséfilos y mohos y
levaduras. Se utilizaron estos pardmetros ya que los microorganismos aerobios
mesofilos son indicadores de la calidad de la materia prima y del proceso de
elaboracién. Por otro lado, los mohos y levaduras no sdlo deterioran los
alimentos sino que ademas pueden producir sustancias téxicas como las
micotoxinas en el caso de los mohos. No obstante, existe reglamentacién para
frutas troceadas (listas para el consumo), Reglamento (CE) n2 2073/2005 de la
Comision de 15 de noviembre de 2005 relativo a los criterios microbiolégicos
aplicables a los productos alimenticios, y modificado por el Reglamento (CE) n?
1441/2007 de la Comisién de 5 de diciembre de 2007, por el que se establecen
la determinacién de Listeria monocytogenes, Salmonella y Escherichia coli.
Como referencia al protocolo utilizado para este estudio microbiolégico se
utilizaron las Practicas de Microbiologia de Alimentos de la Universitat de
Lleida (Sanchos Almenar et al., 1997) y el manual para el control de calidad de
alimentos de la FAO (FAO, 1981).

Se prepararon los siguientes medios de PCA (Plate-Count-Agar, Scharlau) para
mesdfilos y Sabouraud con cloranfenicol (Scharlau) para mohos y levaduras.
Ademas se realizaron controles negativos con la finalidad de descartar una

posible contaminacién ambiental que pudiera influir en los resultados
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microbioldgicos. Todo el material de vidrio y de pldstico, ademas del agua de
peptona y los medios de cultivo, fueron introducidos en el autoclave
(Presoclave Il, J. P. P-SELECTA) durante 20 minutos a 121 °C para su
esterilizacion antes de su utilizacion. Posteriormente, los medios fueron
atemperados en un bafio termostatico (Predisdig, P-Selecta) a 50 2C con el fin
de mantenerlos en estado liquido hasta su utilizacion. Se pesaron
asépticamente 10 gramos de fruta en una bolsa de plastico estéril afiadiéndose
90 mL de diluyente estéril (agua de peptona). Se homogeneizé mediante el
stomacher (homogenizador BagMixer, Interscience), obteniéndose la dilucion
madre (10"). A continuacién se extrajo 1 mL de la dilucién madre, se introdujo
en un tubo de ensayo que contenia 9 mL del diluyente estéril, obteniéndose la
dilucién 102, Por el mismo procedimiento se obtuvieron las diluciones
siguientes 10”, 10°, etc. segin se estimara el grado de crecimiento
microbiano. Para el recuento de aerobios mesoéfilos, mohos y levaduras, se
puso 1 mL de cada dilucién en placas de Petri y se afiadieron entre 10 y 15 mL
del agar correspondiente, previamente atemperado a cada placa. Se mezclaron
perfectamente el medio y el indculo con movimientos circulares a favor y en
contra de las agujas de reloj y una vez solidificado el agar, se incubaron en el
caso del PCA, a 30 oC (+1 2C) durante 72 horas en estufa (P SELECTA) vy, en el
caso del Sabouraud, a 30 2C (1 2C) durante 5 dias en estufa (P SELECTA).

Las siembras se realizaron por duplicado en todos los casos, al igual que los
controles negativos. El recuento de colonias se realizé teniendo en cuenta que
las placas contenian entre 30-300 colonias para el caso de aerobios meséfilos
y, 0-30 para mohos y levaduras.

En el estudio de la incorporacion del aceite esencial directamente en el envase,
se analizé la materia prima y ademas, a los 7 y 13 dias de almacenamiento.

Mientras que el ensayo de la incorporacion del aceite esencial en el agua de
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lavado, se realizaron inmediatamente tras el lavado y, a los 3 y 7 dias de
almacenamiento.

Los resultados fueron expresados como el logaritmo decimal de las unidades
formadoras por gramo de producto [log (UFC/g)] en el caso de la incorporacion
de aceite esencial directamente en el envase y como unidades formadoras por
gramo (UFC/g), en el ensayo de la incorporacidn del aceite esencial en el agua
de lavado.

El Real Decreto (RD) 3484/2000 de 29 de diciembre, por el que se establecen
las normas de higiene de comidas preparadas, ha sido utilizado para establecer
los limites en los recuentos de los microorganismos aerobios mesdfilos.
Aunque este RD no contempla los limites para mohos y levaduras, se ha
tomado como referencia el criterio recomendado para frutas y hortalizas por

Pascual y Calderdn (2000).

2.12. Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los resultados se llevd a cabo mediante el programa
Statgraphics Centurion, realizando un Analisis de Varianza (ANOVA) utilizando

un test de comparacion simple y multiple, con un nivel de significancia del 95%

(a<0,05) para evaluar las diferencias entre los distintos tratamientos.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. ESTUDIO DEL METABOLISMO RESPIRATORIO EN FUNCION DE LA
MODIFICACION DE LA ATMOSFERA DEL ESPACIO DE CABEZA Y DE LA
APLICACION DE LACTATO CALCICO COMO AGENTE DE LAVADO

En este ensayo se estudid el efecto de las siguientes variables sobre el
metabolismo respiratorio del caqui minimamente procesado:

e Modificacion del espacio de cabeza en un sistema estatico, utilizando
concentraciones altas de CO, (5% y 10%) y utilizando como control las
concentraciones de gases del aire ambiente.

e Efecto del lavado con lactato célcico al 2% frente a dos controles (sin

lavar y lavado sélo con agua).

3.1.1. Estudio de las propiedades composicionales

Las propiedades composicionales estudiadas en este ensayo fueron la
humedad (x"), sélidos solubles (x*), pH, actividad de agua y acidez. Se realizé
un ANOVA simple para analizar las diferencias entre las muestras iniciales y las
finales tras el tratamiento aplicado.

A continuacidn se presenta la tabla Ill.1 con las condiciones iniciales y finales
en humedad y sélidos solubles para cada uno de los tratamientos aplicados y
porcentajes en CO, empleados.

El lavado, tanto con agua como con lactato cdlcico implicé un ligero aumento
en el contenido de humedad y una disminucién de los sélidos solubles como
consecuencia de la incorporacién del agua en la matriz de la fruta. En general,

se observd que la composicién de las muestras de caqui estudiadas,
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mantuvieron los valores iniciales en términos del contenido en humedad y de

sélidos solubles.

Tabla lll.1. Valores de humedad y contenido en sélidos solubles en las rodajas de caqui al inicio
y final de cada ensayo en funcién de cada tratamiento de lavado y porcentaje de CO, en el
espacio de cabeza.

% CO,

Tratamiento x" inicial x" final x*inicial  x* final
empleado
0 0,807 0,805 0,168 0,163
(0,008) (0,015) (0,004) (0,007)
Sin lavar 5 0,822 0,811 0,1679 0,165
(0,007) (0,012) (0,0012)  (0,002)
10 0,7962 0,800 0,162 0,174
(0,0008)  (0,008) (0,002) (0,013)
0 0,831 0,825 0,156 0,144
(0,004) (0,008) (0,003)  (0,003)*
Lavado agua 5 0,845 0,843 0,13049 0,132
(0,002) (0,006) (0,00112) (0,004)
10 0,836 0,8295 0,145 0,150
(0,002) (0,0003)* (0,002) (0,005)
0 0,833 0,829 0,150 0,145
(0,005) (0,002) (0,004) (0,003)
Lavado 5 0,846 0,8315 0,141 0,147
lactato caélcico (0,005) (0,0108) (0,007) (0,006)
10 0,820 0,821 0,155 0,157
(0,0012) (0,005) (0,008) (0,006)

Los valores entre paréntesis indican la desviacion estandar de cada uno de los valores.
*Indica diferencias significativas (a<0,05) para un tratamiento especifico.
De la misma manera, la actividad de agua se mantuvo estable durante el
periodo considerado, partiendo de un valor inicial medio de 0,984 (+0,006) y
alcanzando un valor final medio de 0,982 (+0,005). Este valor de actividad de
agua concuerda con el valor determinado por otros autores como lgual et al.

(2008) y Castell et al. (2006).
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En las tablas 111.2 y 1.3 se pueden observar los valores iniciales y finales de pH
y los valores de la acidez titulable, para cada uno de los tratamientos aplicados

y porcentajes en CO, empleados.

Tabla 111.2. Valores de pH de las rodajas de caqui al inicio y final de cada ensayo en funcién de
cada tratamiento de lavado y porcentaje de CO, en el espacio de cabeza.

Tratamiento % CO, empleado pH inicial pH final

0 5,947 (0,101) 5,99 (0,03)
Sin lavar 5 5,860 (0,014) 6,05 (0,02)*
10 5,87 (0,03) 6,01(0,04)*
0 6,03 (0,03) 6,10 (0,05)
Lavado agua 5 5,94 (0,02) 6,06 (0,04)*
10 6,00 (0,03) 6,12 (0,02)*
0 5,880 (0,014) 6,06 (0,07)*
Lavado lactato calcico 5 5,80(0,03) 6,01 (0,04)*
10 5,81(0,06) 6,19 (0,06)*

Los valores entre paréntesis indican la desviacion estandar de cada uno de los valores.
*Indica diferencias significativas (a <0,05) para un tratamiento especifico.

En todos los tratamientos realizados bajo una exposiciéon alta en CO, se
observé un ligero aumento en el valor del pH final de las muestras de caqui
analizadas. Este comportamiento también se observd en el lavado con lactato
sin modificacién de gases en el espacio de cabeza. Estos resultados concuerdan
con los obtenidos por otros autores como Wright y Kader (1997a), que
estudiaron el efecto de distintas atmdsferas controladas sobre trozos de caqui
persimon de la variedad “Fuyu” y de fresas de la variedad “Selva”, observando
el incremento en los valores de pH de los mismos durante el tiempo de
almacenamiento. Del mismo modo, Holcroft y Kader (1999), estudiaron el

efecto de diferentes atmédsferas controladas sobre la fresa de la variedad
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“Selva”, observando un aumento del pH en el extracto de zumo procedente
tanto de los tejidos externos como internos durante los 10 dias de
almacenamiento, siendo este aumento mayor en atmdsferas con mayor nivel
de CO,. Sin embargo, Li y Kader (1989) no observaron ningun efecto
significativo en el pH de las fresas “Selva” en ninguno de los tratamientos con

atmaosfera controlada.

Tabla 111.3. Valores de acidez titulable (expresada en gramos de acido malico en 100 gramos de
producto) de las rodajas de caqui al inicio y final de cada ensayo en funcién de cada
tratamiento de lavado y porcentaje de CO, en el espacio de cabeza.

% CO, g de acido g de acido
Tratamiento
empleado malico/100 g inicial malico/100 g final
0 0,19 (0,02) 0,176 (0,009)
Sin lavar 5 0,203 (0,011) 0,205 (0,012)
10 0,171(0,019) 0,195 (0,004)
0 0,187 (0,004) 0,160 (0,004)*
Lavado agua 5 0,176 (0,004) 0,18 (0,02)
10 0,167 (0,004) 0,163 (0,008)
0 0,186 (0,013) 0,165 (0,004)
Lavado lactato
5 0,181 (0,018) 0,162 (0,007)
calcico
10 0,171 (0,008) 0,174 (0,003)

Los valores entre paréntesis indican la desviacidn estandar de cada uno de los valores.
*Indica diferencias significativas (a<0,05) para un tratamiento especifico.

Los resultados obtenidos de acidez titulable en las muestras no lavadas al inicio
fueron ligeramente superiores a los determinados por Vazquez-Gutiérrez et al.
(2011), quienes obtuvieron valores en las muestras control para el caqui no
astringente de 0,117+0,008 gramos de acido malico por 100 gramos de

muestra. Ademas, se observd una disminucion en la acidez de las muestras
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lavadas con agua sin modificacién del espacio de cabeza, lo cual podria
implicar el avance en el proceso de maduracion. Por otra parte, no hubo una

influencia clara del tratamiento de lavado aplicado.

3.1.2. Efecto de la concentracion de CO, en el espacio de cabeza y de la

aplicacion de agentes de lavado sobre el metabolismo respiratorio

En la figura Ill.1 se muestran las tasas respiratorias determinadas segun el
modelo | (subapartado 2.7.1 de materiales y métodos) en términos de
consumo de O, (lll.1. A) y de produccién de CO, (lll.1. B) para cada uno de los
tratamientos realizados y para las concentraciones de CO, empleadas en el

ensayo.

-

w

@ Sin lavar

M Lavado agua

TRO; (mL-kg*-h't)
o
Ho-+l—
TRCO, (mL-kg*-ht)
N

Lavado lactato calcico

| B

%CO, %CO,

Figura lll.1.Tasas respiratorias en términos de consumo de O, (A) y emision de CO, (B) para
cada uno de los tratamientos aplicados y concentracion de CO, empleado en el espacio de
cabeza.

En el caso del lavado con lactato de calcio sin modificacién de gases en el
espacio de cabeza, se observo tasas respiratorias menores (tanto en términos
de produccién de CO, como de consumo de 0O,) respecto a los otros
tratamientos. La adicion de calcio reduce la tasa respiratoria y suprime la

producciéon de determinados productos, retardando la senescencia, debido a
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gue concentraciones superiores a 1 UM de calcio en el citosol puede inhibir la
accion de muchos enzimas (Azcon-Bieto y Taldén, 2000). También, cabe
destacar que Albors et al. (2008), observaron que rodajas de persimon “Rojo
Brillante” sumergidas en una disoluciéon de acido ascdrbico y lactato célcico
presentaron menores tasas respiratorias de O, y CO, (respecto a las muestras
no lavadas y lavadas con agua) a los 4 dias de almacenamiento. Esta
disminucién también se ha observado en otros estudios donde se ha utilizado
esta sal cdlcica. Asi, Luna-Guzman y Barret (2000) observaron que cilindros de
melén cantalupo tratados con lactato de calcio al 2,5% tanto a temperatura
ambiente como a 60 2C tuvieron una menor produccién de CO, que las
muestras no tratadas. Lamikanra y Watson (2004) obtuvieron una tasa de
emision de CO, mas baja en trozos de meldn cantalupo cuando éstos eran
sumergidos en soluciones de lactato de calcio al 1,5% a 4 2C. Del mismo modo,
Silveira et al. (2011) obtuvieron al final de la vida util de las piezas de melén
“Galia” tratadas con propionato, tartrato, lactato, ascorbato y cloruro de
calcio, tasas de respiracién mas bajas.

Por otro lado, la velocidad de consumo de O, se vio reducida en las muestras
no lavadas cuando estaban bajo una atmoésfera rica en CO,. Li y Kader (1989)
midieron la tasa de respiratoria en términos de consumo de O, en la fresas de
la variedad “Selva” mantenidas en atmaodsferas ricas en CO, (aire+10%, 15% o
20% de CO,), siendo la tasa respiratoria mas baja en éstas que en las
mantenidas Unicamente con aire. Por otro lado, Poubol e lzumi (2005)
obtuvieron tasas respiratorias relativamente constantes en mango cortado en
cubos de las variedades “Carabao” y “Nam Dokmai” durante el
almacenamiento tanto en aire como en atmdsferas con una alta concentracion
en CO, a las temperaturas de 5y 13 2C. No obstante, los cubos de mango en

atmésferas con un 10% de CO, a 5 2C parecian tener tasas respiratorias mas
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altas que las que se encontraban en aire. Sin embargo, la adicién de carbdnico
a la atmdsfera en este ensayo, implicé un aumento en el consumo de oxigeno
en muestras que fueron lavadas, especialmente cuando fueron tratadas con
lactato calcico. En este sentido, parece que la combinacién de la adicion de
calcio con el aumento del %CO,, podria revertir el efecto ralentizador del calcio
sobre la tasa respiratoria.

A concentraciones altas de CO,, la velocidad de produccidon de CO, se redujo

significativamente para todos los tratamientos.

3.1.3. Estudio de las propiedades dpticas

En la tabla IIl.4 se muestran los valores iniciales de las rodajas de caqui frescas
y tras haber sido lavadas. Como puede observarse, las muestras iniciales no
presentaron diferencias significativas en cuanto a las coordenadas a* y b*,
observandose una pequefia diferencia en la luminosidad respecto al
tratamiento realizado. Estos resultados ponen de manifiesto que toda la
materia prima utilizada en los ensayos era uniforme en cuanto a las
propiedades dpticas y que un lavado con agua o lactato calcico no modific

inicialmente el color.

Tabla 111.4. Valores de luminosidad (L*) y de las coordenadas cromaticas a* y b* en las rodajas
de caqui al inicio de cada ensayo antes de ser envasadas en las caAmaras de respiracion.

Tratamiento L* a* b*
Sin lavar 53(3)* 14(3)° 38 (4)°
Lavado agua 56 (6)° 13 (3)° 36 (5)°

Lavado lactato célcico 55 (2)° 14 (3)° 39(3)°

Los valores entre paréntesis indican la desviacion estandar de cada uno de los valores.
Letras iguales indican grupos homogéneos.
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El valor de luminosidad inicial de las muestras fueron similares a los obtenidos
por Albors et al. (2008) sobre rodajas de persimon “Rojo Brillante”, en
contraposicion a las coordenadas a* y b* que fueron ligeramente superiores
en este ensayo. En la figura Ill.2 se representan los planos cromaticos (L*-a*) y
(b*-a*) al final del ensayo para cada uno de los tratamientos realizados y para
las concentraciones de CO, en el envase de vidrio. Tal y como se puede
observar en el plano cromatico (L*-a*), no hubo una tendencia clara, en los
cambios de luminosidad por el efecto de los factores estudiados. No obstante,
hubo un descenso de la luminosidad en las muestras sin lavar y lavadas con
lactato calcico a las que se les aplicé un 5% de CO,. Este descenso también se
observé en las muestras lavadas con agua bajo un 10% de CO,. En cuanto a la
coordenada a*, las muestras sin CO, afiadido en el envase se alejaron de los
valores iniciales hacia colores mas rojizos mostrando un avance en el
desarrollo del color durante la maduracidén, excepto en las muestras tratadas
con lactato cdlcico que podria tener un efecto ralentizador en la sintesis de
carotenoides. Wright y Kader (1997b) estudiaron la calidad y el contenido de
carotenoides en el persimon “Fuyu” cortado en sectores bajo diferentes
concentraciones de atmoésferas controladas y en aire. Las muestras que
estuvieron bajo una atmédsfera de aire, mostraron una disminuciéon del B-
caroteno y de la B-criptoxantina a lo largo del estudio, aunque los niveles de a-
caroteno aumentaron significativamente para luego descender a los 8 dias de
almacenamiento a 5 2C. En esta tesis, el hecho de que las muestras lavadas con
agua sin modificaciéon del CO, presentasen una disminucion en la acidez
titulable, junto con el avance hacia tonalidades mas rojizas seria indicativo del
avance en la maduracion. La presencia de carbdnico en el ambiente mantiene
la coordenada a*, mostrando el efecto ralentizador del gas. Sin embargo, la

adicién de un 5% de CO, disminuyd, ademas la coordenada b* en las rodajas
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de caqui lavadas con lactato calcico y no lavadas que junto con la disminucion
de la luminosidad podria estar relacionado con fenémenos de pardeamiento
enzimatico de las muestras. El pardeamiento tisular debido a la oxidacién de
componentes fendlicos por la polifenoloxidasa (PPO) resulta de la pérdida de la
compartimentaciéon dentro de las células cuando éstas son expuestas a un
estrés fisico o fisioldgico (Kader y Ben—Yehoshua, 2000). Es posible que en
estas condiciones, las muestras estuvieran sometidas a condiciones de estrés
que dieron lugar al pardeamiento de las mismas, aunque a mayores
concentraciones de carbdnico otros mecanismos contrarrestarian la accion de
la polifenoloxidasa.

65 1 50 1

S
|k

40 T T T T T T 1 0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 0 10 20 30 40 50
a* a*
# 0% CO2 sin lavar B 5% CO2 sin lavar A 10%CO2 sin lavar
+ 0% CO2 lavado agua M 5% C0O2 lavado agua A 10%CO2 lavado agua
0% CO2 lavado lactato cdlcico 5% CO2 lavado lactato cdlcico 10%CO2 lavado lactato calcico
# 5in Lavar W Lavado agua A Lavado lactato de calcio

Figura 111.2. Representacion de los planos cromaticos (L*-a*) [A] y (b*-a*) [B] de las rodajas de
caqui con diferentes concentraciones de CO, en el espacio de cabeza y diferentes tratamientos
de lavado. Los simbolos oscuros corresponden a los valores de las coordenadas de las
muestras iniciales.

La figura Ill.3 muestra las diferencias de color de las muestras al final de cada
ensayo. En coherencia con los resultados comentados anteriormente, se
observaron cambios de color en las muestras con un 5% de CO, en el

ambiente, fundamentalmente en las muestras sin lavar o lavadas con lactato
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calcico. Probablemente el agua pudo ejercer un papel protector frente a los
cambios de color. El aumento en la sintesis de carotenoides observado en las

muestras sin CO, no quedé reflejado en cambios de color de forma notable.

