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Resumen

RESUMEN

La Impregnacion por Vacio (IV) es una tecnologia que permite obtener cambios en la
matriz alimentaria en tiempos cortos. El proceso de IV consta de dos etapas: en la primera, la
fruta es sumergida en una solucién osmética (SO) y sometida a presion de vacio durante un
tiempo (ty); seguida de una segunda etapa de relajacion, donde se restaura la presion atmosférica
y se deja a la fruta en contacto con la SO durante un determinado tiempo (t:). Los procesos
internos que ocurren durante estas dos etapas pueden generar cambios en la matriz vegetal que
alteran su condicién de fresca. Siendo asi que el objetivo de la presente Tesis fue evaluar el
efecto de las variables de proceso en la impregnacion por vacio sobre los atributos de calidad
de manzanas frescas cortadas. Para lo cual se puso a punto un sistema de impregnacion por
vacio (IV) a escala de laboratorio para frutas minimamente procesadas. Se determiné el rango
de las variables de proceso adecuadas para mantener o mejorar la calidad de la fruta. Los
ensayos se efectuaron siguiendo la metodologia de superficie de respuesta a través de un disefio
central compuesto cuyas variables y niveles fueron t,= 1,14-14 min; y t.= 1,14-14 min. Los
ensayos de impregnacion por vacio de manzanas Granny Smith frescas cortadas se realizaron
con solucion de sacarosa de 30 °Bx con (1% &cido citrico + 1% acido ascérbico), a una presion
de vacio de 67,7 mbar, evaludndose las muestras a los 0 y 7 dias de almacenamiento a 1,5°C.
Los estudios realizados permitieron obtener modelos predictivos en el dia de procesamiento
para ganancia de sélidos (%GS), pérdida de agua (%WL), concentracion de acido ascérbico
(C*aa0), concentracién de dcido ascérbico total (C aato), ¥ los cambios relativos del contenido
de solidos solubles (ASSy), firmeza (AFy), distancia lineal (ADLy), trabajo (AAy), nimero de
picos (ANpicoso), respiracion (ARRy), concentracién de fenoles totales corregidos (AC*crr-co),
y capacidad antioxidante por los métodos DPPH (ACApppro) y FRAP (ACArraPo). Sin
embargo, el dia 0 no se pudo modelar los cambios relativos en pH (ApHo), actividad de agua
(Aawo), reduccion de peso (WR), y los pardametros de color. Por otro lado, luego de 7 dias de
almacenamiento a 1,5 °C, s6lo se obtuvieron modelos predictivos para: ASS7, AL*7, ARRj,
C*aa7, C*aa17, AC*crr-c7, ACADPPH7. La metodologia de optimizacién de respuestas multiples
permitié determinar los tiempos Optimos de vacio y de relajacién para dos escenarios
planteados: a) minimizar la velocidad de respiracién, maximizando los atributos relacionados
con la calidad sensorial (ty = 6,18 min y t, = 1,14 min); y b) minimizar la velocidad de
respiracion, maximizando los atributos relacionados con la calidad sensorial y el potencial
saludable de manzanas minimamente procesadas impregnadas por vacio (tv = 10,18 min y t; =

6,21 min). Para ambos escenarios, la validacion de los modelos obtenidos en las condiciones
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Resumen

Optimas, resultd satisfactoria, tanto en el dia de procesamiento (dia 0) como luego de 7 dias de
almacenamiento refrigerado. Se determiné que para, para mantener las caracteristicas de fresco
durante 7 dias de almacenamiento a 1,5 °C, se requieren tiempos de proceso (ty y t) menores a
los necesarios para obtener manzanas frescas cortadas que ademds presenten un potencial

saludable incrementado.