20 4

Y

Y 10 - M Sinlavar
M Lavadoagua

Lavado lactato de calcio

0 5 10
% CO,

Figura lll.3. Diferencias de color de las rodajas de caqui con diferentes concentraciones de CO,
en el espacio de cabeza y diferentes tratamientos de lavado.

3.1.4. Estudio de las propiedades mecanicas

Las figuras Ill.4. A y B presentan los valores de las propiedades mecanicas de
las rodajas de caqui recién cortadas y lavadas, tanto al inicio como al final del
ensayo tras haber alcanzado los frascos de vidrio un 17% de O,. Como puede
observarse, las muestras tratadas con lactato cdlcico presentaron desde un
primer momento, tras el lavado, los valores mas elevados de fuerza maxima.
Este aumento se mantuvo durante todo el periodo de tiempo ensayado. El
mantenimiento de la estructura de la pared celular depende particularmente
del enlace del calcio con los componentes pécticos de la lamina media (Grant
et al., 1973; Poovaiah, 1986; Quiles et al., 2004). Las sales calcicas permiten el
mantenimiento de las propiedades mecanicas de los productos minimamente
procesados, asi por ejemplo Martin-Diana et al. (2006) compararon el efecto
del tratamiento de la lechuga iceberg con agua clorada frente al del lactato

calcico a diferentes temperaturas, observando que la turgencia se mantenia
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mejor en las muestras con lactato cdlcico, durante los primeros dias de
almacenamiento. También Rico et al. (2007b) mantuvieron mejor la textura de
zanahorias cortadas en rodajas mediante la aplicacién de lactato calcico.

Sin embargo, las muestras sin lavar no variaron significativamente su dureza
bajo ninguna de las condiciones atmosféricas ensayadas. La aparente
diferencia en la fuerza maxima que se observé en las muestras con un 10% de
CO, fue atribuible a la variabilidad de la muestra, no existiendo diferencias
entre los valores iniciales y finales. Sélo en condiciones de envasado con un 5%
de CO, en muestras lavadas con agua se observd un aumento significativo (a <
0,01) de la fuerza maxima al final del almacenamiento. En otros estudios
donde se aplicaron atmodsferas ricas en CO,, se observd una mejora en la
firmeza fruta (Li y Kader, 1989; Harker et al., 2000). De hecho, Harker et al.
(2000) especularon que el mecanismo por el cual el CO, mejoraba la firmeza de
las fresas seria debido a los cambios en el pH del apoplasto, de modo que tales
cambios promoverian la precipitaciéon de las pectinas solubles y mejoraria la
unién entre las células. Por otro lado, Poubol e lzumi (2005) obtuvieron
mejores resultados de textura en mango cortado en cubos de la variedad
“Carabao” en atmdsferas con mayor concentracion en CO, para las dos
temperaturas de ensayo (5 y 13 2C), mientras que en los cubos de mango de la
variedad “Nam Dokmai”, la textura se mantuvo sin cambios tanto para los
conservados en aire como los que se encontraban en atmdsferas ricas en CO,.
Wright y Kader (1997a) midieron la firmeza como fuerza de penetracién en los
trozos de persimon de la variedad “Fuyu”, tendiendo ésta a disminuir para
todas las atmodsferas empleadas durante el almacenamiento. Por tanto,

existiria una respuesta variable frente al tratamiento con CO,.
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En la presente tesis, el efecto de altas concentraciones de carbdnico (10%)
sobre el aumento de la dureza de caqui minimamente procesado se vio mas
claramente cuando se adiciond lactato calcico a las muestras.

En general, no se observaron diferencias en la distancia a la que se produjo la
fuerza maxima, salvo en alglin caso atribuible a la variabilidad de la materia

prima.
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Figura I11.4. Propiedades mecanicas de las rodajas de caqui con diferentes concentraciones de
CO, en el espacio de cabeza y diferentes tratamientos de lavado al inicio y fin del ensayo.
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3.2. MODELIZACION DEL COMPORTAMIENTO RESPIRATORIO DEL CAQUI
PERSIMON “ROJO BRILLANTE” EN FUNCION DE LA TEMPERATURA Y DEL TIPO
DE CORTE GEOMETRICO.

El desarrollo y verificacion de un modelo que prediga el comportamiento
respiratorio en el caqui minimamente procesado a diferentes temperaturas (1,
5, 10 y 15 9C) y segun el tipo de corte geométrico (cubos y laminas), es
importante a la hora de plantear un envasado en atmédsfera modificada de este

tipo de producto.

Toda la materia prima empleada en los ensayos fue caracterizada antes ser
envasada en los frascos de vidrio. En la tabla IIl.5 se pueden observar que las
caracteristicas de los lotes analizados para cada temperatura, no fueron

homogéneas (a <0,01).

Tabla I1L.5. Contenido en humedad (x"), sélidos solubles (x*) y pH de los lotes de caqui

empleados para cada una de las temperaturas empleadas.
w SS

Temperatura (2C) X X pH

1 0,805 (0,005)° 0,195 (0,005)° 6,00 (0,02)°
5 0,8293 (0,0009)® 0,1707 (0,0009)° 5,763 (0,006)°
7 0,828 (0,003)° 0,172 (0,003)°  5,81(0,02)°
10 0,801 (0,002)°  0,199(0,002)° 6,070 (0,010)°
15 0,837 (0,006)° 0,163 (0,006)° 5,88 (0,05)"

Los valores entre paréntesis indican la desviacion estandar.
Letras iguales indican grupos homogéneos.

La figura llIl.5 muestra, a modo de ejemplo, la evolucién de la concentracién de
gases en el espacio de cabeza en las muestras cortadas en cubos a las

diferentes temperaturas de ensayo. Como puede observarse, la velocidad de
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los cambios en la concentracion de gases se incrementd con la temperatura,
observandose tasas de respiracién, tanto en términos de consumo de O, como
de emision de CO, mas elevadas a medida que aumentd la temperatura. Este
hecho ha sido constatado en numerosos estudios sobre diversas frutas, donde
la temperatura es uno de los factores mas influyentes sobre el metabolismo

respiratorio (Nakamura et al., 2004; Ravindra y Goswami, 2008; Bhande et al.,

2008).
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Figura llI.5. Variacion de la concentracion de gases en el espacio de cabeza de las muestras de
caqui cortadas en cubos a lo largo del tiempo de almacenamiento y en funcion de la
temperatura.

En general, para cada temperatura, la velocidad de respiracién va

disminuyendo con el tiempo, lo que se evidencia por el descenso paulatino en
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la pendiente. Esto podria atribuirse al efecto que tiene el aumento de la
concentracién de CO, y el descenso de la concentracidon de O, en el espacio de
cabeza sobre el metabolismo respiratorio del fruto.

Tal y como se comentado en el apartado 3.1.2 sobre las muestras no lavadas,
el aumento de CO, en la atmdsfera de envasado ralentizaria el metabolismo

respiratorio, reduciendo el consumo en O,.

3.2.1. Estimacion de parametros: Modelo |

Segln se ha comentado en materiales y métodos (subapartado 2.7.1), este
modelo asume que la velocidad de respiracién permanece constante con el
tiempo. Por este motivo, se selecciond para el ajuste el primer tramo lineal de
las curvas mostradas en la figura 11l.5 y sus similares para la fruta cortada en
[dminas. En la mayoria de los casos se tomd para el ajuste la variacion de la
concentracién de gases en el espacio de cabeza durante las primeras 48 horas
de analisis. Sélo para la fruta cortada en cubos y almacenada a 15 2C, el punto
de inflexién de la curva se observé a las 24 horas de almacenamiento, por lo
que se fijo ese tiempo para el ajuste lineal. Asi, la TR en términos de consumo
de O, y emisidn de CO, calculadas para todas las temperaturas ensayadas y las
dos geometrias de corte segin el modelo | se muestran en las figuras 111.6. Ay
B junto con el coeficiente respiratorio (CR) (figura 111.6.C).

Tal y como se puede observar, hubo una gran influencia de la temperatura
sobre las tasas respiratorias. EI ANOVA multifactorial aplicado, mostré que a
bajas temperaturas (1 y 5 2C) no existieron diferencias significativas tanto para
la TRO, como para la TRCO,, pero si las hay para el resto de las temperaturas,

10y 15 °C.
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Figura I11.6. Tasas respiratorias en términos de consumo de O, (A) y emisién de CO, (B) junto
con el coeficiente respiratorio (C) en funcion de las temperaturas empleadas y segun del tipo
geométrico de corte. La linea discontinua en la figura C indica CR=1 como referencia del
cambio metabdlico en la respiracion del producto.

El mismo analisis no mostré diferencias significativas en la TRO, para las dos
geometrias de corte aunque si en la TRCO,. Esto podria explicarse teniendo en
cuenta la propia metodologia de andlisis utilizada. En la determinacion de tasas
respiratorias mediante sistema cerrado, se asume que las variaciones en el
espacio de cabeza son debidas directamente a la respiracion del fruto. Sin
embargo, estos cambios se deben también al intercambio gaseoso en el
interior del tejido, que depende de la propia resistencia a la difusidn de gases y
su solubilidad (Andrich et al., 1991; Kader, 1987). Asi, el CO, generado en la
matriz mitocondrial difunde hacia la solucién celular y espacios intercelulares.

Después sale al exterior en fase gas a través de las aberturas del sistema
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dérmico o roturas celulares. La disposicion de las ldminas en los frascos de
vidrio implicé una mayor superficie expuesta al espacio de cabeza que en el
caso de los cubos, que presentaron un mayor contacto entre si. Por ello, en las
laminas se facilitarian los mecanismos de difusién en fase gas al exterior y de
ahi la mayor TR de CO, registrada.

El cociente respiratorio en todos los casos tomo valores cercanos a la unidad,
lo que muestra que no existieron cambios en las rutas metabdlicas aerobias
durante el tiempo de andlisis. Cabe destacar la diferencia entre las dos
geometrias de corte. Asi, el CR en muestras cortadas en cubos siempre resulté
menor de la unidad, consecuencia de las menores TR de CO, analizadas en
estas muestras.

Incrementos en la temperatura generan incrementos exponenciales de la
respiracion. Por esta razon, la modelizacién de tipo Arrhenius se suele ajustar
bien al comportamiento de las frutas almacenadas a distintas temperaturas
(Fonseca et al., 2002b). Por tanto, la relacidon de la tasa respiratoria con la

temperatura se estimé a través del modelo de Arrhenius (ecuacion 11.17):

oA re 1117

Donde: k es la constante cinética, A es el factor preexponencial o factor de
frecuencia, E, es la energia de activacion, R es la constante de los gases ideales
y T es la temperatura absoluta en grados kelvin.

Esta ecuacion 111.17 se puede transformar en su forma linealizada, obteniendo

la siguiente ecuacion 111.18:

Ea

Ink=InA-— .18
R

1
T
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A partir de esta ecuacidn linealizada, se obtuvieron las graficas que se
muestran a continuacién en la figura IlIl.7, donde puede observarse que los
valores correspondientes a la temperatura de 5 2C se alejaron de la recta en las
[dminas, tanto para el O, como para el CO,. Sin embargo, en el caso de los

cubos el modelo de Arrhenius tuvo un mejor ajuste (R%20,95).
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Figura 111.7. Ajuste de la ecuacion linealizada de Arrhenius segun del tipo geométrico de corte
para modelo I.

En la tabla 1ll.6 se muestran los valores de la energia de activacién (E,), la
constante preexponencial (k) y el coeficiente de correlacién cuadratico (R?)

resultantes de la linealizacion de la ecuacion de Arrhenius.
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Tabla lll.6. Valores de la energia de activacion, la constante preexponencial y coeficiente de
correlacion obtenidos de la ecuacion de Arrhenius segun el tipo geométrico de corte.

‘ Laminas Cubos
TRO, TRCO, TRO, TRCO,
E, (kJ-mol™) 88 82 86 92
k (mL-kg™-h™) 5-10'° 5-10" 2-10" 2:10Y
R’ 0,90 0,89 0,97 0,95

Como puede observarse, los valores de la E, para las tasas respiratorias de O,
fueron similares en ambas geometrias de corte, por lo que la sensibilidad a la
temperatura fue similar en ambos casos. Sin embargo, la energia de activacion
de la tasa respiratoria en términos de CO, de los cubos fue bastante mayor que
la de las laminas, y por tanto, cuanto mayor es el nivel de cortado de las
muestras, mas sensibles parecié ser en cuanto a emisidon de CO, frente a la
temperatura. Este hecho podria estar relacionado, segin se comentd
anteriormente, con la facilidad de salida del CO, a través de los espacios
intercelulares segln la geometria de corte. Asi, en el caso de los cubos, donde
parece que los mecanismos de difusiéon del gas son mas dificiles, éstos,
ademas, serian mas sensibles a los cambios de temperatura. En todos los
casos, la energia de activacion se encontré comprendida entre los valores
obtenidos en frutas y hortalizas por Exama et al., (1993), quienes determinaron
valores de la energia de activacién entre 29,0 y 92,9 kJ-mol™ para las frutas y
verduras mas comunes almacenadas en aire ambiente. Los valores de k fueron
superiores en las ldminas tanto en términos de O, como de CO, como

consecuencia de la mayor tasa respiratoria presentada en las mismas, como se

ha comentado anteriormente.
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3.2.2. Estimacidn de parametros: Modelo Il

Los datos experimentales obtenidos para cada temperatura fueron ajustados
mediante una funcidn de regresién no lineal de la concentracién de gases en
funcién del tiempo.

Respecto a la estimacion del modelo Il, en la tabla Ill.7 se muestra los valores
obtenidos de los parametros a y b obtenidos de la regresién no lineal de los
resultados experimentales para las temperaturas ensayadas aplicando las
ecuaciones IIl.5 y 1ll.6 del apartado de materiales y métodos, junto con los
coeficientes de correlacion de los ajustes del modelo.

Como puede observarse, ambos pardmetros a y b aumentan a medida que
disminuye la temperatura, estando el pardmetro a mucho mas influenciado
por la temperatura. El parametro 1/a del modelo de Peleg estd relacionado
con la concentracidon de gases a tiempos largos, cuando los cambios en la
concentracidn de gases tienden a cero (asintota de las curvas). De esta forma,
a mayor valor del pardmetro, la concentracion de gas en el equilibrio mas se
acerca a la concentracién inicial y por tanto la tasa respiratoria se ralentiza. En
cuanto al parametro 1/b del modelo, éste estd relacionado con la velocidad de
cambios en la concentracion de gases en el espacio de cabeza a tiempos
cortos, mostrando (excepto para ldminas almacenadas a 5 2C) los resultados
obtenidos que, efectivamente, cuanto menor es la temperatura de
almacenamiento, el metabolismo respiratorio se ralentiza. Tendencias
similares para ambos pardmetros han sido encontrados en otras frutas como la
banana (Bhande et al.,, 2008) y manzanas (Mahajan y Goswami, 2001), asi
como en melén como se mostrard en el capitulo siguiente.

Puede apreciarse que el valor del coeficiente de correlacion cuadrético, R?,
obtenido fue mayor o igual a 0,95, lo que implicé una alta probabilidad en la

relacion funcional de los datos ajustados.
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Tabla lll.7. Valores de los coeficientes de regresion (a y b) para el O, y CO, en funcién de la
temperatura y tipo de corte geométrico.

Temperatura Respiracion Coeficientes de regresion
Corte
almacenamiento expresadaen
geométrico
(2C) términos de
0, 61,6 (0,8) 1685 (60) 0,98
1
CcOo, 47 (0,8) 1287 (61) 0,95
0, 32,8 (0,7) 3978 (0) 0,96
5
co, 28,4 (0,9) 2328 (91) 0,96
Ldminas
0, 6,2 (0,2) 1366 (28) 0,99
10
co, 5,2 (0,2) 1221 (28) 0,98
0, 1,1(0,2) 766 (17) 0,99
15
co, 0,6 (0,2) 709 (17) 0,99
0, 14,0 (0,2) 504 (13) 0,99
1
Co, 12,6 (0,2) 807 (23) 0,98
0, 4,7 (0,2) 621 (22) 0,96
5
co, 5,0 (0,3) 799 (32) 0,95
Cubos
0, 3,43 (0,04) 248 (4) 0,99
10
co, 2,27 (0,07) 451 (10) 0,99
0, 4,12 (0,05) 89 (4) 0,97
15
Cco, 1,16 (0,02) 190 (3) 0,99

Los valores entre paréntesis indican la desviacion estandar.

La dependencia de estos coeficientes con la temperatura se determind
ajustando un modelo de Arrhenius (figuras 111.8 y I11.9). En la figura 1II.8, el
coeficiente de correlacidn para el parametro b en el caso del corte en [dminas
no fue bueno, sin embargo no sucedié lo mismo para el pardmetro a (R’20,95).
En la figura 11l.9 (correspondiente al persimon cortado en cubos), si que se

observé un mejor ajuste para todos los casos.
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Figura 111.8. Forma linealizada de la ecuacion de Arrhenius de los coeficientes a y b para las
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términos de emision de CO,.
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Figura 111.9. Forma linealizada de la ecuacidon de Arrhenius de los coeficientes a y b para los
cubos de caqui. A y B: coeficientes en términos de consumo de O,, C y D: coeficientes en

términos de emision de CO,.
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A continuacién se presenta la tabla 11l.8, donde se muestran los valores
obtenidos de la energia de activacién, la constante preexponencial y el
coeficiente de correlacidon cuadratico, obtenidos al ajustar el modelo de
Arrhenius que podria explicar la relacidon entre los pardmetros del modelo |l

conla temperatura.

Tabla I11.8. Valores de la energia de activacion (kJ-moI'l), la constante preexponencial (mL-kg’
1h'l) y coeficiente de correlacion obtenidos de la ecuacion de Arrhenius segin del tipo
geométrico de corte.

‘ Laminas ‘ Cubos
TRO, TRCO, TRO, TRCO,
a b a b a b a b
E.| 193 50 206 36 | 54 87 111 70
k | 610* 1.10° 2:10” 3-10°|2-10° 510" 1.10° 2-10"
R®| 098 046 09 046|062 084 099 0,89

Como puede observarse, el parametro a, relacionado con la concentracién de
gas en el equilibrio estuvo muy influenciado por la temperatura, tal y como se
comentd con anterioridad, con energias de activacién elevadas, mas en
[dminas que en cubos. Sin embargo, en el pardmetro b, relacionado con las
tasas respiratorias a tiempos cortos, donde no existié influencia sobre el
metabolismo de los cambios en la concentracién de gases en el espacio de

cabeza, la temperatura parecidé no ser tan importante.

3.2.3. Verificacion del modelo

Para verificar si el modelo desarrollado era capaz de predecir las tasas

respiratorias dentro del rango de temperaturas estudiadas (de 1 a 15 2C), se

-89 -



Ill. Resultados y Discusion: Modelizacion del comportamiento respiratorio del caqui “Rojo Brillante”

utilizé una temperatura intermedia de almacenamiento. De este modo, las
tasas respiratorias predichas por los modelos fueron verificadas con la tasa
respiratoria experimental a una temperatura de 7 2C.

Para evaluar la bondad de ajuste de los modelos a los resultados
experimentales se determind el mddulo de la desviacion media relativa
(ecuacion 111.19). Los valores experimentales y los predichos fueron
comparados utilizando este médulo, de este modo se puede comprobar si los
valores obtenidos se ajustan a los modelos (McLaughlin y O'Beirne, 1999). Si el
valor de este mdédulo es menor del 10% indica que el ajuste es bastante bueno,
entre el 10-20% el ajuste es aceptable mientras que valores superiores al 20%

indican que no es satisfactorio.

E=@ZN:M 111.19

N - TRexp

Donde:

E es el mddulo de la desviacién media relativa en %, N es el nimero de datos
de respiracién modelizados, TR, es la tasa de respiracién experimental
(mL-kg™h)y TRyred €5 la tasa de respiracion predicha por el modelo (mL-kg™h
1).

Por tanto, los parametros estimados fueron verificados, comparando la tasa
respiratoria experimental determinada por una temperatura de
almacenamiento de 7 °C, con la calculada a partir de los dos modelos
ajustados.

Asi, y teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el ajuste de Arrhenius en
el modelo |, la tasa respiratoria en términos de O, y CO, se muestran en la

tabla Ill.9. En la misma tabla se muestran los valores obtenidos al ajustar
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linealmente (segun el modelo ) las variaciones de concentracion en el espacio

de cabeza durante las primeras 48 horas analizadas experimentalmente a 7 2C.

Tabla I11.9. Tasas respiratorias de O, y CO, obtenidas a nivel experimental y tedrica mediante
la aplicacion del modelo de Arrhenius a 7 °C.

Tipo de corte

Experimental Tedrica | Experimental Tedrica

Laminas 1,8(0,3) 2,1 1,9(0,2) 2,3

Cubos 2,0(0,2) 2,0 |1,443(0,014) 1,567

Los valores entre paréntesis indican la desviacion estandar de cada uno de los valores.

Las tasas respiratorias obtenidas tedricamente y experimentalmente, fueron
similares, lo que indicé un buen ajuste de los datos experimentales para el
modelo I. La bondad del ajuste calculado a través del mddulo de la desviacién
media relativa (E) con los datos obtenidos a 7 2C fueron en el caso de las
[dminas de caqui de un 19% para el consumo de O, y de un 17% para la
produccidn de CO,, lo cual indicd que el ajuste fue satisfactorio. Por otra parte,
los datos obtenidos para los cubos de caqui fueron menores que los
anteriores, indicando un mejor ajuste del modelo lineal, siendo de un 6% para
la TR de O, y 9% para la TR de CO,.

Para la verificacion del modelo Il se determinaron los pardmetros a y b tedricos
a partir de las graficas 1.8 y IIl.9, obteniéndose la variacion de la tasa
respiratoria tedrica que se muestra en la figura 111.10. Puede apreciarse que en
ambos casos los datos predichos no se ajustaron bien a los experimentales,
aunque para los cubos de caqui parecid existir una mejor correlacion. En
cualquier caso, este modelo no parecid ser util para predecir el

comportamiento de la fruta cuando existen cambios en la tasa respiratoria.
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Figura 111.10. Comparacion de las tasas respiratorias experimental y predicha realizada a 7 2C
para cada uno de los tipos geométricos de corte con el modelo Il.

Los resultados obtenidos a partir del mddulo de la desviacion media relativa,
indicaron que para este modelo Il de regresién no lineal, no se ajustaba bien
para ninguno de los dos tipos de cortes geométricos, ya que el valor dado fue
superior al 20% para ambos casos. En el caso de las laminas, podria deberse al
mal ajuste del pardmetro b tanto en términos de consumo de O, como de
produccidon de CO,. Mientras que en el caso de los cubos de caqui, aunque
aparentemente parecia que existia un mejor ajuste entre los valores predichos
o tedricos frente a los experimentales, el parametro a en términos de consumo

de O, no presentd tampoco un buen ajuste.
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3.3. INFLUENCIA DE LA APLICACION DEL ACEITE ESENCIAL DE LIMON Y
TOMILLO EN CAQUI MiNIMAMENTE PROCESADO

Tal y como se ha comentado anteriormente, los aceites esenciales constituyen
una alternativa en la conservacion de los alimentos. Esta herramienta junto
con el envasado en atmdsfera modificada pasiva fueron evaluados sobre el
caqui minimamente procesado con la finalidad de alargar la vida util de este
tipo de producto. Este ultimo apartado de resultados se ha divido en dos
subapartados en funcidn de la aplicacién del aceite esencial:

e 3.3.1. Influencia de la incorporacion del aceite esencial directamente

en el envase.
e 3.3.2. Influencia de la incorporacion del aceite esencial en el agua de

lavado.

3.3.1. Influencia de la incorporacion del aceite esencial directamente en el

envase

Simulando a los envases activos, se aplicaron diferentes concentraciones de los
aceites esenciales de tomillo y de limén (50, 250 y 500 pL) en el interior del
envase, incorporandolos sobre una gasa estéril y evitando el contacto de la
misma con la fruta. De este modo, se analizaron los efectos de los
componentes voldtiles de los aceites esenciales junto con el envasado en
atmodsfera modificada pasiva frente a un control que no contenia aceite
esencial pero que fue envasado en las mismas condiciones que las otras
muestras.

El andlisis de la composicidn de la materia prima se muestra a continuacién en

la tabla I11.10. En términos de humedad y sélidos solubles, los resultados son
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similares a los obtenidos en otros ensayos dentro de esta tesis. Por otra parte,
la capacidad antioxidante también estd alrededor de los valores obtenidos en
trabajos anteriores en esta misma variedad (Castell6 et al., 2011). El contenido
en fenoles totales fue ligeramente inferior a los presentados por Gorinstein et
al. (2001) quienes determinaron 19,3 (+1,4) mg de acido galico en la pulpa del

caqui persimon de la variedad “Triumph”.

Tabla 111.10. Fraccién masica de agua (x"), fraccién masica de sélidos solubles (x*°), pH, fenoles
totales expresados en mg de equivalentes de acido galico (GAE) por 100 gramos de muestra y
capacidad antioxidante (% DPPH inhibido).

mg GAE/100 g %DPPH
muestra inhibido
0,815 0,169 5,92
13 (2) 42 (2)
(0,003) (0,002) (0,05)

Los valores entre paréntesis indican la desviacion estandar de cada uno de los valores.

A continuacion se muestra en la tabla IlIl.L11 las propiedades Opticas
(luminosidad, coordenadas a* y b*) asi como las propiedades mecanicas
(fuerza maxima y distancia a la que se produce la misma) de la materia prima

recién cortada.

Tabla 1ll.11. Propiedades dpticas en términos de luminosidad (L*) y coordenadas a*y b*y
propiedades mecanicas en términos de fuerza (F) maxima expresada en Newton (N) y
distancia (d) a la que se produce la misma expresada en milimetros (mm).

Propiedades Propiedades

Opticas mecanicas
L* a* b* F maxima (N) d(mm)

54(3) 13(2) 36(2) 1,5(0,3) 0,9(0,2)

Los valores entre paréntesis indican la desviacidn estandar de cada uno de los valores.
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3.3.1.1 Evolucidn de las caracteristicas composicionales

En la figura lll. 11 se muestra la evolucidn de la fraccién masica de agua (x") [A]
y de los sélidos solubles (x*) [B] a lo largo de los 13 dias de almacenamiento. El
ANOVA multifactorial indicé la influencia de las dos variables estudiadas
(tratamiento y tiempo de almacenamiento), teniendo una mayor influencia el
tratamiento aplicado.

Tal y como se puede observar en la figura Ill.11. A, el contenido en humedad
disminuyé ligeramente en las muestras control mientras que las muestras con
el aceite esencial, especialmente las que contenian tomillo presentaron valores
ligeramente superiores respecto al control a partir del sexto dia de
almacenamiento. Este comportamiento podria estar relacionado con la

influencia del aceite esencial sobre la presidn de vapor en el espacio de cabeza.

0850 1 A 0,175
0,840 - 0170 B
7 %
A R %
0,830 - * R
0,165 *
0,820 ’E b . -
% S R S R % 0,160
0,810 - : X X x
1 1 0,155
0,800 - s
0,790 - 0,150
0,780 : —— — 0,145 : : : — : ‘
0 2 4 6 8 10 12 14 0o 2 4 6 8 10 12 14
t(d) t(d)
---2p--- Control SO pRLAET 250 uL AET 500 uLAET
50 uLAEL 250 L AEL 500 puL AEL

Figura 11l.11. Evolucion del contenido en humedad (A) y sélidos solubles (B) de las muestras
caqui cortado con aceite esencial de tomillo (AET) y aceite esencial de limén (AEL) incorporado
directamente en el envase a lo largo del almacenamiento. La linea discontinuta representa la
evolucion del control.
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Las muestras control mantuvieron un contenido en sélidos solubles estable
durante el periodo estudiado, mientras que en las muestras con aceite esencial
concretamente las de limén presentaron un menor contenido durante todo el
periodo de almacenamiento.

En la figura 111.12 se presenta la evolucidn del pH de las muestras a lo largo de
los 13 dias de almacenamiento. El pH de las muestras control permanecié
estable durante el periodo de estudio mientras que las muestras con el aceite
esencial incorporado en el envase presentaron valores inferiores al control,
disminuyendo conforme avanzaba el tiempo de almacenamiento. Las muestras
con aceite esencial de limén incorporado en el envase, presentaron valores de

pH inferiores a las de tomillo.

64 -

62 1 '|' :[ I -==-=- Control
_______ < 50 uLAET
6,0 - % 3 ES T
- E Q 1 < 250 UL AET
Q
58 | 500 uLAET
50 uL AEL
56 - 250 UL AEL
500 uL AEL
5,4 : : : : ‘ ‘ ‘
0 2 4 6 8 10 12 14

t(d)

Figura 111.12. Evolucién del pH de las muestras caqui cortado con aceite esencial de tomillo
(AET) y aceite esencial de limén (AEL) incorporado directamente en el envase a lo largo del
almacenamiento. La linea discontinta representa la evolucion del control.

3.3.1.2 Andlisis de la capacidad actividad antioxidante y de los fenoles totales

La capacidad antioxidante de la materia prima, asi como a lo largo del
almacenamiento fue determinada mediante el método del radical DPPH
(Puupponen-Pimia et al., 2003) tal y como se ha comentado en el subapartado
2.5.1 de materiales y métodos. La capacidad antioxidante se expresé como %

de inhibicidn de este radical libre y por tanto a mayor % de inhibicion de DPPH,
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mayor capacidad antioxidante de la muestra. En la figura Ill.L13. A y B se
muestra la evolucion de la capacidad antioxidante y de los fenoles totales

respectivamente.
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Figura 111.13. Evolucidon del % de DPPH inhibido (A) y contenido en fenoles totales (B)
expresado en mg de equivalentes de acido galico de las muestras caqui cortado con aceite
esencial de tomillo (AET) y aceite esencial de limén (AEL) incorporado directamente en el
envase a lo largo del almacenamiento. La linea discontintia representa la evolucion del
control.

En la evolucién del % de DPPH inhibido, se pudo observar un descenso en las
muestras control y en todas las muestras tratadas con aceite esencial de
tomillo tras 1 dia de almacenamiento. Sin embargo, las muestras tratadas con
aceite esencial de limén presentaron una mayor capacidad antioxidante
respecto a las demds muestras, en especial las de 50 y 250 uL. Conforme
avanzo el tiempo de almacenamiento, los valores de las muestras control
permanecieron estables, aunque a los 13 dias, las muestras control
experimentaron un ligero aumento. Las muestras tratadas con el aceite
esencial de tomillo, presentaron un valor muy similar entre ellas al inicio del
almacenamiento, mostrando un descenso brusco al tercer dia. No obstante, la

capacidad antioxidante se incrementé al sexto dia, en especial para las
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muestras con 50 y 250 uL de aceite esencial de tomillo, aunque presentaron
valores ligeramente inferiores al control. Al final del almacenamiento no se
observaron cambios entre las muestras tratadas con el aceite esencial de
tomillo independientemente de la dosis empleada. En cuanto a las muestras
tratadas con el aceite esencial de limén, presentaron desde el inicio del ensayo
valores ligeramente por encima del control y de las tratadas con aceite
esencial de tomillo, en especial las que contenian 50 uL de aceite esencial de
limén. No obstante, las muestras tratadas con 500 pL de aceite esencial de
limoén presentaron un menor % de inhibicidon del DPPH, respecto del resto de
las muestras tratadas con este mismo aceite esencial al sexto dia. Esta
tendencia permanecié hasta el final del almacenamiento. De hecho, las
muestras que contenian 250 y 500 pL de aceite esencial de limdén en el envase,
obtuvieron una capacidad antioxidante menor que el de las muestras control o
las que contenian aceite esencial de tomillo. Sin embargo, Valero et al. (2006)
cuando utilizaron eugenol y timol (siendo este ultimo, uno de los componentes
mayoritarios del aceite esencial de tomillo), obtuvieron una actividad
antioxidante mayor tanto en la pulpa como en la piel de las uvas, en
comparacién al control que disminuyd en ambas.

En cuanto al contenido en fenoles totales (figura 13.1ll. B), en el primer dia de
almacenamiento hubo un ligero aumento en todas las muestras exceptuando
las muestras con 500 pL de aceite esencial de limén y de 250 pL de aceite
esencial de tomillo, que presentaron valores similares a la de materia prima. El
contenido fendlico en las muestras control tendid a incrementarse hasta
alcanzar un maximo en el sexto de dia de almacenamiento. Posteriormente,
comenzé a disminuir. Las muestras que contenian aceite esencial de tomillo en
el envase, en concreto las de 50 y 500 uL presentaron los valores mas altos

(junto con las muestras que tenian 250 plL de aceite esencial de limén) en el
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primer dia de almacenamiento. Conforme avanzé el tiempo, hubo un descenso
para las muestras con 250 y 500 pL de aceite esencial de tomillo. Estas Gltimas
presentaron valores por debajo del control a los 13 dias. En cuanto al
contenido en fenoles para las muestras con el aceite esencial de limdn, todas
presentaron valores inferiores a las muestras control a los 3 y en especial a los
6 dias. Ademas, cabe destacar que la dosis mas alta de este aceite implico
valores siempre por debajo del control y con una tendencia descendente
durante todo el almacenamiento. Este hecho también quedd reflejado en la
capacidad antioxidante de las muestras a la misma concentracién (figura 111.13.
A), donde a partir de los 6 dias se observd misma pauta descendente. Sin
embargo, Valero et al. (2006) al utilizar eugenol y timol en los envases lograron
reducir la tasa de pérdida de fenoles en la piel de las uvas mientras que se
incrementé en la pulpa.

El incremento en el contenido de fenoles en las muestras control pudo ser
debido al aumento en la sintesis de la fenilalanina amonio liasa (PAL) como
consecuencia del estrés del corte. La actividad de esta enzima ha sido muy
estudiada (Mateos et al., 1993; Lopez-Galvez et al., 1996; Pereyra et al., 2005;
Roura et al., 2008). Las heridas es uno de los tipos de estrés abidtico que
producen sefiales que se propagan desde los tejidos dafiados hacia los tejidos
adyacentes no dafiados e induce la sintesis de nuevas proteinas especificas
inducidas por el dafio. Algunas de estas proteinas son enzimas del
metabolismo fendlico como la PAL, cuyo incremento en la actividad conduce a
la acumulacidon de compuestos fendlicos (Salveit, 2000). La mayor parte de los
compuestos fendlicos de las plantas derivan de la fenilalanina, la cual por
eliminacién de una molécula de amonio forma el acido cindmico. La PAL es la

enzima que cataliza dicha reaccion (Taiz y Zeiger, 2006).
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Por otro lado, el aumento en el contenido de fenoles en los primeros dias de
las muestras tratadas con aceites esenciales, en especial las de tomillo,
pudieron ser debido a los propios componentes de naturaleza fendlica de
éstos. Asi por ejemplo, Lee et al. (2005) identificaron los componentes volatiles
de las hojas de albahaca y tomillo, midiendo ademas, las actividades
antioxidantes de los compuestos aromaticos. Entre los productos quimicos
identificados en los extractos de albahaca y tomillo, el timol, carvacrol, 4-
alifenol y eugenol mostraron una gran actividad antioxidante, inhibiendo la
oxidacidn del hexanal en un 95-99% a 5 pg/mL (cantidad del componente
volatil) a lo largo de 30 dias. El nivel de actividad antioxidante fue comparable
al del oa-tocoferol e hidroxitolueno butilado (BHT). Los principales
constituyentes del aroma del tomillo fueron entre otros, el timol (8,55 mg/g) y
el carvacrol (0,681 mg/g).

Por otro lado, el hecho de que las muestras con mayor dosis de aceite esencial
de limén presentaran una disminucidn en el contenido en fenoles totales
durante todo el periodo de ensayo junto con las de tomillo al final de
almacenamiento, pudo ser debido a una disminucidn en la produccién de la
PAL. Asi Fujita et al. (2006), inhibieron la actividad de la PAL procedente de
lechuga utilizando trans-cinamaldehido, siendo esta inhibicion dosis
dependiente. Este compuesto se puede encontrar en el aceite esencial de
canela. Por tanto, es posible que algin componente volatil de los aceites
esenciales estudiados, hubiese podido interferir en su sintesis. No obstante,
esta disminuciéon también pudo ser debida a la propia oxidacién de los
compuestos fendlicos por la polifenoloxidasa (PPO) ya que como se vera en la
evolucidn de las propiedades dpticas (apartado 3.3.1.4), las muestras con 500

pL de aceite esencial de limdn experimentaron un descenso progresivo de la
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coordenada a* con el tiempo asi como de luminosidad y de coordenada b* a

los 13 dias.
3.3.1.3 Evolucidn de la atmadsfera en el interior del envase

Se analizé la concentracidn de gases en el interior del envase a lo largo de los
13 dias de almacenamiento. El sistema fruta-envase-entorno es un sistema
semipermeable, donde la concentraciéon de los gases (O, y CO,) varia en
funcién de dos parametros, la tasa respiratoria de la fruta (TR) y de la
permeabilidad del envase (ecuacidon I11.20). El sistema alcanzara el equilibrio
(atmédsfera de equilibrio) cuando ambos parametros se igualen (ecuacion Ill.

21).

dJ,
‘d_t'| “|TR,|+[P,] 11.20

Donde:
dJj L .
|d—t'| es la variacion de gases (0, y CO,) con respecto al tiempo, |TR;| es la tasa

respiratoria de O, y CO, (mL-kg"-h™) y |P,| es la permeabilidad del envase

respecto al O,y CO,.
A continuacion en la figura 111.14 se muestran algunos ejemplos de la evolucién

de gases en el espacio de cabeza del envase del aceite esencial de tomillo

incorporado en el envase.
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Figura 111.14. Ejemplo de la evolucion de gases (%0, y %CO,) con respecto al tiempo de
almacenamiento de las muestras de caqui minimamente procesado con aceite esencial de
tomillo (AET) incorporado en el envase (B, C y D) junto a su control (A).

En todos los casos hubo un descenso en la concentracion de O, y un
incremento en la concentracion de CO,, como consecuencia de la actividad
respiratoria del fruto y de la permeabilidad selectiva del envase a ambos gases.
En ningln caso se llegd a la atmdsfera de equilibrio, aunque podria estar
proxima al 10% tanto en CO, como en O,, excepto en el caso de los envases
con 500 pL de aceite esencial de tomillo incorporado en el envase, donde la
atmésfera de equilibrio se alejé de estos valores.

Por otro lado, en la figura 11l.15 se presentan ejemplos de la incorporacion del

aceite esencial de limdn en el envase junto con un control.
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Figura 111.15. Ejemplo de la evolucion de gases (%0, y %CO,) con respecto al tiempo de
almacenamiento de las muestras de caqui minimamente procesado con aceite esencial de
limén (AEL) incorporado en el envase (B, C y D) junto a su control (A).

La concentracién de O, disminuyd a niveles por debajo del 5%, mientras que la
concentracién de CO, alcanzé alrededor de un 20% en los envases donde se les
incorpord el aceite esencial de limén. En ningln caso parece que se hubiera
llegado a la atmdésfera de equilibrio.

Las diferentes velocidades de cambio en la atmdsfera del envase encontradas,
tanto por el tipo de aceite esencial como por la dosis del mismo, sugieren que
pudieron existir diferencias en las tasas respiratorias del producto y/o cambios
en las propiedades del film polimérico. Asi, parece que cuando se utilizé aceite
de limdn, al ser éste muy volatil cambiaron las condiciones de la atmdsfera de
envasado, influyendo esto en el metabolismo respiratorio, disminuyendo mas
rapidamente el O, disponible y aumentando el CO, de la atmésfera. Este

efecto fue mas acentuado cuanto mayor era la dosis de aceite esencial
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utilizado. Cuando se utilizé tomillo, la concentracién de gases en el espacio de
cabeza cambié mas lentamente, pudiendo deberse a unas tasas respiratorias
mas bajas que en el caso anterior. Sélo cuando la dosis empleada fue elevada
(500 mL) empezé a observarse aumentos en las tasas respiratorias.

Por otro lado, los vapores de aceite esencial también podrian estar
produciendo cambios en las caracteristicas de permeabilidad del material
polimérico, disminuyendo tanto la permeabilidad al O, como al CO,.

Valero et al. (2006) también obtuvieron una disminucion en la concentracion
de O, y un aumento en la concentracion de CO, en uvas envasadas con
polipropileno orientado no perforado, para todos los tratamientos (control e
incorporacion en el envase de timol y eugenol a diferentes dosis) durante el
almacenamiento a 1 2C. No obstante, en la composicidn final de los gases, la
menor y mayor concentracién en O, y CO, respectivamente, se presentd en las
muestras control. Por otro lado, Serrano et al. (2005), utilizaron el mismo
material de envasado para cerezas, pero con eugenol, timol, mentol, y
eucaliptol en el interior del envase. También hubo una reduccién en los niveles
de O, y un aumento en el de CO, en el espacio de cabeza. No obstante, la
composicion de gases en el interior de los envases alcanzé el estado
estacionario en una concentracién de 2-3% para el CO, y 11-12% para el O,, a
los 9 dias para todos los tratamientos salvo en del eucaliptol, donde la
modificacién de la atmédsfera fue mayor durante almacenamiento a 1 2C.
Ademas se calculd, la velocidad de cambio (N;) en la atmdsfera del interior del
envase, expresada en funcion del tiempo y de la unidad de masa del producto,
considerando el tramo lineal de la evolucidon de los mismos (hasta las 72

horas), asi como la relacion entre ambas velocidades (tabla 111.12).
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Tabla I11.12. Velocidad de cambio en la concentracién de O, (No,) y de CO, (N¢o,) en el interior
del envase y la relacién entre ambas (Nco./ Ng. ).