La investigacion realizada mediante la presente tesis, demostrd que la impregnacion por
vacio bajo tratamientos suaves con solucién antioxidante, es una alternativa para la obtencion
de manzanas minimamente procesadas con un tiempo de vida ttil extendido y con un potencial

saludable mejorado como valor agregado a un producto de alta perecibilidad.
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Introduccion

1 INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES SOBRE FRUTAS Y HORTALIZAS MINIMAMENTE
PROCESADAS

Las frutas y hortalizas minimamente procesadas refrigeradas (MPR) son alimentos frescos,
crudos, enteros o cortados que han sufrido determinado tipo de procesamiento. También son
conocidas con otras denominaciones como frescos cortados (Fresh-cut), listos para consumo
(ready to eat), entre otros. Generalmente son comercializados en varias modalidades segin su
uso, pueden ser listos para consumir, listos para servir o listos para cocinar. Sin embargo, estos
alimentos, requieren de un mayor cuidado por tener tejidos expuestos, los cuales pueden ser
colonizados facilmente por microorganismos alterantes y patégenos, si las condiciones del

medio no son las adecuadas (Wiley y Yildiz, 2017).

La produccion y consumo de frutas y hortalizas ha tenido una tendencia creciente con el
transcurso de los afos. Hoy en dia los consumidores optan por elegir dietas saludables,
nutritivas y de buena calidad (Chen et al., 2016). Asimismo, los habitos de consumo en la
poblacion son diferentes, causa de ello es un cambio en la estructura familiar, observandose que
a partir de la inclusion de la mujer en la fuerza laboral se ha marcado un giro en su estilo de
vida. El tiempo que era dedicado a preparar los alimentos en casa se ha reducido, y se pudo ver
que al menos un alimento que se consume al dia no proviene del hogar (Oms y Soliva-Fortuny,
2011). Esto es una oportunidad para la innovacién y a su vez un reto a nivel industrial para
satisfacer a dichos consumidores. Dichas demandas han sido en parte cubiertas por el sector de
las frutas y hortalizas minimamente procesadas, el cual continuamente trabaja para mejorar sus
procesos y productos (James y Ngarmsak, 2010). La introduccion en los mercados de estos
alimentos, es una forma de incrementar el consumo de vegetales, gracias a su atractiva

presentacion, apariencia y sabor (Martin-Belloso, 2005).

Existe un gran desarrollo de productos minimamente procesados en lugares como Europa,
Japén y Estados Unidos, debido a su fuerte demanda individual e institucional (Figura 1.1). El
objetivo del desarrollo de las frutas y hortalizas minimamente procesadas, es llegar al
consumidor con un producto con alta calidad de “fresco”, seguro y con un mayor tiempo de

vida util, conservando sus propiedades nutricionales y sensoriales (Yildiz y Wiley, 2017).

Se distinguen de los vegetales enteros, ya que los mismos han sufrido cierto tratamiento
que puede modificar las caracteristicas fisico-quimicas y bioquimicas del producto (Rocculi,

2004). Ademas, presentan un comportamiento fisioldgico normal o similar al de un producto
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entero; presentan un metabolismo mas elevado, que incrementa el deterioro de los mismos

(Yildiz y Wiley, 2017).

Para lograr la vida util requerida para el mercado de frutas y hortalizas (8-10 dias en el
mercado europeo y 21 dias para Estados Unidos) se necesita un esfuerzo multidisciplinario

(Yildiz y Wiley, 2017).

Las frutas y hortalizas minimamente procesadas estdn definidas como aquellas que han sido
preparadas mediante una o varias operaciones unitarias apropiadas como el lavado, pelado,
cortado, etc., dando un tratamiento de preservacion parcial, no total, incluyendo el uso de
calentamiento suave, preservante o radiacion. Las estrategias de tratamiento pueden incluir el
control del pH, antioxidantes, tratamientos sanitizantes, o una combinacién de varios

tratamientos (Yildiz y Wiley, 2017; King y Bolin, 1989).

Los dafios en los tejidos incrementan la tasa de respiracion, pérdida de agua y otras
reacciones metabdlicas; permitiendo un mayor contacto entre enzimas y sus sustratos, lo cual
favorece el desarrollo microbiano y ademads de otras reacciones indeseables de deterioro (Singh

y Anderson, citados por Montero-Calderon y Cerdas-Araya, 2011).

Figura 1.1 Géndolas de supermercados de Estados Unidos, seccion de alimentos
minimamente procesados (Fuente: Gentileza Van de Velde, 2017).

1.2 PRODUCCION DE MANZANA EN EL MUNDO Y A NIVEL NACIONAL

La manzana es uno de los cultivos frutales de mayor importancia a nivel mundial, con una
produccion de alrededor de 84,6 mil millones de toneladas en el 2014, siendo el mayor

productor China, seguido de Estados Unidos y Turquia (FAOSTAT, 2017).

En Argentina, la provincia de mayor produccién es Rio Negro, seguida de Neuquén y
Mendoza. Las principales variedades son Red Delicious y sus clones (84%), Granny Smith
(4%) y otras (12%). En cuanto al valor de las exportaciones de manzanas, Argentina ocupa el

lugar nimero 11 con el 1,9% del total mundial (INTA, 2016).
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La importancia en el consumo de este fruto se debe a la gran diversidad de formas de
presentacion, sea en fresco o procesado y también por que presenta beneficios para salud. Se
sabe con certeza de la existencia y la funcién de algunos de los componentes fitoquimicos que
le confieren propiedades antioxidantes, a mds de tener la doble particularidad de actuar como
alimento astringente o laxante segin como sea consumida. Estd recomendada en dietas de
prevencion de riesgo cardiovascular, degenerativas y cancer. Desde el punto de vista nutritivo,
la manzana es una de las frutas mas completas y enriquecedoras en la dieta, y su consumo
habitual en fresco, reporta grandes beneficios para la salud. Es rica en fibra y entre su contenido
mineral sobresale el potasio, necesario para la transmision, generacion del impulso nervioso y
para la actividad muscular normal, e interviene en el equilibrio de agua fuera y dentro de la
célula (Boyer y Liu, 2004). “One Apple a day, keeps doctor away” es un proverbio chino
encontrado en las diferentes bibliografias, que hacen referencia al aporte positivo a la salud por

parte de este fruto.
1.3 CARACTERISTICAS DE LA MANZANA

1.3.1 Descripcion taxonémica

Segin el Sistema Integrado de Informacién Taxondémica (ITIS, 2016), el manzano
pertenece a la familia de las Rosaceas, de la subfamilia Pomoideae, y género Malus. Dicho
género comprende de 25 a 30 especies procedentes de Europa, América del Norte y Asia. No
obstante, las variedades cultivadas para la comercializacion pertenecen a la especie Malus

domestica (Watkins et al., 2002).

1.3.2 Descripcion botanica

El manzano es un 4rbol caducifolio que puede tener una vida de 60 a 80 afios. Alcanza los
7 a 8 m de altura en estado silvestre, aunque normalmente no sobrepasa los 2-2,5 m. El fruto es
el producto de un ovario maduro, su parte comestible proviene de la region extracarpelar de la
flor (Figura 1.2). El fruto es un pomo y por ende pertenece a la subfamilia de las Pomoideae,
es un fruto carnoso complejo, resultado del desarrollo del ovario de la flor y de los tejidos que
lo envuelven. Tiene forma mas o menos redondeada, y su zona central esta dividida en cinco

partes, una por carpelo, en el cual resguardan a las semillas (Sinha, 2006).

24



Introduccion

Pedunculo o Piel o epicarpio

Endocarpio
o Cocazon

Mesocarpio
pulpa o carne Pepita o
semilla

Estilo

Estambre

Figura 1.2 Partes de la manzana

La piel del fruto es de distinto color dependiendo de la variedad y representa un 6rgano
cuyas células poseen pared celular con celulosa no modificada, lo que da la caracteristica de
permeabilidad, lo cual permite la migracion de agua e intercambio gaseoso. A més de ello se
considera como la principal barrera de proteccién del fruto y es importante como un indice de

calidad visual (Sinha, 2006).