Muestra Volumen de No_zl " Nc?f " N¢o,/No,
AE (pL) (mL-kg”-h™) (mL-kg™-h™)

Control 0 2,0(0,4)® 1,9 (0,3)° 0,95 (0,09)®
Aceite 50 1,9 (0,5)° 1,9 (0,5)° 1,0 (0,0)®
esencial de 250 2,3(0,2)** 2,0(0,2)° 0,86 (0,03)?
tomillo 500 2,14 (0,03)™ 2,14 (0,15)**° 1,00 (0,08)°
Aceite 50 2,5(0,4)  2,21(0,15)*® 0,91 (0,08)™
esencial de 250 2,7(0,5) 2,6 (0,4)™ 0,99 (0,06)°
limén 500 3,0 (0,4)° 3,0 (0,4)° 0,99 (0,02)°

Los valores entre paréntesis indican la desviacién estandar de cada uno de los valores.
Las letras iguales indican valores homogéneos con un nivel de significancia (a<0,05).

Como se ha comentado anteriormente, la presencia de aceite esencial de
tomillo no parecié afectar al metabolismo respiratorio de la fruta, en ninguno
de los volimenes empleados. Sin embargo, la presencia de aceite esencial de
limén en el envase parecidé incrementar la velocidad de cambio tanto para el
O, como para el CO,. De hecho, cuanto mayor fue el volumen empleado,
mayor fue la velocidad de cambio. Esto podria ser debido al estrés que la
presencia de algun componente volatil del aceite esencial de limdn produciria
sobre el caqui cortado, combinado posiblemente con cambios en la
permeabilidad del material.

La relacién entre ambas velocidades fue para todos los caso cercana a la
unidad, lo que estaria relacionado con condiciones aerobias en el envase

durante el tramo de tiempo considerado.

3.3.1.4 Evolucidn de las propiedades 6pticas

En las figuras 111.16 y lll. 17 se muestran la evolucion de la luminosidad (L*) y de

las coordenadas a* y b* de las muestras de caqui minimamente procesado a
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las que se les incorporé el aceite esencial directamente en el envase respecto a
su control.

70 4

60 1 %
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Figura 1ll. 16. Evolucion de la luminosidad (L*) de las muestras caqui cortado con aceite
esencial de tomillo (AET) y aceite esencial de limén (AEL) incorporado directamente en el
envase a lo largo del almacenamiento. La linea discontintia representa la evolucién del control

Todos los parametros de color disminuyeron con el tiempo de
almacenamiento. La luminosidad de las muestras control disminuyeron hasta
el sexto dia de almacenamiento y a continuacion, permanecieron estables
hasta el final del periodo estudiado. Todas las muestras que contenian aceite
esencial de tomillo presentaron durante los primeros tres dias, valores
ligeramente por debajo del control, especialmente las muestras con menor
dosis (50 pL). A los 6 dias de almacenamiento, éstas presentaron valores
similares al control durante todo el almacenamiento. Por el contrario, las
muestras con la mayor dosis (500 uL), mostraron valores superiores al control
a partir de los 6 dias de almacenamiento. Esto coincidié con los resultados de
Valero et al. (2006), quienes al aplicar eugenol y especialmente timol a una
dosis de 150 pL en el interior del envase, redujeron los cambios en
luminosidad y en la coordenada a* de las uvas.

En cuanto a las muestras con aceite esencial de limén, también presentaron

durante los primeros tres dias, valores ligeramente por debajo del control,
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especialmente las muestras con menor dosis (50 pL). Sin embargo, éstas junto
con las de 250 pL se mantuvieron por encima del control hasta el final del
ensayo. Las muestras de mayor dosis presentaron un descenso brusco a los 13
dias, obteniendo el valor de luminosidad mads bajo respecto al resto de las
muestras. En la figura 1ll.17. A, se puede observar un ligero aumento de la
coordenada a* en las muestras control hasta los 3 dias de almacenamiento, a
partir del cual comenzé a disminuir, pero manteniéndose estable dentro de un
rango. En el primer dia de almacenamiento todas las muestras mantuvieron un
valor similar entre ellas. Las muestras tratadas con aceite esencial de tomillo
mantuvieron valores similares, independientemente de la dosis empleada
durante todo el almacenamiento. Sin embargo, en el sexto dia las muestras de
50 y 500 pL presentaron valores ligeramente por encima de la de 250 pL. Esto
pudo ser debido a la propia variabilidad de la materia prima. En cuanto a las
tratadas con aceite esencial de limdn, cabe destacar que las que contenian
mayor cantidad (500 pL) experimentaron un progresivo descenso hasta el final
del ensayo, donde mostraron el menor valor de todas las muestras (hacia
colores mas pardos).

Todas las muestras presentaron valores de la coordenada b* (figura I1l.17. B)
dentro de un mismo rango en el primer dia de almacenamiento. No obstante,
esta coordenada tendidé a disminuir en las muestras control con el tiempo. Tras
un dia de almacenamiento, las muestras con 500 pL de aceite esencial de
tomillo mostraron valores por encima del control. A los 9 y 13 dias, todas las
muestras con aceite esencial de tomillo presentaron valores similares
independientemente de la dosis. En cuanto al aceite esencial de limdn
incorporado en el envase, a pesar de que las muestras con 500 plL obtuvieron
valores por encima del control durante todo el almacenamiento, el ultimo dia

presentd el valor mas bajo de todas las muestras.
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Figura 111.17. Evolucion de las coordenadas a* (A) y b* (B) de las muestras caqui cortado con
aceite esencial de tomillo (AET) y aceite esencial de limén (AEL) incorporado directamente en
el envase a lo largo del almacenamiento. La linea discontintia representa la evolucion del
control.

De acuerdo a estos resultados, es probable que el aceite esencial a altas
concentraciones pudiera ejercer un efecto negativo en el caqui a largo plazo
afectando a las coordenadas de color dando lugar a modificaciones en los
pigmentos de esta fruta. Este comportamiento podria estar relacionado con
los efectos citotdxicos que pueden producir algunos aceites esenciales o sus
componentes en determinados productos, tal y como fue comprobado por
Bellitti et al. (2008), quienes observaron que el color de las frutas, en especial
las manzanas se vieron afectadas por el citral cuando se afiadié a la ensalada
de frutas a altas concentraciones. No obstante, estos efectos citotéxicos no
fueron observados cuando utilizaron aceite esencial de limén cidra en la
ensalada de frutas, a pesar de la presencia de citral en este aceite esencial. Por
otro lado, tal y como se comentd anteriormente, las muestras con 500 ulL de

aceite esencial de limén experimentaron un descenso progresivo en el
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contenido de fenoles totales, posiblemente debido a la accion de la
polifenoloxidasa, lo cual explicaria la tendencia hacia colores mas pardos.

En la figura 111.18 se muestra la evolucién del tono (h*) [A] y del croma (C*) [B]
de las muestras de caqui minimamente procesado a las que se les ha aplicado
directamente en el envase aceite esencial de tomillo y limdén respecto a su
control. Las muestras control presentaron una ligera disminucién del tono a lo
largo del tiempo estudiado. Los trozos de caqui con aceite esencial en el
envase mantuvieron mejor el tono a lo largo de este periodo, no habiendo
diferencias significativas entre los aceites ni tampoco entre las
concentraciones empleadas. En cuanto al croma, las muestras control
sufrieron un descenso paulatino del mismo a medida que avanzaba el tiempo
de almacenamiento. Sin embargo, las muestras con aceite esencial
incorporado en el envase y en especial las de limén mantuvieron mejor los
valores del croma salvo la concentracién mas alta (500 uL) al final del
almacenamiento. Esta disminucidn en el croma seria consecuencia tanto de la
reduccién la coordenada a * como en la b* al final del almacenamiento. En
esta tesis no se ha observado un efecto muy claro de la posible proteccién del
aceite esencial del tomillo en el color. Sin embargo, Serrano et al. (2005) al
utilizar eugenol, timol y mentol consiguieron retrasar cambios en el color de la
piel de cerezas. De hecho el indice croma comenzd a disminuir en las muestras
tratadas con timol y mentol tras 9 dias mientras que para el eugenol no
hubieron cambios significativos durante los 13 primeros dias de

almacenamiento en frio.
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Figura 111.18. Evolucion del tono (h*) y del croma (C*) de las muestras caqui cortado con aceite
esencial de tomillo (AET) y aceite esencial de limén (AEL) incorporado directamente en el
envase a lo largo del almacenamiento. La linea discontinia representa la evolucion del
control.

3.3.1.5 Evolucidn de las propiedades mecdnicas

La evolucion de las propiedades mecanicas de los trozos de caqui tratados con
los aceites esenciales de tomillo y limén junto con las muestras control, se
muestra en a figura I11.19.

El ANOVA multifactorial aplicado mostré que la variable tiempo no influyd en
ninguna de las propiedades mecanicas estudiadas. La variable tratamiento
influyd en la fuerza maxima pero no en la distancia a la que se produjo la
misma. Sin embargo, hubo interaccidon de ambas variables tanto para la fuerza

maxima como en la distancia.
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Figura 111.19. Evolucion de la fuerza (F) maxima expresada en Newton (N) y de la distancia (d) a
la cual se produce la misma expresada en milimetros (mm) de las muestras caqui cortado con
aceite esencial de tomillo (AET) y aceite esencial de limén (AEL) incorporado directamente en
el envase a lo largo del almacenamiento. La linea discontintia representa la evolucion del

control.

En las muestras control, la fuerza maxima se mantuvo mas o menos estable
hasta los 9 dias de almacenamiento, disminuyendo este pardmetro a los 13
dias traduciéndose esto, en un ablandamiento de las muestras. Este
comportamiento, también se observé para la distancia a la cual se produjo la
misma. La aplicacién del aceite esencial directamente en el envase no mostré
una tendencia clara, con excepcion de las muestras tratadas con 50 uL de
aceite esencial de limén presentaron un ligero reblandecimiento respecto al
control. Sin embargo, Serrano et al. (2005), si que observaron una disminucién
menor de la firmeza en los envases que contenian timol o mentol respecto al
control, aunque el mejor resultado lo obtuvieron con el eugenol (con el que la

firmeza permanecid sin cambios).
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3.3.1.6 Anadlisis microbioldgico

La determinacidon tanto de microorganismos mesdfilos aerobios como de
levaduras y mohos, fue utilizada para la estimacion de la vida util. Se realizé un
andlisis microbiolégico del caqui fresco recién cortado. El recuento de
microorganismos mesofilos aerobios fue de 300 (+141) UFC/g, siendo un valor
inferior al establecido por el Real Decreto (RD) 3484/2000 respecto al dia de
fabricacion de comidas preparadas a base de vegetales crudos que no debe
superar 1-10° UFC/g de microorganismos aerobios mesdfilos. En la figura 111.20
se muestra la evolucidn en el crecimiento de microorganismos aerobios
mesofilos tanto para las muestras control como para las muestras con el aceite

esencial incorporado directamente en el envase.
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Figura 111.20. Evolucidn del crecimiento de microoganismos aerobios mesdfilos de las muestras
caqui cortado con aceite esencial de tomillo (AET) y aceite esencial de limén (AEL) incorporado
directamente en el envase a lo largo del almacenamiento. La linea discontiniia representa la
evolucién del control.

El ANOVA multifactorial aplicado indicd la influencia de las dos variables
estudiadas, ejerciendo un mayor efecto el tiempo de almacenamiento. En
general, a medida que avanzo el tiempo de almacenamiento hubo un aumento

en el crecimiento microbiano de aerobios mesdfilos en todas las muestras.
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Las muestras tratadas con los aceites esenciales tras 1 dia de almacenamiento
mostraron un mayor recuento microbiano que el control, especialmente las
que contenian 250 uL de aceite esencial de tomillo en el envase. No obstante,
a la semana de almacenamiento los recuentos de las muestras tratadas con
500 pL de aceite esencial de tomillo y las de aceite esencial de limén en mayor
volumen (250 y 500 plL) presentaron valores ligeramente por debajo del
control (en especial la de 250 pL). Sin embargo a los 13 dias, casi todas las
muestras presentaron recuentos similares al control, superando el valor
establecido como no satisfactorio segun este RD (1-106-1-107UFC/g),
exceptuando las que contenian un mayor volumen de aceite esencial de limén
en el envase (250 y 500 ul). Por tanto, los volatiles presentes en el aceite
esencial de limén parecieron ser mas efectivos que los del aceite esencial de
tomillo. Ademads, también podria haber contribuido a este efecto el valor de pH
de las muestras de caqui cortado y envasado con los volimenes de 250 y 500
pL de aceite esencial de limon, ya que fue ligeramente inferior al resto de las
muestras al final del almacenamiento. Sin embargo, Fisher y Phillips (2006)
estudiaron el efecto antimicrobiano de los vapores de limdén in vitro, no
obteniendo inhibicién en el crecimiento de ninguna de las bacterias
estudiadas, sin embargo si que se observd efecto inhibitorio cuando se
utilizaron los vapores de citral y de linalool (componentes minoritarios del
aceite esencial de limdn) tanto in vitro como in vivo. Por otro lado, Ramos et al.
(2012) evaluaron la actividad antimicrobiana de films de polipropileno a los
qgue se les incorpord carvacrol y timol (compuestos presentes en el aceite
esencial de tomillo), de modo que la concentracién de un 8% (w/w) de timol
mostré la mayor inhibicién microbiana frente Staphylococcus aureus.

No hubo crecimiento de levaduras y mohos, ni el dia de preparacién, ni

tampoco durante el tiempo almacenamiento. Sin embargo, hay estudios donde
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se ha evaluado el efecto de compuestos volatiles procedentes de plantas
frente a hongos. Asi por ejemplo, Neri et al. (2006) analizaron la actividad
frente al Penicillium expansum de varios volatiles procedentes de plantas in
vitro, siendo los compuestos trans-2-hexenal, carvacrol, trans-cinamaldehido y
citral, los mas activos frente a la germinacidn conidial o crecimiento micelial.
No obstante, en el tratamiento in vivo sobre peras de la variedad
“Conferencia”, los vapores del trans-2-hexenal (12,5 pL/L) fueron los mas
efectivos tras 24 horas, mientras que el carvacrol y el trans-cinamaldehido no
tuvieron un efecto inhibitorio significativo (a ninguna de las dosis empleadas).

El citral mostré un ligero control a la concentracién de 200 pL/L.
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3.3.2. Influencia de la incorporacidn del aceite esencial en el agua de lavado

Con la finalidad de mantener mejor el color en los trozos de caqui y su
estabilidad microbioldgica, se propuso la aplicacion de los aceites esenciales de
tomillo y limén en el agua de lavado a diferentes concentraciones (250 y 500
pL/L). De este modo, se pretendié evaluar la ventaja de su incorporacion
directa en el alimento frente a un control, el cual fue lavado Unicamente con

agua potable.

En la tabla Ill. 13 se muestran las caracteristicas composicionales de la materia
prima antes de ser sometida al proceso de lavado. Los resultados obtenidos
fueron similares a los de otros ensayos dentro de esta tesis y a otros trabajos
como se ha comentado anteriormente (Castell et al., 2011; Gorinstein et al.,

2001).

Tabla 111.13 Fraccién masica de agua (x"), fraccion masica de sélidos solubles (x*°), pH, fenoles
totales expresados en mg de equivalentes de acido galico (GAE) y capacidad antioxidante (%
DPPH inhibido).

mg GAE/100 g %DPPH
muestra inhibido
0,814 0,1635 5,90
14,1 (0,7) 35(3)
(0,002) (0,0008) (0,01)

Los valores entre paréntesis indican la desviacion estandar de cada uno de los valores.

Los resultados obtenidos determinacién de las propiedades Odpticas de la
materia prima (L*=50#5, a*=13+2 y b*=36%3), también fueron del mismo

orden que en el ensayo anterior.
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3.3.2.1 Evolucidn del analisis composicional

En las figuras 111.21 y 111.22 se presentan los resultados correspondientes de la
evolucidon del contenido en humedad (x"), sélidos solubles (x*) y pH
respectivamente a lo largo del almacenamiento. Las muestras lavadas
presentaron un aumento en humedad respecto a la materia prima debido a la
entrada de agua en la matriz de la fruta, aunque no se observd ningun efecto
claro de los aceites esenciales y tampoco del tiempo de almacenamiento. En
este sentido, se pone de manifiesto que el agua incorporada en el lavado, se
mantuvo en la estructura del producto sin producir lixiviacion. Asimismo, el
material de envasado parece tener la permeabilidad al vapor de agua éptima
para impedir que condense en el interior. La fraccién masica de sdlidos
solubles (figura 111.21. B) fueron inferiores a los de la materia prima, por el
aumento en el contenido en humedad debido al lavado. Por otra parte, al final
del almacenamiento parece producirse un ligero descenso en el contenido de
los mismos en las muestras lavadas con aceite esencial, en especial las de
tomillo en coherencia con la ligeramente superior humedad observada en

estos casos.
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Figura 111.21. Evolucion del contenido en humedad (A) y sdlidos solubles (B) de las muestras

lavadas con aceite esencial de tomillo (AET) y aceite esencial de limén (AEL) a lo largo del

almacenamiento. Las linea discontinuas representan los valores de las condiciones iniciales de
la materia prima.
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En cuanto al pH (figura 111.22), hubo un ligero aumento del mismo a lo largo del
almacenamiento pero la aplicacidn de aceite esencial en la etapa de lavado no
mostré diferencias significativas entre las muestras tratadas. Este ligero
aumento del pH también fue observado en el apartado 3.1.1 (tabla 1l1.2)
correspondiente al apartado de resultados del andlisis composicional del
estudio del metabolismo respiratorio en funcion de la modificacion de la
atmosfera del espacio de cabeza y de la aplicacion de lactato calcico. En ese
caso, hubo un ligero incremento cuando se aplicé atmdsferas ricas en CO,. En
este ensayo de aplicacion del aceite esencial, se puede observar en el apartado
de evolucion en el espacio de cabeza (3.3.2.3) que se alcanzd

aproximadamente un 5% de CO, al final del almacenamiento (figura I11.24).

8 -

* ] m Lavadoagua
I Lavado 250 pL AET/L
Lavado 500 uL AET/L
*1 Lavado 250 uL AEL/L
Lavado 500 uL AEL/L
0 - T T |
0 3 7

t(d)

Figura 111.22. Evolucién del pH de las muestras lavadas con aceite esencial de tomillo (AET) y
aceite esencial de limén (AEL) frente a las lavadas con agua a lo largo del almacenamiento. La
linea discontinua representa el valor inicial de pH de la materia prima.

3.3.2.2 Evolucién del andlisis de la capacidad actividad antioxidante y de los

fenoles totales

En la figura I11.23 se presenta las evoluciones de la capacidad antioxidante (A) y
fenoles totales (B) durante la semana de almacenamiento. La capacidad

antioxidante se ha representado como porcentaje de inhibicién del radical
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libre DPPH, utilizando la féormula 1ll.2 que se comenté en el apartado de
materiales y métodos (2.5.1) en funcién de los cambios en la absorbancia de
las muestras. De esta manera, a mayor porcentaje de inhibicion, mayor
capacidad antioxidante de la muestra analizada.