1.3.3 Composicion y principales constituyentes

En general, el 85% de la composicion de una manzana es agua, el 15% restante corresponde
a la fraccion solida, de la cual, entre el 12 y 14% corresponde a carbohidratos, (Tabla 1.1).
Existe cierta fluctuacion en los rangos de composicion, y esto es debido a factores internos,
como es el caso de la variedad, el estado fenoldgico del fruto, defectos fisiolégicos, entre otros;
asi como también factores externos como la locacidn, las practicas culturales, las condiciones
medioambientales, etc. La manzana es un fruto climatérico que presenta un pico tipico en la
tasa de respiracion que precede o es paralela a un aumento autocatalitico de la produccién de

etileno, por tanto, también se verd afectada por este compuesto.
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Tabla 1.1 Composicién aproximada de manzana Granny Smith cruda y sin cdscara.

Componente Unidad Valores en 100 gramos
Agua g 85,46
Energia kcal 58
Proteina g 0,44
Lipidos totales g 0,19
Carbohidratos g 13,61
Fibra dietaria total g 2,8
Azucares totales g 9,59
Minerales
Calcio mg 5
Hierro mg 0,15
Magnesio mg 5
Fésforo mg 12
Potasio mg 120
Sodio mg 1
Zinc mg 0,04
Vitaminas
Tiamina mg 0,019
Riboflavina mg 0,025
Niacina mg 0,126
Vitamina B-6 mg 0,037
Vitamina A ug 5
Vitamina A U 100
Vitamina E (alfa-tocoferol) mg 0,18
Vitamina K
(filoquinona) ug 3,2

Fuente: USDA National Nutrient Database, 2018

1.3.3.1 Agua

Como fruto fresco, la manzana estd compuesta principalmente de agua (aproximadamente
85%) y posee una actividad de agua (aw) de alrededor de 0,97. Su interaccién con otras
moléculas la hace importante en distintos procesos fisiol6gicos como solvente, o puede actuar
sobre la estructura de las macromoléculas a través de uniones internas. De la misma manera el
agua puede actuar sobre la plasticidad de la manzana y la variacién en su contenido puede

afectar las propiedades mecénicas y reoldgicas de la misma (Nieto et al., 2013).
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1.3.3.2 Carbohidratos

Aproximadamente el 80% de los carbohidratos presentes en las manzanas son azucares
solubles y el contenido total de fibra dietaria es de alrededor del 2% (Sinha, 2012). Los azucares
contribuyen a la calidad nutricional y sensorial de las manzanas. Fructosa, glucosa, sacarosa y
sorbitol son los predominantes, y en menor medida estdn presentes otros compuestos como D-
Xilosa, galactosa, rabinosa, arabinosa, manosa y maltosa (Fuleki et al., 1994). La fructosa y en
menor medida la sacarosa, se encuentran en la pulpa del fruto, y estas se forman a partir del
sorbitol. Beruter (1985) observé que las concentraciones de sorbitol disminuyen a partir del
inicio de la fructificacién hasta la época de cosecha, mientras que la fructosa se incrementa en
niveles muy elevados, el mismo efecto ocurre con la sacarosa, pero en niveles mucho més bajos.
Estos valores se correlacionaron con los patrones de sorbitol deshidrogenasa en donde se ha

observado que la presencia de esta enzima influye en la acumulacion de fructosa.

Por otro lado, existen polisacdridos como el almidén, el cual es elevado en estadios
tempranos (etapa de elongacion celular), mientras que a medida que el fruto llega a su madurez
fisioldgica, el contenido de almidon se reduce por hidrélisis de manera proporcional (es una
forma de determinar el estado de madurez del fruto previo a la cosecha). Por otra parte, otro
grupo de gran importancia son las sustancias pécticas, las cuales estdn asociadas con las paredes
celulares del fruto, especialmente luego de que este es cosechado, se asocia este hecho con los
cambios en la textura que puede llegar a tener el fruto. Las principales pectinas son unidades
no ramificadas de dcido anhidrogalacturénico de tamaiio variable, con proporciones variadas
de carbohidratos como arabinosa, galactosa, etc. Estas sustancias pueden estar entre el 0,5-1%

del peso fresco del fruto (existe un equilibrio entre degradacién y sintesis).

1.3.3.3 Proteinas

En general el contenido de proteinas en la manzana es de 0,26% y a pesar de su bajo
contenido se ha identificado que juega un rol importante en la fisiologia de maduracién del
fruto. Mediante el perfil proteémico de manzanas en etapa de maduracién y senescencia, Yun
et al. (2014) observaron alrededor de 400 proteinas, de las cuales 53 pudieron identificarse. El
mayor porcentaje de proteinas identificadas son enzimas que intervienen en las diferentes
funciones fisioldgicas. Se evidencidé que estas actdan en distintas funciones fisioldgicas: 49%
en la respuesta al estrés y defensa, el 34% para produccion de energia y metabolismo, 5,7% en

la etapa de maduracién y senescencia y 3,8% en la estructura celular. Por otra parte, entre los
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principales aminodcidos esenciales que se encuentran en este fruto estdn: alanina, aspartato,

serina y dcido glutdmico (Wu et al., 2007).

1.3.3.4 Lipidos

El contenido total de lipidos presentes en la manzana es de aproximadamente 0,17%,
siendo los 4cidos grasos de mayor predominancia el palmitico y el linoléico los cuales
representan entre el 70 y 80% (Wu et al., 2007). Estos compuestos estdn presentes en la
membrana lipo-protéica. Gornas et al., (2014) estudiaron la composicién lipidica en la semilla
de distintas variedades de manzana e identificaron que los 4dcidos grasos presentes en mayor
proporcién son el palmitico (5,8-8,3%), oléico (20,7-29%) y linoléico (59,4-67,9%). Ademas,
se encontraron fitoesteroles (usados en industria farmacéutica), asi como también escualeno
(isoprenoide con actividad antioxidante y precursor de esteroides, colesterol y vitamina D). Los

acidos grasos son los principales promotores de compuestos volatiles de aroma.

1.3.3.5 Acidos orgdnicos

El acido mélico representa aproximadamente el 90% del contenido de &acido de las
manzanas; los dcidos: citrico, succinico, y trazas de otros dcidos conforman el resto. Ackermann
et al. (1992) estudiaron la composicién de dcidos orgdnicos y sus cambios, dentro de lo cual
observaron que el contenido 4cido malico disminuy6 durante la etapa de crecimiento del fruto
y el almacenamiento, mientras que el 4cido citrico siguié una tendencia similar. La disminucién
en el contenido de estos dcidos durante el desarrollo se puede atribuir a un efecto de dilucidén
provocado por el aumento de la masa durante la fase de crecimiento celular. En el
almacenamiento, la tasa de respiracién aumenta, por lo tanto, se genera disminucién del acido
malico ya que este es el sustrato metabdlico principal luego de los azicares para que se lleve a

cabo el proceso de respiracion (Sturmo y Stamparo, 1999).

1.3.3.6 Pigmentos

La gama de colores en las manzanas es muy amplia, va desde el verde (Granny Smith)
hasta el rojo (Red Delicious) y las variedades bicoloreadas (Gala). El color en las manzanas es
el resultado de la existencia de varios pigmentos presentes en las primeras capas de células de
la epidermis como: clorofila (verde), carotenoides (verde/amarillo) y antocianinas (rojo). La

clorofila tiende a desparecer al inicio de la maduracién de la fruta (Felicetti y Schrader, 2009).
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Saure (1989) establece que el desarrollo de una coloracién adecuada es importante ya que
una coloracion deficiente puede afectar el valor comercial de los frutos. Es por este motivo que
muchas veces se propone retrasar la fecha de cosecha para esperar que la fruta mejore su
coloracién en la planta. Entre los factores que regulan el desarrollo de color se encuentran: la
variedad, la disponibilidad de azucares durante el desarrollo y maduracién del fruto (importante
relacion hoja:fruto), la temperatura, el contenido de etileno. Asi también se ha evidenciado la
influencia de algunos elementos minerales: el N> en exceso se ha relacionado con una
disminucién del color, existe, una correlacion positiva entre el contenido de clorofila y
Nitrégeno en la piel, relevante para la variedad. Granny Smith. El Manganeso estaria también
relacionado con una mayor retencién del color de fondo de la fruta. El Potasio, también es un

mineral relevante en el desarrollo de color en la manzana.