Tal y como se puede observar, el proceso de lavado implicé una pérdida
significativa de componentes antioxidantes. Posiblemente hubo pérdida de
vitamina C puesto que es una vitamina hidrosoluble, como consecuencia del
tratamiento de lavado. No obstante, los aceites esenciales ejercieron un efecto
positivo frente a las muestras lavadas Unicamente con agua, presentando
mayor capacidad antioxidante durante el tiempo estudiado, esto posiblemente
fuese debido a los propios compuestos que contienen los aceites esenciales
empleados. Durante los primeros dias de estudio no existirian diferencias
entre los aceites esenciales de limoén y tomillo ni entre las concentraciones
empleadas. Por otra parte, al tercer dia de almacenamiento, se observd un
aumento importante de la capacidad antioxidante por efecto de los aceites
esenciales, aunque al final del almacenamiento hay un descenso generalizado
en todas las muestras lavadas con aceite esencial. Sin embargo, éstas siguen
presentando valores por encima de las muestras lavadas con agua, y mas
cercanos a los de la materia prima inicial, en especial en las muestras lavadas
con aceite esencial de limén a la concentracion mas alta. El hecho de que la
capacidad antioxidante de las muestras tratadas con los aceites esenciales sea
mayor a las tratadas con agua pudo ser debido a la propia capacidad
antioxidante de los aceites esenciales. Ponce et al. (2004) estudio el efecto
varios aceites esenciales sobre la actividad peroxidasa procedente del extracto
de 5 especies de hortalizas de hoja, llegando a la conclusién que la actividad
antioxidante de los aceites esenciales dependia de la fuente de enzimas. Los

aceites esenciales de clavo, romero, limén y arbol de té mostraron altas
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propiedades antioxidantes. Por otro lado, Mousavizadeh y Sedaghathoor
(2011) también evaluaron las propiedades antioxidantes varios aceites
esenciales sobre la reduccion de la peroxidasa, de modo que la aplicaciéon in
vivo del aceite esencial de tomillo mostré una gran capacidad para minimizar la
capacidad de la enzima en las espinacas y en la lechuga romana. Ademas,
Mousavizadeh et al. (2011) obtuvieron que la aplicacion del aceite esencial de
limén in vivo presentaba una gran actividad antioxidante en la col blanca. Por
tanto, los aceites esenciales poseen propiedades antioxidantes que permitirian

mejorar la conservacién de los productos minimamente procesados.
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Figura 111.23. Evolucion del % de inhibicion de DPPH (A) y fenoles totales (B) expresados como
miligramos de equivalentes de acido malico por 100 gramos de muestra, de las muestras
lavadas con aceite esencial de tomillo (AET) y aceite esencial de limén (AEL) frente a las
lavadas con agua a lo largo del almacenamiento. Las lineas discontintas indica los valores de
las condiciones iniciales de la materia prima

En cuanto a los fenoles totales, inicialmente todas las muestras presentaron un
menor contenido que los de materia prima, excepto las tratadas con 500 pL de
aceite esencial de tomillo. A medida que avanzé el almacenamiento aumentd
el contenido en fenoles totales en todas las muestras respecto a los valores
obtenidos en el dia de procesado (dia 0). Este aumento se mantuvo al final del
almacenamiento en especial para las muestras tratadas con agua y aceite

esencial de tomillo a la concentracion mas alta.
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Como se comenté anteriormente (en el ensayo de incorporacion del aceite
esencial en el envase, apartado 3.3.1.2), el incremento en el contenido de
fenoles en las muestras pudo ser debido al aumento en la sintesis de la PAL
como consecuencia del estrés del corte. Por lo tanto, el incremento en el
contenido en fenoles totales explicaria, el incremento en la capacidad
antioxidante a los 3 dias. Aunque, este aumento de fenoles totales en las
muestras tratadas con agua fue mayor que para el resto de las muestras, esto
no se vio reflejado en una mayor capacidad antioxidante respecto a las demas
muestras. No obstante, si se observd un mayor porcentaje de inhibicion de

DPPH en estas muestras respecto al dia 0 a lo largo del almacenamiento.

3.3.2.3. Evolucidn de la atmaésfera en el interior del envase

Se ha analizd la concentracion de gases en el interior del envase a lo largo del
almacenamiento. Al tratarse de un sistema semipermeable, la variacién de O,
y de CO, con respecto al tiempo dependid de la tasa respiratoria del fruto y de
la permeabilidad del envase.

En la figura Ill.24, se puede observar ejemplos de la evoluciéon de las
concentraciones de O, y de CO, durante el tiempo de almacenamiento que en
este caso fue de 7 dias. Tal y como se puede observar en la misma, el O,
descendié alrededor de un 15% mientras que los niveles de CO, aumentaron
aproximadamente un 5%. En general, a partir del cuarto dia, parece que el
sistema tiende al equilibrio, y por tanto, tiende a igualarse el flujo de gas a

través del material polimérico con la tasa respiratoria del producto.
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Figura 111.24. Ejemplos de la evolucion de gases (%0, y %CO,) con respecto al tiempo de
almacenamiento de las muestras de caqui minimamente procesado lavadas con agua (A) y
aceite esencial de tomillo (AET: By C) y de limén (AEL: Dy E).

Se calcularon las velocidades de cambio en la concentracion de los gases del
espacio de cabeza al inicio del almacenamiento considerando el tramo lineal
de la evolucidon de los mismos, asi como la relacidon entre ambas velocidades
(tabla 111.14). Puesto que el material de envasado fue el mismo en todos los
casos, y no era esperable un cambio en las propiedades de permeabilidad del

material, el efecto del aceite esencial sobre el metabolismo respiratorio podria
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determinarse comparando la velocidad de cambio en el espacio de cabeza en
un periodo de tiempo prefijado. Para ello, se calcularon las velocidades de
cambio de O, y CO, en los primeros cuatro dias de almacenamiento, donde

ademds esta velocidad permanecié constante en todos los casos.

Tabla 111.14. Velocidad de cambio en la concentracién de O (No,)y de CO, (NCOZ) en el interior
del envase y la relacién entre ambas (N¢o, /Ng, ).

Concentracion

Lavado Ny, (mL-kg™h™)  Ngo, (mL-kg™h™)  Ngo,/Ng
(nL/L) 2 ¢ a2
Agua
& 0 1,38 (0,04)° 1,33 (0,04)° 0,970 (0,002)°
potable
Aceite 250 1,71 (0,08)™ 1,78 (0,05)° 1,043 (0,015)°
esencial
de tomillo 500 1,601 (0,102)" 1,53 (0,12)" 0,957 (0,013)°
Aceite 250 1,84 (0,11)° 1,57 (0,05)" 0,86 (0,03)°
esencial
de limén 500 1,88 (0,03)° 1,640 (0,009)™ 0,87 (0,02)*

Los valores entre paréntesis indican la desviacién estandar de cada uno de los valores.
Las letras iguales indican valores homogéneos con un nivel de significancia (a<0,05).

Tal y como se puede observar, las velocidades de cambio fueron mayores
cuando se adiciono el aceite esencial en el agua de lavado. Este mismo hecho
fue observado también cuando se adicioné el aceite esencial directamente en
el envase (tabla I1l.12). En este caso, la incorporacién de aceite esencial en la
matriz acuosa del producto podria estar acelerando el metabolismo, tanto mas
cuanto mayor es el porcentaje de aceite esencial en el agua y, de forma mas

acusada, cuando se emplea aceite esencial de limdn.
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3.3.2.4. Evolucidn de las propiedades dpticas

A continuacién se presentan las figuras Ill. 25 y Ill 26 en las que se pueden
observar la evolucién de las propiedades épticas, luminosidad (L*) (II.25) y las

coordenadas a* y b* (111.26. A y B) del caqui minimamente procesado.

80
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20 Lavado 500 plL AEL/L

0 ‘ ‘ ; ‘
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t(d)

Figura 111.25. Evolucion de la luminosidad de las muestras de caqui minimamente procesado
lavadas con agua y aceite esencial de tomillo (AET) y de limén (AEL) a lo largo del
almacenamiento.

El ANOVA simple realizado en el dia 0, es decir inmediatamente tras el lavado,
indicé que la luminosidad y las coordenadas a* y b* de las muestras fueron
bastante homogéneas. Sin embargo, los valores de luminosidad para las
muestras lavadas sélo con agua fueron un poco mas elevados que para el resto
de las muestras. Por otra parte, para la concentracidon de aceite esencial de
tomillo mas elevada, también se observd un valor de la coordenada b*

ligeramente superior al del resto de las muestra.
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Figura 111.26. Evolucion de las coordenadas a* (A) y b* (B) de las muestras de caqui
minimamente procesado lavadas con agua y aceite esencial de tomillo (AET) y de limén (AEL) a
lo largo del almacenamiento. La figura C representa el diagrama cromatico b*-a* de las
muestras lavadas con agua y con los aceites esenciales en el dia de su elaboracidn y al final del
almacenamiento, asi como la materia prima sin tratar.

El ANOVA multifactorial indicé que la variable que mas influyé en las
propiedades opticas, fue el tiempo, en especial sobre la coordenada b*, que
sufri una disminucién de sus valores para todas las muestras
independientemente del tratamiento. No obstante, este descenso fue menor
para los trozos de caqui lavados con aceite esencial de tomillo a la
concentracidn mas alta probablemente debido a que su valor de partida era
superior. No obstante, también podria ser debido a las propiedades
antioxidantes del aceite esencial de tomillo. La coordenada a* no se vio
afectada por ninguna de las variables estudiadas (tiempo y tratamiento). Esto

ultimo se puede observar de forma muy clara en el diagrama cromatico de la
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figura 111.26.C. En este sentido, parece que la técnica del lavado hizo que no se
modificara la coordenada a*, aunque si se observd un descenso de la
coordenada b*, dando lugar a colores mas pardos, por pérdida de coloracidn
amarilla. En consecuencia, en la figura 11l.27 se puede observar cémo la

variable tiempo influye tanto sobre el tono (h*) como el croma (C*).
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Figura 111.27 Evolucion del tono (A) y croma (B) de las muestras de caqui minimamente
procesado lavadas con agua y aceite esencial de tomillo (AET) y de limén (AEL) a lo largo del
almacenamiento.

El tono disminuiria de manera mas acusada en las muestras lavadas con agua
respecto a las lavadas con los aceites esenciales independientemente del tipo
de aceite esencial y de la concentracion empleada al final del almacenamiento.
Este descenso en el tono repercutié considerablemente en el aspecto del
producto. Posiblemente debido al aumento en el contenido en fenoles totales
en las muestras tratadas con agua, la enzima polifenoloxidasa (PPO) actuase
sobre ellos, oxiddndolos de modo que como consecuencia se formarian
coloraciones pardas. En cuanto al croma, se observd una reduccion

generalizada a lo largo del tiempo del almacenamiento, aunque el aceite
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esencial de tomillo a la concentracion mas alta (500 pL/L) presenté valores
ligeramente mayores al resto de los tratamientos al final del almacenamiento.

Por tanto, parece que la aplicacion de los aceites estudiados favorezca el
mantenimiento del color del producto en comparacidn a las muestras lavadas

solo con agua, ya que los cambios de tono fueron menores.

3.3.2.5. Evolucioén de las propiedades mecdnicas

En la figura 111.28 se presenta la evolucion de la fuerza maxima (F) y la distancia
a la que se produjo la misma. El ANOVA multifactorial indicé la influencia de las
dos variables estudiadas, aunque el factor tiempo presenté un mayor peso

tanto en la fuerza mdxima como en la distancia a la que se produjo la misma.
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Figura 111.28. Evolucion de la fuerza maxima (N) y la distancia a la que se produjo la misma (B)
de las muestras de caqui minimamente procesado lavadas con agua y aceite esencial de
tomillo (AET) y de limén (AEL) a lo largo del almacenamiento.

Del estudio de la fuerza maxima tras el lavado, se observé la heterogeneidad
de la materia prima e incluso entre los mismos tratamientos estudiados debido
a la propia variabilidad de la técnica de medida de las propiedades mecanicas
por las caracteristicas estructurales del producto que contiene haces

vasculares con propiedades texturales distintas. Aunque en todos los casos, la
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medida se realizd en una zona intermedia entre dos haces vasculares, se siguié
observando diferencias considerables entre las muestras. Rojas Gral et al.
(2007) en recubrimientos de manzanas minimamente procesadas a las que se
les incorpord el aceite esencial de orégano (0,1% w/w) y vainillina (0,3 y 0,6
w/w) junto a las que no contenian aceites esenciales en el recubrimiento
mantuvieron mejor la firmeza. La aplicacion de aceites esenciales al 1,5y 0,5%
(w/w) de hierba limén y orégano respectivamente en los recubrimientos,
produjo un brusco descenso en los valores iniciales de firmeza, a pesar que
todos los recubrimientos poseian cloruro de calcio.

Respecto a la distancia a la que se produjo la fuerza maxima, las muestras
presentaron una mayor homogeneidad independientemente del tratamiento
el mismo dia de lavado, aunque los trozos de caqui lavados con agua fueron
ligeramente inferiores al resto. Como se ha comentado anteriormente el
tiempo ejercid6 una mayor influencia, produciéndose un descenso de la
distancia conforme avanzé el tiempo. Sin embargo, el aceite esencial de
tomillo mantuvo mejor este parametro independientemente de Ia
concentracion empleada. Como consecuencia de estos resultados, las
muestras de caqui a lo largo del almacenamiento presentarian una textura
ligeramente mas gomosa, puesto que no se modificaron considerablemente el
valor de su fuerza maxima.

Por tanto, con los resultados obtenidos en este ensayo no se puede extraer
ninguna conclusion clara sobre el efecto de los aceites esenciales sobre las

propiedades mecanicas de las muestras.
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3.3.2.6. Anadlisis microbioldgico

El analisis de microorganismos aerobios totales y de mohos y levaduras se ha
utilizado para determinar la vida util del caqui minimamente procesado. Para
poder establecer los limites microbiolégicos se ha utilizado la legislacién
recogida en el Real Decreto (RD) 3484/2000, segun la cual el dia de fabricacién
de comidas preparadas a base de vegetales crudos no debe superar 1-10°
UFC/g de microorganismos aerobios mesdfilos. Tal y como se puede observar
en la tabla 111.15 no se superaron los limites establecidos en este RD. Por otro
lado, tampoco se llegd a superar el umbral establecido para su caducidad
(1-10° -10” UFC/g) tras los 7 dias de almacenamiento. El ANOVA multifactorial
realizado indica que la variable correspondiente al tiempo de almacenamiento

ejerce una mayor influencia que la variable del lavado, no existiendo

interaccidon entre ambas variables.

Tabla 111.15 Recuento de microorganismos aerobios mesdfilos de la muestras de caqui lavadas
con agua y con aceites esenciales a diferentes concentraciones en el mismo dia de fabricacion
y al final del almacenamiento.

0 5-10% (1-10%)
Agua potable 0 3 )
7 1,5-10° (4,2-107)
0 8,5-10° (2,1-10%)
250 3 5
) ) ) 7  1,75-10° (4,95-10?)
Aceite esencial de tomillo 5
0 2,5-10° (7-10)
500 3 )
7 1,2:10% (1,4-10?)
0 10% (0)
250 5 5
. . . 7 8,5-10° (2,1:10?)
Aceite esencial de limén 5 5
0  4,510°(3,6:10%)
500 3 5
7 1,2:10° (1,4-109)

Los valores entre paréntesis indican la desviacidn estdndar de cada uno de los valores.
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No se observo crecimiento de mohos y levaduras ni el mismo dia del lavado ni
al final del almacenamiento para ninguno de los tratamientos efectuados.

De acuerdo a estos resultados, no parece que la incorporacién de los aceites
esenciales estudiados en la etapa de lavado mejore la estabilidad
microbioldgica del producto. No obstante, la propia técnica de lavado si que
mantendria mejor la estabilidad microbioldgica del producto. No obstante,
existen estudios donde se ha demostrado la actividad antimicrobiana de los
aceites esenciales empleados en este ensayo. Asi por ejemplo, Uyttendaele et
al. (2004) inocularon pimientos con cuatro cepas de Aeromonas spp. con la
finalidad de estudiar el efecto antimicrobiano del aceite esencial de tomillo
aplicado en agua al 0,5% y 1%. Como resultado, obtuvieron que tras la
aplicacion del aceite esencial hubo una reduccion significativa, manteniéndose
durante el almacenamiento a diferencia del control (agua potable), donde
hubo un incremento de la carga microbiana. Ademas, la concentracion de
aceite esencial al 1% fue mas efectiva sobre la flora natural presente. Por otro
lado, estudios in vitro realizados por Fisher y Phillips (2006) sobre los aceites
esenciales citricos (naranja, bergamot y Ilimén) y sus componentes
demostraron éstos eran mas efectivos frente a las bacterias Gram positivas
(Listeria monocytogenes, Bacillus cereus y Staphylococcus aureus que frente a
las Gram negativas (Escherichia coli 0157 y Campylobacter jejuni). Por otro
lado también ha sido demostrada la capacidad antifingica de los aceites
esenciales, Viuda-Martos et al. (2008) estudiaron la actividad antifugica de
varios aceites esenciales citricos (mandarina, pomelo, limén y naranja) a
diferentes concentraciones (0,27%, 0,47%, 0,71% y 0,94%) frente a los hongos
Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Penicillium verrucosum vy Penicilliun
chrysogenum. Todos fueron capaces de reducir o inhibir el crecimiento

microbiano a las concentraciones empleadas siendo la concentracién de
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0,94%, la mas efectiva inhibiendo el crecimiento para cualquiera de los aceites
esenciales empleados. El aceite esencial de limdn fue en todos los casos, el
segundo mas efectivo reduciendo el crecimiento micelar.

Por lo tanto, probablemente no fue suficiente el tiempo de almacenamiento
empleado en este ensayo, para observar el efecto antimicrobiano de los
aceites esenciales. No obstante, si se observan los recuentos microbianos de la
tabla Ill. 14, el menor crecimiento se obtuvo para las muestras con aceite

esencial de limén y para la mayor concentracidn de aceite esencial de tomillo.
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V. Introduccion

1. INTRODUCCION

El melén (Cucumis melo L) es una hortaliza perteneciente a la familia
Cucurbitaceae.

El principal pais productor de melén es China, con 11.333.747 toneladas de
melén producidas en el afio 2010, seguido por Irdn, Turquia, Egipto, Estados
Unidos e India. Espaia ocupa el séptimo lugar en la lista de productores de
meldn del afio 2010, segln datos oficiales de la FAOSTAT, con una produccién
total de 926.700 toneladas (FAOSTAT, 2012).

Segln el anuario de estadistica del afio 2010 del Ministerio de Agricultura,
Alimentacion y Medio Ambiente, las comunidades auténomas con mayor
producciéon de meldn en el afio 2009 fueron Castilla la Mancha, seguida de
Andalucia, Regién de Murcia y Extremadura, ocupando la Comunidad
Valenciana el quinto lugar (Ministerio de Agricultura, Alimentacién y Medio
Ambiente, 2012).

La estadistica agricola sobre superficies y producciones de la Comunidad
Valenciana, registré6 una produccién de melén en el afio 2010 de 36.732
toneladas, siendo la provincia de Alicante la de mayor produccion (22.767

toneladas) (Conselleria d"Agricultura, Pesca, Alimentacié i Aigua, 2012).

Castellon
34%

Figura IV.1. Porcentaje de produccion de melén en la Comunidad Valenciana del afio 2010
(adaptacion de los datos de la estadistica agricola de la Conselleria dAgricultura, Pesca,
Alimentacié i Aigua, 2012).
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En cuanto a su composicion nutricional, el componente mayoritario del meldn
es el agua (aproximadamente un 90%), por lo que su valor caldrico es bajo.
Ademas, es una fruta rica en vitamina C, y en sales minerales como potasio,
magnesio, calcio, cloro y fésforo (Mataix et al., 2009).

La gran produccién de meldn, sus caracteristicas nutricionales, junto con el
tamano que tienen algunas de sus variedades como es la de “Piel de Sapo”,
plantea la diversificacion de este producto en otras formas comerciales que
faciliten el consumo y se adapten a las nuevas unidades familiares.

Existen muchos estudios sobre el melén minimamente procesado,
encaminados a mejorar la vida util de éste, ya que este tipo de productos son
mas perecederos que la pieza intacta. Para el melén precortado, los principales
problemas de deterioro de la calidad son la pérdida de sabor y aroma,
ablandamiento de los tejidos y crecimiento microbiano (Namesny, 2003).

Entre los estudios realizados con la finalidad de extender la vida atil, Oms-Oliu
et al. (2008a) emplearon diferentes concentraciones de O, en la atmdsfera de
envasado del melén minimamente procesado (“Piel de Sapo”). También, Oms-
Oliu et al. (2008b) y Raybaudi-Massilia et al. (2008) estudiaron el uso de
recubrimientos en trozos de melén “Piel de Sapo” y envasados en atmédsfera
modificada pasiva. Aguayo et al. (2008) y Silveira et al. (2011), analizaron el
efecto de diferentes sales de calcio junto con tratamientos de calor en el
melén minimamente procesado (“Amarillo” y “Galia” respectivamente). Roller
y Seedhar (2002) trabajaron en el estudio microbiolégico del meldn
“Honeydew” cortado y lavado con carvacrol y acido cinamico (compuestos que
se encuentran en aceites esenciales) en disoluciones de distinta concentracién,
conservandolos a4y 8 °C.

En este capitulo, se ha estudiado el comportamiento respiratorio de melén

“Piel de Sapo” a diferentes temperaturas utilizando dos modelos predictivos.
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Ademas, se han estudiado los efectos de la atmdsfera modificada pasiva y de
los aceites esenciales de limén y de hoja de canela en el melén minimamente

procesado con el objetivo de alargar su vida util.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Materias primas

2.1.1. Meldn

Los ensayos se llevaron a cabo utilizando como materia prima melones “Piel de
Sapo” adquiridos en un supermercado local. Los melones fueron seleccionados
en funcién del estado de madurez, color y aspecto general (ausencia de
defectos superficiales) con el objetivo de obtener una mayor homogeneidad

de las muestras de partida y reducir la variabilidad en los resultados.

2.1.2. Aceites esenciales

Para la realizacién de los ensayos correspondientes a la aplicacion del aceite
esencial en el agua de lavado del melén minimamente procesado, se utilizaron
el aceite esencial de liméon (Citrus limonum L) y de hoja de canela
(Cinnamomun zeylanicum) de las marcas comerciales Soria Natural y Herbes

del Moli respectivamente.

2.2. Preparacion de las muestras

Antes de comenzar con el procesado de la muestra, se procedié al lavado
superficial de los melones con agua potable e hipoclorito de sodio comercial
(Amukina, Laboratorios Angelini, Farma-Lepori) para poder eliminar los

posibles restos de tierra o suciedad que pudieran estar adheridos a la
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superficie. Se emplearon las dosis recomendadas por el fabricante (20 mL/L de

agua). Una vez secos con papel absorbente, las piezas fueron cortadas en

funcién del ensayo a realizar:

Ensayo de modelizacidon del comportamiento respiratorio: corte del
meldn longitudinalmente respecto al eje central y obtencién de cubos
de meldn de 20x20 mm sin piel.

Ensayo para evaluar la influencia de la aplicacion del aceite esencial en
el melédn minimamente procesado: corte del melén longitudinalmente
respecto al eje central, eliminacion de la corteza y obtencién de
trapecios de unos 20 mm de espesor, 25 mm de altura y 30 mm de

base.

En ambos casos, se desecharon los extremos de la cortada principal para evitar

grandes diferencias en la concentracion de azlcares de las muestras recogidas

para el estudio.

2.3. Tratamientos

Ensayo de modelizacién del comportamiento respiratorio: los cubos de
melén fueron desinfectados con hipoclorito de sodio comercial (20
mL/L de agua). El ratio fruta: disolucién de lavado fue de
aproximadamente 1:5. El tiempo de inmersion fue de 60 segundos y a
continuacién se dejé escurrir durante otros 60 segundos sobre una
rejilla metalica retirando posteriormente el exceso de agua con papel
absorbente. Aproximadamente unos 400 gramos de muestra fueron

introducidas en camaras de vidrio hermético (923 mL de volumen) y
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atemperadas en la cdmara de refrigeracién a la temperatura de cada
tratamiento (4, 8, 10, 12 y 16 2C). Una vez atemperadas, se cerraron.

e Ensayo para evaluar la influencia de la aplicacion del aceite esencial en
el meldn minimamente procesado: las porciones de melén fueron
lavadas con diferentes concentraciones del aceite esencial de limén y
de hoja de canela (100, 250, 500 y 1000 uL/L) durante 2 minutos y se
dejaron escurrir durante un minuto. La relacidn utilizada para el lavado
fue de 1 kg de fruta por cada 3 L de agua potable. Durante el tiempo
de lavado las muestras fueron sometidas a agitacién manual. Se
utilizaron para este ensayo dos controles, uno en el que no se realizo
ningln tipo lavado y otro, en el que se empled solamente agua
potable. Se introdujeron aproximadamente unos 150 gramos de meldn
en bandejas de polipropileno para ser envasadas herméticamente
mediante una envasadora-selladora (VAC-STAR S220MP) y se

conservaron a 4 2C.

2.4. Analisis composicional

Las determinaciones de humedad, sélidos solubles, pH y determinacién de la
capacidad antioxidante, se realizaron de la misma manera que en el caso del
caqui (subapartados 2.4.1.,2.4.2., 2.4.4.y 2.5.1. de materiales y métodos en el
capitulo Il1).

Todas las determinaciones realizadas en el analisis composicional fueron

llevadas a cabo por triplicado.
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2.5. Modelizacion del comportamiento respiratorio

La modelizacion del comportamiento respiratorio del melén cortado en cubos
se determind de forma similar que para el caqui. En concreto,
aproximadamente 400 gramos de melén cortados en cubos fueron
introducidos en cdmaras de vidrio herméticas (V= 0,930 L) previamente
atemperados en la cdmara de refrigeracion a la temperatura de cada
tratamiento (4, 8, 10, 12 y 16 2C).

Los cambios en los porcentajes de O, y CO, se registraron hasta alcanzar una
concentracién de CO, en el espacio de cabeza entre un 10% y 15%.

Como se ha comentado en el capitulo de estudios en caqui, con los datos
recogidos se analizd el ajuste de dos modelos. Por una parte, el modelo | es un
modelo lineal en el que sélo se consideraron los datos iniciales de los cambios
en la composicion del espacio de cabeza. Por otra parte, el modelo Il, que es
un modelo de regresion no lineal que tiene en cuenta la evolucidn de los gases

del espacio de cabeza con el tiempo.

2.6. Evolucidn del espacio de cabeza en envases semipermeables

El registro de cambios de %0, y %CO, en el espacio de cabeza del envase se
llevé a cabo mediante un analizador de gases CheckMate Il PBI Dansensor,
(Ringsted, Dinamarca). La toma de muestra del aire del espacio de cabeza se
efectud a través de un septum colocado en la parte superior del envase. Se
realizaron entre 4 y 5 medidas diarias en un intervalo variable entre 2 y 4 horas
a una temperatura de 4 2C. Las medidas se efectuaron por triplicado para cada

tratamiento.
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Se calcularon las velocidades de cambio en la atmésfera del envase
(ecuaciones 111.11 y .12 del apartado 2.8 de materiales y métodos, en el
capitulo 1ll), considerando sélo el tramo lineal de la representacién de la

evolucidn de los gases a lo largo del tiempo de almacenamiento (48 horas).
2.7. Propiedades dpticas

Se analizé el color de la fruta empleando el colorimetro Minolta CM-3600d
calibrado previamente con un patron negro y otro blanco y utilizando la
ventana mediana.

Esta determinacion se hizo sobre los trozos de melén alos 0, 3, 7, 14 y 21 dias
de almacenamiento y se analizaron aproximadamente 6-7 muestras por
tratamiento.

Previamente, se realizaron diferentes medidas sobre fondo blanco y fondo
negro con el objetivo de comprobar que la muestra no fuese traslucida.

Se obtuvieron las coordenadas de color CIE-L*a*b* utilizando como referencia
el observador 102 e iluminador D65. Ademas, se determind el indice de
blancura (IB) mediante la siguiente férmula (IV.1), utilizada en otros trabajos
sobre melén minimamente procesado como los realizados por Oms-Oliu et al.

(2008a y b):

1
IB=100- [(100-L*)2+(a*)2+(b*)2] 2 a1
2.8. Propiedades mecdnicas

Se analizaron las propiedades mecanicas del melén mediante un test de

compresion con punzén de 6 mm de didmetro a una velocidad de 5 mm/s y
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una distancia de 30 mm utilizando un texturometro TA.XTPlus, Texture
Analyzer Aname. Se analizaron 6-7 muestras de meldn por tratamientos a los
0, 3, 7,14y 21 dias de almacenamiento.

Los parametros analizados en el ensayo de compresion fueron la fuerza
maxima (Fns) requerida por el punzén para atravesar completamente la
muestra, expresada en Newtons (N) y la distancia (mm) recorrida por el

punzon a la que se produce la fuerza maxima.

2.9. Analisis microbiolégico

La determinacidn de la vida util desde un punto vista microbiolégico, se realizd
de la misma manera que en el caqui (apartado 2.11 de materiales y métodos
en el capitulo Il1). El estudio de la evolucidn del crecimiento de microorganimos
aerobios mesdfilos y mohos y levaduras se analizé por duplicado, alos 0, 7, 14
y 21 dias de almacenamiento. Los resultados fueron expresados como
logaritmo decimal de las unidades formadoras por gramo de producto [log

(UFC/g)].

2.10. Andlisis estadistico

El analisis estadistico de los resultados se llevé a cabo mediante el programa

Statgraphics Centurion, realizando un Analisis de Varianza (ANOVA) utilizando

un test de comparacion simple y multiple, con un nivel de significancia del 95%

(a<0,05) para evaluar las diferencias entre los distintos tratamientos
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. MODELIZACION DEL COMPORTAMIENTO RESPIRATORIO DEL MELON
“PIEL DE SAPO” EN FUNCION DE LA TEMPERATURA

Se han aplicado dos modelos predictivos del comportamiento respiratorio en
el melén minimamente procesado cortado en cubos tal y como se hizo en el
caso del estudio del caqui. Ademads, se ha evaluado la influencia de la
temperatura sobre estos modelos a través del ajuste de Arrhenius. Para la
verificacion de los modelos predictivos, se utilizé la temperatura de 10 2C por
ser una temperatura intermedia.

Toda la materia prima empleada en los ensayos fue caracterizada antes de ser
envasada en los frascos de vidrio. En la tabla IV.1 se pueden observar que las
caracteristicas de los lotes de meldn analizados para cada temperatura, no son
homogéneos (0a<0,05), a pesar de que las diferencias encontradas a nivel de

humedad, sdlidos solubles, y pH no fueron elevadas

Tabla IV.1. Fraccién masica de agua (x"), fraccién masica de sélidos solubles (x*), pH de los
lotes de melén empleados para cada una de las temperaturas.

Temperatura (2C) x" X pH
4 0,873 (0,009)% 0,126 (0,007)™ 6,02 (0,12)°
8 0,878 (0,006)"™ 0,123 (0,003)* 5,82 (0,05)°°
10 0,88598 (0,00104)° 0,1123 (0,0007)* 5,925 (0,006)
12 0,8633 (0,0009)*  0,137040 (0,001013)° 5,93 (0,05)™
16 0,8700 (0,0105)®°  0,12720(0,01114)*  5,7953 (0,1109)°

Los valores entre paréntesis indican la desviacion estandar.
Las letras iguales indican grupos homogéneos con un nivel de significancia (a<0,05).
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En la figura IV.2 se muestra ejemplos de la evolucion de la concentracién de
gases en el espacio de cabeza de los cubos de meldén para cada una de las
temperaturas de ensayo. Tal y como se comentd en los resultados de la
modelizacién del caqui minimamente procesado, también se pudo observar
que la velocidad de los cambios en la concentracién de gases se incrementd
alcanzandose,

con la temperatura, para un mismo tiempo,

mayores
concentraciones de CO, y menores de O, en el espacio de cabeza. La velocidad
de respiracién va disminuyendo con el tiempo, lo que es atribuible como ya se
comentd, al efecto que tiene el aumento de la concentraciéon de CO, y el
descenso de la concentracion de O, en el espacio de cabeza sobre el

metabolismo respiratorio del fruto.
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Figura IV.2. Ejemplos de la variacion de la concentracion de gases en el espacio de cabeza de
las muestras de meldn cortadas en cubos a lo largo del tiempo de almacenamiento y en

funcién de la temperatura.
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3.1.1. Estimacidn de parametros: Modelo |

Segln se ha explicado en materiales y métodos, este modelo asume que la
velocidad de respiracion permanece constante con el tiempo, no teniendo
influencia sobre el metabolismo los cambios en la composicién del espacio de
cabeza. Por este motivo, se selecciond para el ajuste el primer tramo lineal de
las curvas mostradas en la figura 1V.2 correspondiente a las primeras 30 horas
de analisis. Asi, la TR en términos de consumo de O, (mL-kg'l-h'l) y emisién de
CO, (mL-kg™h™) calculadas para todas las temperaturas ensayadas segun el

modelo | se muestran en las figuras IV.3. A y B junto con el coeficiente

respiratorio (figura IV.3. C).
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Figura IV.3. Tasas respiratorias (TR) en términos de consumo de O, [A] y emisién de CO, [B]
junto con el coeficiente respiratorio (CR) [C] en funcion de las temperaturas empleadas. La
linea discontinua indica CR=1 como referencia del cambio metabdélico en la respiracion del

producto.
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El ANOVA simple indicé la influencia de la temperatura sobre las tasas
respiratorias y el coeficiente respiratorio. Respecto a la velocidad de consumo
de O, no se apreciaron diferencias entre las temperaturas de 8 y 12 °C. En
cuanto al cociente respiratorio, en todos los casos tomé valores cercanos a la
unidad, lo que muestra que no existieron cambios en las rutas metabdlicas
aerobias durante el tiempo de analisis.

Como se comentd en el apartado de los resultados de la modelizacidon del
caqui minimamente procesado, el incremento de la temperatura genera
incrementos exponenciales de la respiracion. Por esta razén, los resultados se
ajustaron a un modelo tipo Arrhenius, siguiendo la ecuacién utilizada
anteriormente (ecuacién I11.17).

Las figuras que se presentan a continuacion (figuras IV.4. A y B) se obtuvieron
de linealizacion de la ecuacion de Arrhenius. Como en el caqui cortado en
cubos, en todos los casos se obtuvo un buen ajuste del consumo de O, y

especialmente de la produccion de CO,.
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”
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Figura IV.4. Ajuste de la ecuacidn linealizada de Arrhenius para el modelo |, tanto en términos
de consumo de O, (A) como de produccion de CO, (B).

En la tabla IV.2 se muestran los valores de la energia de activacién, la

constante preexponencial

y el

coeficiente de correlacion cuadratico

resultantes de la linealizacion de la ecuacion de Arrhenius.

Tabla IV.2. Valores de la energia

de activacién (E,), la constante preexponencial (k) y

coeficiente de correlacion (Rz) obtenidos de la ecuacion de Arrhenius.

‘ Cubos de melén

TRO, TRCO,

E, (kJ-mol™) 67 86
k (mL-kg*-h™) 9-10" 2-10"°
R? 0,85 0,93
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La energia de activacién se encuentra comprendida entre los valores obtenidos
en frutas y hortalizas por otros autores como Exama et al. (1993), quienes
determinaron que oscila desde 29,0 a 92,9 kl-mol™ para las frutas y verduras
mas comunes en aire. En este caso, se observé que ésta fue mayor en términos
de CO,, lo que indicé que la emisién de CO, procedente de la respiracion fue
mas sensible a los cambios de temperatura. En el ensayo con caqui
minimamente procesado y cortado en cubos también se pudo apreciar este

mismo comportamiento.

3.1.2. Estimacion de parametros: Modelo II.

Los datos experimentales obtenidos para cada temperatura fueron ajustados
mediante una funcién de regresién no lineal de la concentracién de gases en
funcién del tiempo.

En la tabla 1V.3 se muestra los valores obtenidos de los pardmetros a y b
obtenidos de la regresion no lineal de los resultados experimentales para cada
una de las temperaturas ensayadas aplicando las ecuaciones III.5 y Ill.6 de
materiales y métodos, junto con los coeficientes de correlacién de los ajustes
del modelo.

De forma general, ambos parametros a y b disminuyeron a medida que
aumento la temperatura. Como se comenté en el apartado correspondiente al
modelizacién del caqui, el pardametro 1/a del modelo de Peleg esta relacionado
con la concentracidon de gases a tiempos largos, cuando los cambios en la
concentracion de gases tienden a cero (asintota de las curvas). De esta forma,
a mayor valor del pardmetro, la concentracidon de gas en el equilibrio mas se
acerca a la concentracion inicial y por tanto la tasa respiratoria se ralentiza. En

cuanto al parametro 1/b del modelo, éste esta relacionado con la velocidad de
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cambios en la concentracion de gases en el espacio de cabeza a tiempos

cortos, mostrando, los resultados obtenidos que, efectivamente, cuanto

menor es la temperatura de almacenamiento, el metabolismo respiratorio se

ralentiza. Esta tendencia también pudo observarse en la modelizacion del

caqui minimamente procesado.

Tabla 1V.3. Valores de los coeficientes de regresion (a y b) para el O, y CO, en funcién de la

temperatura.

Respiracion

Coeficientes de

Temperatura
Corte expresada regresion
almacenamiento
geométrico en términos
de
0, 9,9(0,8) 290 (43) 0,86
4
Co, 7,9 (0,9) 357 (53) 0,83
0, 5,3 (0,5) 210(30) 0,88
8
CO, 5,3(0,3) 269 (16) 0,97
Cubos
0, 6,8 (0,5) 110 (20) 0,89
12
CO, 5,5(0,4) 135 (16) 0,94
0, 2,8(0,3) 134 (5) 0,98
16
CO, 4,2 (0,5) 96 (8) 0,91

Los valores entre paréntesis indican la desviacidn estandar.

La dependencia de estos coeficientes con la temperatura se determind

ajustando un modelo de Arrhenius tal y como se puede observar en la figura

IV.5. Como puede observarse, los parametros correspondientes a la

temperatura de 12 2C se alejaron, en la mayoria de los casos, de la linealidad.
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Figura IV.5. Forma linealizada de la ecuacion de Arrhenius de los coeficientes a y b para los
cubos de melén. A y B: coeficientes en términos de consumo de O,, C y D: coeficientes en
términos de emision de CO,.

A continuacién se presenta la tabla IV.4, donde se muestran los valores
obtenidos de la energia de activacién, la constante preexponencial y el
coeficiente de correlacion cuadratico, obtenidos al ajustar el modelo de
Arrhenius que podria explicar la dependencia de los parametros del modelo |l

conla temperatura.
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Tabla IV. 4. Valores de la energia de activacion (E,), la constante preexponencial (k) y
coeficiente de correlacion (Rz) obtenidos de la ecuacion de Arrhenius.

Cubos de meldén

TRO, TRCO,

a b a b

E, (k)-mol™) 59 49 31 77

K (mLkg*h?) | 2-10"° 810° 1.10° 9-10"

R’ 0,74 0,77 085 097

Al contrario de lo observado en el caso del caqui, la desviacién del
comportamiento de las muestras analizadas a 12 2C no permitié observar una
tendencia clara del efecto de la temperatura sobre los pardmetros a y b, pues

las energias de activacion en todos los casos son del mismo orden.

3.1.3. Verificacion del modelo

Para verificar si los modelos desarrollados eran capaces de predecir las tasas
respiratorias dentro del rango de temperaturas estudiadas (de 2 a 16 2C), se
analizd una temperatura intermedia de almacenamiento (10 2C). De esta
manera, las tasas respiratorias predichas por los modelos fueron verificadas
con la tasa respiratoria experimental a una temperatura de 10 2C.

Para evaluar la bondad del ajuste de los modelos a los resultados
experimentales se determind el mddulo de la desviacién media relativa
aplicando la ecuaciodn I11.19, del apartado de resultados de la modelizacién del
comportamiento respiratorio del caqui minimamente procesado (3.2.3). Tal y
como se hizo también en este apartado del caqui, los valores experimentales y
los predichos fueron comparados utilizando este mdédulo, de modo que un

valor inferior al 10% indicaba un ajuste bastante bueno, entre el 10-20% era
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aceptable mientras que valores superiores al 20% indicaba que no era
satisfactorio.

De acuerdo a los resultados obtenidos del ajuste de Arrhenius en el modelo |,
la tasa respiratoria en términos de O, y CO, se muestran en la tabla IV.5. En la

misma tabla se muestran los valores obtenidos a nivel experimental.

Tabla IV.5. Tasas respiratorias de O, y CO, obtenidas a nivel experimental y tedrica mediante
la aplicacion del modelo de Arrhenius a 10 2C.

Cubos de melén

TRO, TRCO,

Experimental Tedrica Experimental Tedrica

3,30(0,14) 3,61 3,1(0,4) 3,19

Los valores entre paréntesis indican la desviacién estandar.

Las tasas respiratorias obtenidas tedricamente y experimentalmente, fueron
similares, lo que indicé un buen ajuste de los datos experimentales para el
modelo I. La bondad del ajuste calculado a través del médulo de la desviacion
media relativa (E) con los datos obtenidos a 10 oC fue de un 9% tanto para el
consumo de O, y un 11% para la produccion de CO,.

En cuanto a la verificacion del modelo II, se determinaron los pardmetros ay b
tedricos a partir de las graficas IV.5, obteniéndose la variacion de la tasa
respiratoria tedrica que se muestra en la figura IV.6. Los datos predichos
parecen que se ajustaron a los experimentales a partir de las 25 horas de
almacenamiento. No obstante, los resultados obtenidos a partir del mddulo de
la desviacion media relativa fueron superiores al 20% por lo que este modelo |l

de regresién no lineal, no se ajustd bien ni para el O, ni para el CO,.
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Figura IV.6. Comparacion de las tasas respiratorias de O, y CO, experimentales (exp) y
predichas (pred) realizada a 10 2C con el modelo II.

Al igual que en el caso del caqui, parece que este modelo de regresion no lineal
utilizado por muchos autores para predecir comportamientos respiratorios, no
resultd ser el mas adecuado para la fruta estudiada en esta tesis. Seria
recomendable evaluar otros modelos predictivos que permitan predecir el
metabolismo respiratorio de caqui y melén minimamente procesado envasado

en las condiciones de este trabajo.
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3.2. INFLUENCIA DE LA APLICACION DE ACEITE ESENCIAL EN LA OPERACION
DE LAVADO EN EL MELON MiNIMAMENTE PROCESADO

Las frutas cortadas son mas susceptibles al deterioro que las frutas enteras, es
por ello que el melén minimamente procesado se lavé con dos aceites
esenciales diferentes, aceite esencial de canela (AEC) y de limén (AEL) y
ademds, se envaso en atmdsfera modificada pasiva con la finalidad de estudiar
ambos efectos en la conservacién de este tipo de productos. Se utilizaron dos
controles, uno en el que los trozos de meldn fueron lavados Unicamente con
agua potable y otro, en el que no se aplicé la técnica de lavado. Los controles

también fueron envasados en atmdsfera modificada pasiva.

3.2.1. Evolucion de las caracteristicas composicionales

La evolucidn de la humedad (x") y del contenido en sdlidos solubles (x*) de las
muestras lavadas con aceite esencial de canela y limén durante el tiempo de
almacenamiento se muestran en las figuras IV.7. (A y B) y IV.8 (A y B),
respectivamente.