1.3.3.7 Vitaminas

El tipo y la cantidad de vitamina en la manzana dependen de la variedad. La Vitamina C
es la de mayor importancia. En general la manzana contiene alrededor de 4,60 mg de vitamina
C (se encuentra como 4cido ascorbico y en su forma reducida como dcido dehidroascérbico) y
54 iu de Caroteno (Pro Vitamina A) por cada 100 g de fruta (Sinha, 2006). Existe también en
muy pequeiias cantidades vitaminas del complejo B, como 4cido pantoténico, dcido Nicotinico,
tiamina. A mds de ello es fuente discreta de vitamina E o tocoferol, que posee accidon

antioxidante e interviene en la estabilidad de las células sanguineas (Hulme, 1970).

1.3.3.8 Fitoquimicos: compuestos bioactivos

Los compuestos fendlicos constituyen la mayor fuente de antioxidantes en frutas y
hortalizas, siendo su cuantificacién una prictica comuin al momento de seleccionar genotipos,
etapas de maduracién, condiciones de almacenamiento y de procesamiento, con el objetivo de
obtener alimentos frescos y procesados con alto potencial de proteccidn contra radicales libres
(Sanchez-Rangel et al., 2013). Por ejemplo, la presencia de estos compuestos fitoquimicos en
manzanas ha mostrado beneficios importantes sobre la salud, es asi que se le han atribuido
propiedades como capacidad antioxidante y accidn anti-proliferativa de células
anticancerigenas, ademds de prevenir enfermedades crénicas en humanos. La concentracion de
estos compuestos dependerd de factores como: variedad, cosecha, almacenamiento,
procesamiento, asi como también de la parte del fruto (cdscara o la pulpa). Los componentes
encontrados en la cdscara son: procianidinas, catequina, epicatequina, dcido clorogénico,

floridzina, y conjugados de quercetina. En la pulpa existen algunas catequinas, procianidinas,
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epicatequinas y floridzina, en bajas concentraciones en relacién con la cascara. Los conjugados
de quercetina se encuentran exclusivamente en la piel, por lo tanto, ésta tendrd mayor actividad

antioxidante y alta bioactividad (Boyer y Liu, 2004, Piagentini y Pirovani, 2017).

Numerosos autores han determinado que existen diferencias significativas en el contenido
de polifenoles totales, capacidad antioxidante, asi como en atributos fisicoquimicos entre las
distintas variedades de manzana (Vrhovsek et al., 2004; Piagentini y Pirovani. 2017). El
almacenamiento en general no afecta de manera significativa el contenido de fitoquimicos, sin
embargo, el procesamiento de la manzana con la consiguiente eliminacién de la cdscara resulta
en una disminucién significativa de compuestos fendlicos, ya que estos estdn ubicados
mayoritariamente en este tejido (Boyer y Liu, 2004). Piagentini y Pirovani (2017) determinaron
que el contenido fendlico y la capacidad antioxidante de la cdscara de manzanas fue 2-5 veces
mayor que la obtenida en la pulpa para las 5 variedades estudiadas. Los mismos autores indican
que obtener manzanas frescas cortadas con cdscara, aumentaria la actividad antioxidante en 65-

78% y la ingesta de compuestos bioactivos en 28-56%.