Los resultados de humedad de las muestras no lavadas y lavadas con agua que
se obtuvieron el dia de procesado, fueron similares a los obtenidos por Chasan

(2008).
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Figura IV.7. Evolucion de la humedad de las muestras lavadas con aceite esencial de canela
(AEC) (A) y aceite esencial de limén (AEL) (B) a lo largo del almacenamiento. Las lineas
discontinuas representan la evolucién de los controles.

En el ensayo con el aceite esencial de canela, durante los primeros 7 dias de
almacenamiento se observé una mayor humedad en las muestras lavadas en
comparacién con las no lavadas. Sin embargo, durante los Ultimos dias de
almacenamiento estas diferencias disminuyeron. Este comportamiento estaria
relacionado con que la propia operacién de lavado implica una retencion de
agua por parte de la estructura porosa de la fruta. Sin embargo, este agua
estaria poco retenida en la misma y con el tiempo tenderia a salir. En cuanto, a
las muestras lavadas con el aceite esencial de limén (figura IV.7. B), no se
observaron diferencias en el contenido de humedad del melén de las muestras
lavadas con aceite esencial respecto a las muestras control (lavadas con agua).
Al igual que en el caso del aceite esencial de canela, se observd un ligero
aumento en el contenido en humedad de las muestras por efecto del lavado al
inicio del ensayo. El agua penetra en la estructura porosa del producto por
fendmenos de difusién, no estando éstos influenciados por la adicién al agua

de aceite esencial en las concentraciones ensayadas.
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Figura 1V.8. Evolucion del contenido en sélidos solubles de las muestras lavadas con aceite
esencial de canela (AEC) (A) y aceite esencial de limén (AEL) (B) a lo largo del almacenamiento.
Las lineas discontintias representan la evolucién de los controles.

En ambos ensayos, las muestras lavadas poseian menor contenido de sdlidos
solubles que los controles durante la primera semana de almacenamiento, en
coherencia con el mayor valor de humedad observado en estos casos. A partir
de los catorce dias de almacenamiento se observé un aumento de los sélidos
solubles con respecto a los valores iniciales debido a la pérdida de humedad,
especialmente en las muestras lavadas con aceite esencial de canela.

En las figuras IV.9. A y B se muestran la evolucion del pH de las muestras
lavadas con aceite esencial de canela y limén durante el almacenamiento.

Los valores de pH obtenidos en las muestras de meldn sin lavar fueron del
mismo orden a los obtenidos por otros autores como Oms-Oliu et al. (2008a) y
Chasan (2008). En ambos ensayos el ANOVA multifactorial indicé la influencia
de los factores tiempo de almacenamiento y tratamiento aplicado. A los 7 dias
de almacenamiento, las muestras no lavadas mostraron un ligero descenso en
el pH respecto a las muestras lavadas con agua, manteniéndose hasta el final
del periodo de estudio. Las muestras lavadas con agua, presentaron un valor

estable a lo largo del almacenamiento.
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Figura IV.9. Evolucion del pH de las muestras lavadas con aceite esencial de canela (AEC) (A) y
aceite esencial de limén (AEL) (B) a lo largo del almacenamiento. Las lineas discontindas
representan la evolucién de los controles.

En general, las muestras lavadas con el aceite esencial de canela presentaron
valores de pH intermedios a los no lavados y lavados con agua. No obstante, al
final del almacenamiento, se observé un descenso considerable del pH para
todas las concentraciones de aceite esencial de canela empleadas.

En cuanto al aceite esencial de limén, no hubo diferencias entre las
concentraciones empleadas y mantuvieron una tendencia similar a las
muestras lavadas Unicamente con agua a lo largo del tiempo de estudio.

En las figuras IV.10. A y B, se presenta la evolucion de la capacidad
antioxidante de las muestras estudiadas expresada como porcentaje de DPPH

inhibido.

-156 -



IV. Resultados y Discusion: Influencia de la aplicacion de aceites esenciales

75 75 4
A B
60 60 -
o
° @ 9
& 45 e ° 2 s
T £
3 U z
2 30 S
xR L] ?E
15
-8
0 - T T T T | o4 i i i i .
0 5 10 15 20 25 5 10 15 20 25
t(d) t(d)
==>==Sinlavar ==>=- Lavadoagua ==X==Sinlavar ==X=-Lavadoagua
<  Lavado 100 pL AEC/L Lavado 250 pL AEC/L Lavado 100 pL AEL/L Lavado 250 uL AEL/L
™ Lavado500 pL AEC/L ® Lavado 1000 uL AEC/L Lavado 500 pL AEL/L ® Llavado 1000 pL AEL/L

Figura IV.10. Evolucién del porcentaje del DPPH inhibido de las muestras lavadas con aceite
esencial de canela (AEC) (A) y aceite esencial de limén (AEL) (B) a lo largo del almacenamiento.
Las lineas discontintias representan la evolucidn de los controles.

Los valores de la capacidad antioxidante obtenido de las muestras lavadas
solamente con agua en el mismo dia de envasado (dia 0), son ligeramente
superiores a los obtenidos por otros autores como Oms-Oliu et al. (2008b)
quienes obtuvieron valores en el melén “Piel de Sapo” lavado con agua
destilada cercanos al 5%.

Los resultados ponen de manifiesto que el aceite esencial de canela aumenté
significativamente la capacidad de las muestras de meldn tras el lavado en
funcién de la concentracién empleada. Esto seria debido al contenido en
compuestos de naturaleza fendlica que tendria el aceite esencial de canela. De
hecho, Wang et al. (2009) obtuvieron por hidrodestilacién aceites esenciales
de cinco especies de hoja de canela, entre los que se encontraba el aceite
esencial del Cinnamomun zeylanicum, y determinaron sus componentes
volatiles. Los componentes mayoritarios que encontraron en esta especie
fueron el eugenol y el trans-cinalmaldehido. A los 7 dias de almacenamiento
las concentraciones mas bajas de aceite esencial (100 y 250 pL de AE/L)

presentaron valores similares a los controles y esta tendencia se mantuvo al
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final del tiempo estudiado, salvo al final del almacenamiento ya que las
concentraciones de 250 y 500 pL de AE/L mostraron valores similares y por
encima de los controles. No obstante, la concentracion mas alta (1000 uL de
AE/L) presentd una capacidad antioxidante mayor al resto de |las
concentraciones empleadas, manteniéndose a lo largo del tiempo de
almacenamiento.

El aceite esencial de limdn, no parecié aumentar la capacidad antioxidante de
las muestras inicialmente ni durante el almacenamiento. Unicamente al final
de éste se observo que las muestras lavadas con el aceite esencial presentaron
valores ligeramente por encima del lavado con agua.

De acuerdo a estos resultados, el aceite esencial de canela a altas
concentraciones podria utilizarse para mejorar la capacidad antioxidante de las
muestras de fruta minimamente procesadas. Esto seria coherente con la
capacidad antioxidante intrinseca de cada uno de los aceites empleados.
Concretamente, el aceite esencial de canela empleado presenté un % de DPPH
inhibido de 82,35% (+0,08), mientras que el aceite esencial de limén del 41%

(£2).

3.2.2 Evolucion de la atmésfera en el interior del envase

Se analizé la concentracidn de gases en el interior del envase a lo largo de los
21 dias de almacenamiento. En las figuras IV.11 y 12 se muestran ejemplos de

la evolucion de gases en el espacio de cabeza del envase de las muestras de

melén minimamente procesado.
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Figura IV.11. Ejemplos de la evolucion de gases (%0, y %CO,) con respecto al tiempo de
almacenamiento de las muestras de melén minimamente procesado con las distintas
concentraciones de aceite esencial de canela (AEC) empleadas (C=100 uL/L, D=250 uL/L, E=500
uL/L y F=1000 pL/L). Las figuras A y B corresponden a los controles no lavado y lavado agua,
respectivamente.

En la figura IV.11, se puede observar de modo general que al final del

almacenamiento, el O, se redujo hasta valores por debajo del 7%, mientras

que el CO, aumentd hasta un 15-20% segun las muestras.
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Al tratarse de un sistema semipermeable, donde la concentracién de un gas en
el espacio de cabeza es el resultado, tanto de la respiracién de la fruta como
de la permeabilidad selectiva del material polimérico a ese gas, se llegara al
equilibrio cuando se igualen estos flujos de gas. Como puede observarse en la
figura IV.11, aunque hubo tramos de pseudoequilibrio, posteriormente volvid a
modificarse la concentracion del espacio de cabeza. Por tanto, en general no
se llegd a alcanzar la atmdsfera de equilibrio, siendo, mayor la tasa respiratoria
qgue la permeabilidad del envase.

Solamente en el caso del aceite esencial de limén en las concentraciones mas
altas de aceite esencial de limén (en especial, las de 500 y 1000 pL de AE/L) si
se consiguié una situacion de equilibrio aproximadamente a los 7 dias
manteniéndose hasta los 15-17 dias de almacenamiento. En este periodo de
tiempo, el O, alcanzé una concentracién alrededor de un 15% y de un 5% para
el CO,. No obstante, al final del periodo de estudio se observé la pérdida de
este equilibrio. Estos cambios en la atmdsfera de equilibrio indicarian un
efecto del aceite esencial sobre el metabolismo respiratorio y/o sobre la

permeabilidad del film.
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Figura IV.12. Ejemplos de la evolucion de gases (%0, y %CO,) con respecto al tiempo de
almacenamiento de las muestras de meléon minimamente procesado con las distintas
concentraciones de aceite esencial de limén (AEL) empleadas (C=100 uL/L, D=250 uL/L, E=500
uL/L y F=1000 pL/L). Las figuras A y B corresponden a los controles no lavado y lavado agua,
respectivamente.

Rojas-Grali et al. (2007) analizaron el espacio de cabeza de envases

polipropileno que contenian cilindros de manzana “Fuji” con recubrimientos a

base de puré de manzana-alginato y que ademads contenian aceite esencial de
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hierba limdn, orégano y vainilla a diferentes concentraciones. La concentracién
de O, en el espacio de cabeza experimentd un ligero descenso para las
muestras con recubrimientos con hierba limén (1y 1,5% w/w) y orégano (0,5%
w/w) mientras que para el resto de las muestras tanto con recubrimiento
como sin él disminuyé mas. Tampoco el CO, se vio afectado para las mismas
concentraciones y los mismos aceites esenciales. Por otro lado, Raubaudi-
Massilia et al. (2008) indicaron que el consumo de O, y la produccién de CO,
en el meldn cortado y envasado, se podria explicar por la respiracion de los
tejidos (que contindan vivos tras el cortado) asi como por la respiracion de la
flora microbiana. La variacién en la concentracién de O, y CO, que obtuvieron
en los trozos de melén recubiertos estuvo influenciada por el tipo y la
concentracion de aceite esencial empleada en el recubrimiento asi como los
componentes activos de los aceites esenciales empleados, debido a su accidn
sobre la flora nativa.

Al igual como se hizo en el apartado correspondiente a resultados del caqui, se
calculé la velocidad de cambio (N;) en la atmédsfera del interior del envase,
expresada en funcién del tiempo y de la unidad de masa del producto,
considerando el tramo lineal de la evolucion de los mismos (hasta las 72 horas
aproximadamente), asi como la relacién entre ambas velocidades (tabla 1V.6).
El cambio de pendiente esta relacionada con una ralentizacion de la actividad
respiratoria como consecuencia de la modificacion en la concentracién de los
gases que hay en el espacio de cabeza de los envases, tal y como se comenté
anteriormente. Dado que el material de envasado es igual para todos los casos,
las diferencias observadas en la velocidad de cambio, estarian relacionadas con

la actividad respiratoria de la fruta.

-162 -



V. Resultados y Siscusion: Influencia de la aplicacion de aceites esenciales

Tabla IV.6. Velocidad de cambio en la concentracién de O, (No,) y de CO, (Nco,) en el interior
del envase y la relacién entre ambas (No,/ No, ).

Volumen

Muestra de AE No, (mL-kg™h™) N¢o, (mL-kg™h™)
(nL/L)
Control no b abc a
avado 0 1,8 (0,3) 1,3(0,2) 0,74 (0,04)
Control lavado
con agua 0 1,8 (0,5)° 1,3 (0,4)® 0,73 (0,07)°
potable
100 1,5 (0,2)*° 1,1(0,3)° 0,73 (0,06)°
Aceite esencial b 2b¢ 5
250 1,54 (0,08) 1,4 (0,2) 0,88 (0,08)
de canela en b = c
hoja 500 1,6 (0,2) 1,7 (0,2) 1,07 (0,03)
1000 1,3 (0,2)° 1,57 (0,15)> 1,3 (0,2)
100 2,5 (0,4)° 1,9 (0,2)° 0,74 (0,05)°
Aceite esencial 250 1,6 (0,2)® 1,23 (0,14)® 0,79 (0,05)™
de limén 500 1,8 (0,4)° 1,5 (0,2)** 0,83 (0,04)®
1000 1,51 (0,15)%° 1,17 (0,12)*® 0,78 (0,02)®

Los valores entre paréntesis indican la desviacién estandar de cada uno de los valores.
Las letras iguales indican valores homogéneos con un nivel de significancia (a<0,05).

Como puede observarse, no hubo diferencias entre las muestras control, por lo
gue el hecho de lavar las muestras no estaria afectando al metabolismo
respiratorio. Ademads, las velocidades de cambio tanto en términos de
consumo de O, como de emisidon de CO, fueron similares entre las muestras
lavadas con aceite esencial de canela y las muestras control. Este mismo
comportamiento se observé en las muestras lavadas con aceite esencial de
limén, a excepcidn del lavado con 100 plL de aceite esencial de limén por litro,
gue presento valores ligeramente superiores.

En cuanto a la relacién de velocidades de cambio entre el CO, y el O, tuvo
valores cercanos a la unidad en todos los casos, lo que indicaria condiciones

aerobias en el interior del envase durante dicho periodo.
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3.2.3. Evolucién de las caracteristicas opticas

La evolucidn del indice de blancura (IB) de las muestras de meldn lavadas con

aceite esencial de canela y limdn se muestra en las figuras IV.13. Ay B.
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Figura 1V.13. Evolucidn del indice de blancura (IB) de las muestras lavadas con aceite esencial
de canela (AEC) (A) y aceite esencial de limon (AEL) (B) a lo largo del almacenamiento. Las
lineas discontinuias representan la evolucion de los controles.

Con respecto al ensayo con aceite esencial de canela, se observd una
disminucién paulatina en las concentraciones altas de este aceite esencial (500
y 1000 pL/L), siguiendo la tendencia de las muestras no lavadas. El ANOVA
multifactorial reflejé la influencia del tratamiento y no del tiempo de
almacenamiento, aunque la interaccién entre ambos también influyé en los
resultados.

Raybaudi-Massilia et al. (2008) determinaron este valor en trozos de meldn
con recubrimiento de alginato con aceites esenciales y sus componentes
activos. Las concentraciones mds altas de los aceites esenciales afectaron mas

al IB que las concentraciones mas bajas. Ademas, los recubrimientos con
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eugenol y geraniol presentaron un mayor descenso del mismo frente a los que
contenian citral a la misma concentracién.

En el ensayo del aceite esencial de limdn, tras una semana de almacenamiento
se observd un descenso en el IB en las muestras lavadas con 500 pL de aceite
esencial por litro, presentando valores similares a las muestras no lavadas. Las
muestras lavadas con aceite esencial de limdn a las concentraciones de 100 y
1000 pL/L tuvieron valores similares a las muestras lavadas con agua durante
todo el almacenamiento.

En las figura IV.14. Ay B se presentan la evolucion de la luminosidad (L*) de las
muestras lavadas con aceite esencial de canela y limén respectivamente, a lo
largo del almacenamiento, utilizdndose como controles las muestras sin lavar o

lavadas con agua.
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Figura IV.14. Evolucion de la luminosidad (L*) de las muestras lavadas con aceite esencial de
canela (AEC) (A) y aceite esencial de limén (AEL) (B) a lo largo del almacenamiento. Las lineas
discontinuas representan la evolucion de los controles.

Los valores de luminosidad de la muestras no lavadas al inicio del ensayo (dia
0), fueron ligeramente menores a las obtenidas por Raybaudi-Massilia et al.

(2008), quienes obtuvieron valores de 60,2+0,07 y del mismo orden que
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Chasan (2008) (L*=57+2). Ademas, las muestras lavadas con agua (dia 0)
también coincidieron con los datos de Chasan (2008), quien obtuvo valores de
luminosidad para el meldén lavado con agua de 53+2.

Las muestras lavadas con agua mantuvieron los valores de luminosidad,
mientras que las muestras no lavadas mostraron un descenso de la misma, tras
la primera semana de almacenamiento. Al igual que en el IB, también hubo un
descenso en la luminosidad de las muestras sin tratamiento. Este efecto
observado en las muestras no tratadas coincide con estudios realizados por
Oms-Oliu et al. (2008a), quienes obtuvieron un descenso en los valores de
luminosidad e indice de blancura en el melén cortado y envasado bajo una
atmoésfera modificada de 2,5 kPa de O, +7 kPa de CO, al final del
almacenamiento, relacionandolo con el desarrollo de la traslucidez causada
por el deterioro fermentativo. Ademas, este hecho podria estar relacionado
con el descenso en el pH comentado anteriormente.

De acuerdo a los resultados observados en la figura IV.14. A, tanto el lavado
con agua como el lavado con las distintas concentraciones de aceite esencial
de canela no modificaron la luminosidad de las muestras de meldn cortado
respecto a las muestras no tratadas durante la primera semana de
almacenamiento. No obstante, se observaron diferencias en los valores de
luminosidad a mayor tiempo de almacenamiento, de manera que las muestras
lavadas con agua y con bajas concentraciones de aceite esencial de canela
presentaron un ligero aumento en la luminosidad, mientras que en las
muestras lavadas con altas concentraciones de aceite esencial de canela el
comportamiento fue el contrario y similar a las muestras no lavadas. En la
figura IV.14. B correspondiente al ensayo con aceite esencial de limdn, no se
observaron cambios de luminosidad durante la primera semana de

almacenamiento. Al final del almacenamiento se observé que las muestras
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lavadas con 100 y 1000 pL de aceite esencial por litro conservaron mejor los
valores de ésta, mostrando una tendencia similar a las muestras lavadas con
agua potable. Sin embargo, las otras concentraciones empleadas, presentaron
valores similares a las muestras no lavadas.

En las figuras IV.15. A y B se muestran la evolucidn de la coordenada a* de las
muestras lavadas con aceite esencial de canela y limén respectivamente, a lo
largo del almacenamiento. En ambos ensayos, las variables tiempo de

almacenamiento y tratamiento ejercieron influencia en esta propiedad

estudiada.
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Figura 1V.15. Evolucion de la coordenada a* de las muestras lavadas con aceite esencial de
canela (AEC) (A) y aceite esencial de limén (AEL) (B) a lo largo del almacenamiento. Las lineas
discontinuas representan la evolucidon de los controles.

Al inicio del ensayo los valores de la coordenada a* para el melén no lavado,
fueron del mismo orden que los registrados por Raybaudi-Massilia et al. (2008)
y Chasan (2008). Ademas los obtenidos para el meldn lavado con agua, fueron
similares a los obtenidos por Chasan (2008).

En el ensayo con aceite esencial de canela, inicialmente las muestras no

lavadas y lavadas con 100 pL de aceite esencial por litro mostraron valores de
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la coordenada a*, ligeramente superiores al resto de las muestras. No
obstante, a medida que avanzdé el tiempo de almacenamiento no se
observaron diferencias entre las muestras lavadas con este aceite esencial. Al
final del almacenamiento, presentaron valores similares a las muestras no
lavadas y ligeramente superiores a las lavadas con agua.

En el caso del aceite esencial de limoén, las muestras lavadas con este aceite
esencial presentaron a lo largo del almacenamiento valores similares a los
controles. No hubo un efecto claro de este aceite esencial en la coordenada a*
en los trozos de melén minimamente procesado.

La evolucion de la coordenada b* para los ensayos con los aceites esenciales

de canelay limdn se muestra en las figuras IV.16. Ay B.
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Figura IV.16. Evolucion de la coordenada b* de las muestras lavadas con aceite esencial de
canela (AEC) (A) y aceite esencial de limén (AEL) (B) a lo largo del almacenamiento. Las lineas
discontinuas representan la evolucién de los controles.