Es conocido que la manzana es una buena fuente de compuestos bioactivos, pero su
susceptibilidad a la degradacién oxidativa de compuestos fendlicos ha requerido la
incorporaciéon de antioxidantes entre los cuales se pueden incluir otros compuestos
fitoquimicos. Tal es el caso de Betoret et al. (2012), que utilizaron jugo de mandarina para
enriquecer manzanas variedad Granny Smith mediante tecnologia de impregnacién por vacio
(IV), observando efectos favorables en el potencial saludable del producto terminado, efecto
similar que se observa cuando se impregna con dcido ascérbico. Compuestos como calcio,
hierro, curcumina, vitaminas, probidticos e incluso quercetina proveniente de extractos de la
misma piel de manzana, han sido utilizadas para mejorar las caracteristicas en diferentes

matrices vegetales, obteniendo resultados favorables (Bellary y Rastogi, 2016).
1.3.4 Aspectos fisiologicos relevantes

1.3.4.1 Pardeamiento enzimdtico

La accion de la enzima polifenoloxidasa (PPO) da como resultado la generacion de
quinonas reactivas que pueden actuar con sustratos como son los flavonoides y derivados, estas
quinonas producidas contribuyen a generar una pigmentacién marrén. La PPO (ubicada en el
citoplasma) es activada como resultado de la disrupcién de la integridad de la célula (corte) ya

que se pone en contacto con los compuestos fendlicos presentes en la vacuola. El pardeamiento
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enzimdtico se da cuando los substratos fendlicos, la PPO y el oxigeno molecular (O2) se unen

bajo condiciones apropiadas de pH, temperatura y actividad de agua (Piagentini et al., 2012).

Como se habia indicado anteriormente, las manzanas son ricas en polifenoles, por lo tanto,
son muy susceptibles a la oxidacion enzimatica. La pulpa de las manzanas contiene derivados
de 4cidos hidroxicindmicos, los cuales son los mds importantes fenoles en manzanas maduras,
de estos, el que predomina es el dcido clorogénico, los segundos mds importantes son las
catequinas. Estos sustratos son importantes para que se lleve a cabo el oscurecimiento
enzimadtico. Diferentes estudios han informado que la actividad de la PPO en frutas como la
manzana se encuentra principalmente en el centro de ella y de forma secundaria cerca de la
cascara. Asimismo, se menciona la relacién de la PPO en cuanto a su ubicacién dentro de la
célula y el momento de maduracién de la fruta, siendo que cuando estd mds madura, la PPO se
localiza en vacuolas dentro de la célula, mientras que en la fruta inmadura se localiza en
organelos diversos. Conforme avanza la maduracion de la manzana, la actividad de la PPO

aumenta en la cdscara y disminuye en la pulpa (Ferreira et al., 2010; Garcia y Barret, 2002).

1.3.4.2 Fisiologia y bioquimica: Respiracion

Al igual que otros organismos vivos, las manzanas después de su cosecha presentan
funciones vitales como la respiracién, proceso que les permite obtener energia para mantener
la vida. Para ello toman O de la atmoésfera y liberan CO», la energia proviene de la oxidacién
de las reservas propias de almidon, azucares, dcidos orgdnicos, entre otros metabolitos. Al
cosechar la fruta y al sufrir algin tipo de lesion como el corte en los vegetales minimamente
procesados, se incrementa el nivel de respiracion, dichas reservas se van consumiendo, se
pierden y el producto se deteriora; por lo tanto, la velocidad con la que se consumen es un factor
determinante para conocer su vida util (Baldwin y Bai, 2011). Los factores que afectan la tasa
de respiracion son: temperatura, variedad, exposicion al etileno, dafios mecénicos, tamano del
fruto estado de desarrollo; la alteracion de uno de estos factores tendrd impacto en la tasa de

respiracion (Castello et al., 2006).

La manzana es un fruto climatérico que presenta un pico tipico en la tasa de respiracion que
precede o es paralela a un aumento autocatalitico de la produccién de etileno, por tanto, se vera
afectada por este compuesto. El climaterio respiratorio se disminuye con temperaturas de
almacenamiento por debajo de los 10°C (Kahn, 2015). La medicién o estimacion de la tasa de

respiracion se pueden basar en la determinacion de la variacion de cada componente del proceso
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de la respiracion (O2, COz, agua, y el calor de respiracion). Con mayor frecuencia, se mide la

produccion de COz o la tasa de consumo de O.