Las muestras de meldén no lavadas y lavadas con agua al inicio del ensayo,
presentaron valores de b* mayores a los obtenidos por Chasan (2008), quien
obtuvo valores de 8+2 y 6,1+1,1, respectivamente. También fueron mas altos

que los determinados por Raybaudi-Massilia et al. (2008) (b*=5,9310+0,0007).
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En ambos ensayos las variables tiempo de almacenamiento y tratamiento
tuvieron influencia en la coordenada b*. Las muestras no lavadas presentaron
un descenso de esta coordenada durante el tiempo estudiado, mientras que
las muestras lavadas con agua la conservaron mejor. De hecho, al final del
almacenamiento, las muestras no lavadas mostraron valores inferiores a las
lavadas con agua. En la figura IV.16. A correspondiente al ensayo con aceite
esencial de canela, se observa que las muestras lavadas con la mayor
concentracion de este aceite esencial (1000 pL/L) presentaron un descenso en
esta coordenada durante el tiempo de almacenamiento, siguiendo una
tendencia similar a las muestras no lavadas. En el ensayo con el aceite esencial
de limén (figura 1V.16. B), en la concentracién mas alta también se observé un
descenso de esta coordenada tras la primera semana de almacenamiento. No
obstante, los valores se mantuvieron por encima de las muestras no lavadas.

En conclusidn, altas concentraciones de aceite esencial de canela afectaron a la
luminosidad y a la coordenada b* de las muestras de melén minimamente
procesadas. Sin embargo, el aceite esencial de limdn no ejerceria una

influencia considerable en las propiedades dpticas de esta fruta.

3.2.4. Evolucidn de las propiedades mecanicas

En la figura IV.17. A y B se muestra la evolucion de la fuerza maxima de las

muestras lavadas con aceite esencial de canela y limdn respectivamente, a lo

largo del almacenamiento con sus controles (no lavado y lavado con agua).
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Figura IV.17. Evolucion de la fuerza (F) maxima expresada en newton (N) de las muestras
lavadas con aceite esencial de canela (AEC) (A) y aceite esencial de limén (AEL) (B) a lo largo
del almacenamiento. Las lineas discontintias representan la evolucién de los controles.

El ANOVA multifactorial aplicado en el ensayo del aceite esencial de canela
mostro que los factores tiempo de almacenamiento y tratamiento presentaron
un efecto significativo sobre las propiedades mecanicas.

Inicialmente tras el lavado se observé que los trozos de meldn tratados con las
concentraciones de 100, 250 y 500 pL de aceite esencial de canela por litro de
agua (sobre todo en esta ultima), presentaron una fuerza maxima ligeramente
superior al resto de las muestras analizadas.

Durante la primera semana de almacenamiento, las muestras lavadas con
aceite esencial de canela presentaron una mayor fuerza frente a las muestras
control, a excepcién de las tratadas con la mayor concentracién. Sin embargo,
al final del almacenamiento la concentracion mas alta de aceite esencial de
canela (1000 pL/L) fue la que mantuvo mas estable esta propiedad mecanica,
presentando valores por encima del lavado con agua. Por otra parte, también
al final del almacenamiento, se observd que el resto de las muestras tratadas
con aceite esencial de canela presentaron caracteristicas de similares al control

lavado con agua. En este sentido, los resultados indicarian que sdlo
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concentraciones muy elevadas de aceite esencial de canela podrian conferir un
refuerzo en la estructura del meldn. Sin embargo, en el estudio de Raybaudi-
Massilia et al. (2008), los resultados de firmeza mostraron una disminucion de
la misma a mayor concentracion del aceite esencial (hierba limén, palmarosa y
canela en hoja) en los recubrimientos de melén. Esto lo atribuyeron a que
posiblemente el aceite esencial en el tejido celular produciria cambios
estructurales que afectarian directamente a la firmeza. Por otro lado,
Montero-Prado et al. (2011) observaron que la firmeza en melocotones de la
variedad “Calanda” en envases macroperforados de polietileno tereftalato
(PET) y con una etiqueta activa (recubrimiento en la etiqueta con aceite
esencial de canela en su formulacidn), se mantuvo sin cambios en comparacion
al control que disminuyd con el tiempo de almacenamiento. Segln estos
autores, este comportamiento podria estar relacionado con la disminucién de
la actividad lipooxigenasa determinado en las muestras tratadas con la
etiqueta activa.

En cuanto al ensayo con aceite esencial de limén, tras el lavado, no se
observaron diferencias significativas en las propiedades mecanicas estudiadas,
aunque la fuerza maxima correspondiente al lavado con 250 puL de aceite
esencial de limén por litro de agua potable mostré un valor ligeramente
inferior al resto de las muestras. La fuerza maxima se vio influenciada por las
variables tratamiento y tiempo de almacenamiento, siendo esta ultima la que
ejercid una mayor influencia. Tal y como se puede observar en la figura IV.17.
B, hubo una disminucion de la fuerza con respecto al tiempo de
almacenamiento, siendo este descenso mayor para las muestras no lavadas
respecto a las lavadas solamente con agua potable. En el caso de las muestras

lavadas con aceite esencial de limén mostraron un comportamiento similar
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presentando al final del almacenamiento valores préximos a los de las
muestras no lavadas.

En la figura IV.18. A y B se muestra la evolucidn de la distancia a la que se
produjo la fuerza maxima de las muestras lavadas con aceite esencial de canela
y limon respectivamente, a lo largo del almacenamiento con sus controles (no

lavado y lavado con agua).
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Figura IV.18. Evolucidon de la distancia expresada en milimetros (mm) de las muestras lavadas
con aceite esencial de canela (AEC) (A) y aceite esencial de limén (AEL) (B) a lo largo del
almacenamiento. Las lineas discontintias representan la evolucidon de los controles.

La variable tratamiento ejerci6 una mayor influencia que el tiempo de
almacenamiento sobre la distancia a la que se produjo la fuerza maxima en el
ensayo del aceite esencial de canela. Tal y como se puede observar en la figura
IV.18. A, los controles permanecieron estables y con valores muy similares
durante el almacenamiento, mientras que las muestras lavadas con aceite
esencial de canela mostraron mayores valores de distancia sin presentar
diferencias entre las concentraciones empleadas durante la primera semana
de almacenamiento. Sin embargo, a partir de la segunda semana las

concentraciones mas altas (500 y 1000 pL) mostraron valores ligeramente mas
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elevados que para el resto de las concentraciones. De acuerdo a estos
resultados, el aceite esencial de canela a altas concentraciones supondria un
retraso en la ruptura de la muestra.

Por otra parte, en el ensayo del aceite esencial de limén, la distancia
Unicamente se vio influenciada por el tiempo de almacenamiento. Tal y como
se puede observar en la figura IV 18. B, al inicio de este ensayo todas las
muestras presentaron valores similares. Ademads, en todas se aprecié un ligero
descenso de esta propiedad mecdnica en la primera semana de
almacenamiento, permaneciendo estables hasta el final del mismo y sin
diferencias entre las concentraciones de aceite esencial de limén empleadas y
los controles. Por tanto, el aceite esencial de limdn no afectaria a la distancia a
la que se produce la fuerza maxima.

Es destacable que la propia técnica de lavado con agua potable mantendria
mejor la fuerza a lo largo del almacenamiento frente a las muestras no lavadas.
Ademas, el aceite esencial de canela a la concentracidn mayor aumentaria la
fuerza y la distancia a la que se produce la misma, mientras que el aceite
esencial de limén no tendria ninguna influencia sobre las propiedades

mecanicas.

3.2.5. Analisis microbiolégico

En las figuras 1V.19. A y B se presentan la evolucién del crecimiento de

microorganismos aerobios meséfilos de las muestras de meldn cortado lavado

con distintas concentraciones de aceite esencial de canela (AEC) y de limdn

(AEL) y almacenado a 4 °C durante 21 dias.
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Figura IV.19. Recuento microbiano de microorganismos aerobios meséfilos expresado como
logaritmo decimal de las unidades formadoras de colonia por gramo de producto (log UFC-g'l)
de las muestras lavadas con aceite esencial de canela (AEC) (A) y aceite esencial de limdn (AEL)
(B) a lo largo del almacenamiento. Las lineas discontintas representan la evolucién de los
controles. La linea continta roja inferior indica el limite por encima del cual no es satisfactorio
y la superior sefiala y el limite de caducidad segun el RD 3484/2000.

El dia de fabricacion no se superaron los limites establecidos por el Real
Decreto (RD) 3484/2000 presentando recuentos similares en el caso de los
controles y las muestras lavadas con aceite esencial de canela. Para el aceite
esencial de limdén, las concentraciones mas altas presentaron menores
recuentos que el resto de las muestras el dia de fabricacién.

EL ANOVA multifactorial del ensayo con el aceite esencial de canela, indicé la
influencia tanto del tiempo de almacenamiento como del tratamiento
aplicado, siendo el tiempo la variable con mayor influencia.

A los 7 dias de almacenamiento, las muestras lavadas con mayor
concentracion del aceite esencial de canela (500 y 1000 pL AEC/L) presentaron
un menor crecimiento de aerobios meséfilos respecto al resto de las muestras.
Sin embargo, a partir de las 2 semanas de almacenamiento se observaron
recuentos similares entre las muestras tratadas con aceite esencial de canela.

Ademads, segln este RD en esta segunda semana de almacenamiento se
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superaron los limites establecidos como no satisfactorios en todos los casos (>
10° UFC-g™), e incluso se llegé al nivel de caducidad establecido por ley (= 10’
UFC-g?) en el caso de la concentracién mas alta de aceite esencial de canela
(1000 pL/L). No hubo diferencias entre las muestras lavadas con agua y aceite
esencial canela en la ultima semana de almacenamiento, mientras que las
muestras no lavadas presentaron recuentos mas bajos respecto al resto.

A diferencia de lo sucedido en el ensayo con aceite esencial de canela, en el
caso del aceite esencial de limdn a las dos semanas de almacenamiento todas
las muestras lavadas con este aceite esencial se mantuvieron por debajo de las
10° UFC-g™*, superando dicho nivel en la Gltima semana de almacenamiento. El
ANOVA multifactorial del ensayo con el aceite esencial de limdn, indico la
influencia del tiempo de almacenamiento en el crecimiento de
microorganismos aerobios meséfilos frente al tratamiento empleado, aunque
si hubo interaccién de ambas variables. Por tanto, dado que los controles son
iguales, parece que el aceite esencial de limén mantuvo mejor la estabilidad
microbiolégica del meldn minimamente procesado respecto a
microorganismos aerobios mesdfilos.

A continuacién se muestra en las figura IV.20. A y B, la evolucion del
crecimiento de mohos y levaduras de las muestras de melén cortado lavado
con distintas concentraciones de aceite esencial de canela (AEC) y de limdn
(AEL). El limite establecido para mohos y levaduras fue de 10* UFC-g" de

producto de acuerdo al criterio de Pascual y Calderdn (2000).
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Figura 1V.20. Recuento microbiano de mohos y levaduras expresadas como logaritmo decimal
de las unidades formadoras de colonia por gramo de producto (log UFC-g'l) de las muestras
lavadas con aceite esencial de canela (AEC) (A) y aceite esencial de limén (AEL) (B) a lo largo
del almacenamiento. Las lineas discontintas representan la evoluciéon de los controles. La
linea roja indica el limite establecido por Pascual y Calderén (2000).

Respecto a los resultados obtenidos del recuento de mohos y levaduras, en la
primera semana de almacenamiento, solo se observd crecimiento en las
muestras tratadas con 100 y 250 pL de aceite esencial tanto de canela como de
limén. Transcurridas dos semanas de almacenamiento, las muestras control
tanto lavadas con agua como no lavadas, presentaron la mayor proliferacién
de mohos y levaduras junto con las muestras de canela tratadas con las
concentraciones mas bajas. En la segunda semana de almacenamiento, las
muestras tratadas con las concentraciones mds altas de aceite esencial de
canela presentaron recuentos por debajo del limite establecido por Pascual y
Calderdn (2000), manteniéndose por debajo hasta el final del almacenamiento.
Raybaudi-Massilia et al. (2008), estudiaron el efecto de diferentes aceites
esenciales (canela en hoja, hierba limdén y palmarosa) y los componente activos
de aceite esencial (eugenol, citral y geraniol) combinandolos con acido malico
en recubrimientos a base de alginato en melén minimamente procesado,

siendo los mas efectivos inhibiendo el crecimiento de mohos y levaduras el
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aceite esencial de canela a la concentracién mas alta (0,7%) y el eugenol
(0,5%). No obstante, es posible que el aceite esencial de canela a las
concentraciones mas altas tuviera mayor efectividad debido al menor pH
registrado en las muestras. La disminucion de pH y el menor crecimiento
microbiano también se observé en el persimon minimamente procesado,
cuando con el aceite esencial de limdn se incorpord en el envase.

Ademas, incluso se ha utilizado en envases activos mediante su incorporacion
en una etiqueta dentro del envase permitiendo a Montero-Prado et al. (2011)
reducir el porcentaje de melocotones de “Calanda” infectados por hongos
comparados con el control durante el almacenamiento. Esto también fue
observado en el envasado activo en fresas (que contenia aceite esencial de
canela enriquecido con cinamaldehido) por Rodriguez et al. (2007).

En el caso del aceite esencial de limén, en la segunda semana de
almacenamiento si que se observé un efecto antimicrobiano de todas las
concentraciones estudiadas, aunque se superd el limite establecido. Sin
embargo, al final del almacenamiento, el aceite esencial de limén no mantuvo
este efecto.

Como conclusidn, el aceite esencial de canela a altas concentraciones parecid
tener un mayor efecto antimicrobiano frente a mohos y levaduras que el

aceite esencial de limon.
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CONCLUSIONES

1. CONCLUSIONES DE LOS ESTUDIOS EN CAQUI

e El aumento en la concentracion de CO, en el espacio de cabeza no
modificé la humedad, los sélidos solubles, la actividad de agua y la
acidez de las muestras de caqui. No obstante, el tratamiento de lavado
implic6 un aumento en la humedad y en consecuencia una
disminucién de los sélidos solubles, debido a la incorporacion de agua
en la matriz de la fruta. El pH sufrié un ligero aumento al final del

almacenamiento en los tratamientos con atmadsferas ricas en CO,.

e Atmdsferas ricas en CO, implicaron un aumento en el consumo de O,
en las muestras lavadas, reduciendo considerablemente la produccién
de CO, en todos los casos. La adicidn de lactato célcico redujo la tasa
respiratoria de O, cuando no se modificé la composicién del espacio de
cabeza. Sin embargo, altas concentraciones de CO, en la atmdsfera
revertirian el efecto ralentizante del lactato calcico sobre el

metabolismo respiratorio.

e Respecto a las propiedades Opticas, la coordenadas a* evoluciond
hacia colores mas rojizos cuando no se modificé la atmdsfera del
espacio de cabeza, salvo en las muestras lavadas con lactato calcico
debido a que éste podria disminuir la velocidad de sintesis de
carotenoides. Ademas, las muestras sin lavar y lavadas con lactato
calcico envasadas en una atmodsfera con un 5% de CO,, mostraron una

disminucién en los valores de la coordenada b* probablemente por la

-181-



V. Conclusiones

accion de la polifenoloxidasa como consecuencia del estrés fisico o
fisiolégico. No obstante, a mayores concentraciones de carbdnico

otros mecanismos contrarrestarian la accion de esta enzima.

e El lavado con lactato cdlcico supuso un aumento en la firmeza de las

muestras de caqui por la formacién del complejo pectato-calcico. Este
efecto estaria potenciado por un envasado en atmdsferas ricas en CO,

(10%).

e La tasa respiratoria de caqui pudo determinarse mediante un modelo
lineal (modelo 1) en las primeras 24-48 horas. El efecto de la
temperatura se modelizé segin un modelo de tipo Arrhenius. Para
tiempos mas largos de andlisis, la tasa respiratoria deberia ajustarse a
modelos de regresion no lineal publicados en bibliografia (modelo II).
Sin embargo, los resultados obtenidos no mostraron un buen ajuste a
este modelo. En este sentido, deberian plantearse nuevos estudios
sobre este producto para buscar modelos matematicos que intenten

explicar los cambios en la tasa respiratoria.

e Llaincorporacion de aceite esencial de tomillo y de limén en el envase
no mejoraria la capacidad antioxidante ni el contenido en fenoles
totales de las muestras. Sin embargo, cuando estos aceites esenciales
se incorporaron en el agua de lavado, el aporte de sustancias
antioxidantes de éstos compensaria la pérdida de antioxidantes por el
lavado con agua, dando lugar a mayor capacidad antioxidante a la
materia prima en los primeros 3 dias de almacenamiento. Este

comportamiento podria justificarse por la accién de la fenilalanina
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amonio liasa combinada con el mayor aporte de antioxidantes de los
aceites esenciales estudiados. Con el almacenamiento, la fruta perdid
capacidad antioxidante como consecuencia del pardeamiento, lo que

se vio también reflejado en las propiedades dpticas analizadas.

El aceite esencial de tomillo incorporado en el envase a bajas
concentraciones (50 y 250 pL) se podria utilizar para reducir la pauta
respiratoria de caqui cortado durante el almacenamiento. Sin
embargo, la presencia de aceite esencial de limén ocasioné aumentos
en la respiracion de caqui cortado proporcionales a la concentracién
empleada como consecuencia del estrés producido por alguin
componente volatil de este aceite que podria provocar dafios
citotéxicos. La propia técnica de lavado redujo el metabolismo
respiratorio, siendo esta reduccién menos acusada cuando se

anadieron los aceites esenciales estudiados.

Altas concentraciones de aceite esencial de limén incorporado en el
envase presentaron un mayor efecto antimicrobiano que el aceite
esencial de tomillo probablemente asociado a la mayor disminucién
del pH y también a la menor disponibilidad de O, en el envase. La
incorporacién del aceite esencial de limén en el lavado en todas las
concentraciones estudiadas y el lavado con aceite esencial de tomillo a
500 pL/L disminuyeron la carga microbiana, aunque serian necesarios
estudios mas prolongados en el tiempo para evaluar el efecto

antimicrobiano de los aceites esenciales en el lavado.
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Como conclusidn general, para comercializar caqui minimamente procesado,
se recomendaria un lavado con lactato calcico ya que mantiene las
propiedades mecdanicas. Respecto a la atmdsfera de envasado, un 10% de CO,
contribuiria a mantener las propiedades mecanicas y Opticas. Por ultimo, los
aceites esenciales utilizados a las concentraciones estudiadas no contribuirian
a mantener la calidad del producto, excepto en términos microbioldgicos si se
incorporan en el envase y en términos de capacidad antioxidante si se utilizan

junto con el agua de lavado.
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2. CONCLUSIONES DE LOS ESTUDIOS EN MELON

e Aligual que en el caqui, la tasa respiratoria de meldén cortado se ajustd
bien a un modelo lineal. Ademas la influencia de la temperatura siguid
el modelo de Arrhenius. Sin embargo, los resultados experimentales
tampoco se ajustaron al modelo de regresidon no lineal utilizado en

este estudio.

e la incorporacion del aceite esencial de canela en el agua de lavado
aumentod la capacidad antioxidante de las muestras de meldn en
funcion de la concentracion empleada, probablemente debido al
contenido en compuestos fendlicos de este aceite esencial. Ademas, el
aumento en la capacidad antioxidante se mantuvo durante el tiempo
de almacenamiento evaluado cuando se utilizé la mayor concentracién

de aceite esencial de canela (1000 uL/L).

e El| aceite esencial de limén a altas concentraciones ralentizaria los
cambios en la composicion del espacio de cabeza de los envases de
melén tratados, necesitdndose tiempos mas largos para alcanzar la
atmédsfera de equilibrio. La incorporacion de aceite esencial en el
envasado podria estar modificando, ademas, las propiedades de

permeabilidad del material polimérico.

e En cuanto a las propiedades oépticas, el empleo de aceite esencial de
canela a altas concentraciones (500 y 1000 pL/L) disminuyd el indice
de blancura (IB) y la luminosidad de las muestras durante todo el

periodo de almacenamiento, pudiendo ser debido a la traslucidez de
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las mismas causada por el deterioro fermentativo asociado a los bajos

valores de pH que presentaron estas muestras.

e Respecto a las propiedades mecanicas, la concentracion mas alta de
aceite esencial de canela (1000 pL/L) mantuvo mas estable la firmeza
de las muestras y aumentd la distancia de ruptura. Ademas, el propio
lavado contribuyé a mantener las propiedades mecanicas respecto a

las muestras no tratadas.

e Desde el punto de vista microbioldgico, el aceite esencial de limdn
mantuvo mejor la estabilidad microbioldgica del melén minimamente
procesado (hasta dos semanas) respecto a microorganismos aerobios
mesdfilos. Sin embargo el aceite esencial de canela a la concentracion
mas alta tendria una mayor actividad antiflingica que el aceite esencial

de limon.

Como conclusiéon general de los estudios de meldn, se recomendaria el empleo
del aceite esencial de canela a altas concentraciones ya que mantuvo la
firmeza, aumentd la capacidad antioxidante y fue antifungico. Sin embargo,
habria que considerar su influencia en el aspecto del producto ya que redujo el
IB y la luminosidad. Ademas, a nivel sensorial podria suponer un rechazo por
parte del consumidor por la intensidad del aroma y sabor que confiere. Por
otra parte, el aceite esencial de limdén, podria utilizarse como un agente

altamente antimicrobiano.
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