Dependiendo de la variedad de manzana, estas tendrdn diferente tasa de respiracion, por
tanto, se debe tener en cuenta estos valores para definir las condiciones de almacenamiento; a
0,5°C tienen los siguientes valores de respiraciéon: Granny Smith (2-4 ml Kg' hr'), Red
delicious (2-5 ml Kg! hr'!"), Golden Delicious (3-6 mL Kg™! hr'!), Gala (4-6 mL Kg! hr'!), Fuji
(4-6 mL Kg!' hr'!). (Fagundes et al., 2013; University of California, 2017)

1.4 MINIMO PROCESAMIENTO

1.4.1 [Etapas generales para la elaboracion de manzana minimamente procesada
e Seleccion y clasificacion.

La calidad de los productos frescos cortados, teniendo en cuenta tanto sus atributos
fisicoquimicos como su valor nutricional o potencial saludable, dependera de la calidad de la
fruta entera, que puede variar segun el cultivar utilizado. Esta es la razén por la que la selecciéon
del cultivar es probablemente uno de los pasos mds importantes en el procesamiento de frutas
frescas cortadas. La elaboraciéon de frutas minimamente procesadas debe comenzar con la
seleccion del cultivar mas adecuado, evaluando caracteristicas como la textura de la pulpa,
compuestos bioactivos y susceptibilidad al pardeamiento, entre otros atributos fisicoquimicos
(Wolfe et al., 2003; Ancos et al., 2009; Piagentini et al., 2012; Piagentini y Pirovani, 2017). Se
han estudiado 5 variedades de manzanas con diferentes requerimientos de hora de frio, y
teniendo en cuenta el menor desarrollo de pardeamiento y los mayores valores de firmeza y
jugosidad, se determin6 que Granny Smith y Princesa serian las variedades mds adecuadas para

un procesamiento minimo (Piagentini y Pirovani, 2017).

Luego de la eleccidn del cultivar, la seleccion es una etapa, que permite remover la materia
prima con defectos fisioldgicos y fisicos. Bansal et al. (2015) proponen la seleccion manual
para la obtencion de productos de alta calidad, a diferencia de una seleccion mecénica, ya que
es mds minuciosa. La clasificacién por tamafio permite dirigir la materia prima ya calibrada a
la maquinaria de pelado y corte para hacer mds eficientes estas operaciones. Existen razones
relevantes el momento de tomar la decision sobre que metodologia usar. Se ha evidenciado que
la clasificacion manual requiere de mucho personal. Y, por otro lado, hoy en dia existe en el
mercado maquinaria capaz de realizar una inspeccién externa e interna de cada uno de los frutos

durante la linea de produccién, por ejemplo, un sistema de control de calidad que se basa en la
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evaluacion del color (varias fotografias periféricas del fruto mientras una banda lo mantiene en
rotacion), el peso (mediante palas mecdnicas que levantan al fruto) y el estado interno del fruto

(a través de sensores infrarrojos).

Luego de que se ha clasificado la materia prima, se recomienda que esta sea refrigerada y

conservada temporalmente hasta el procesamiento a temperaturas entre 0 'y 10°C.
e Limpieza, y pre-lavado-desinfeccion

La limpieza y pre-lavado son operaciones cuya finalidad es la de eliminar material extrano
como polvo, hojas, residuos de plaguicidas, asi como tambien para reducir la carga microbiana
superficial del fruto proveniente del campo. El pre-lavado suele realizarse con agentes
sanitizantes (generalmente soluciones cloradas) y puede acompaiarse con agentes surfactantes.
Cabe mencionar que esta etapa también suele utilizarse como una forma de pre enfriamiento.
Es por ello que la calidad de agua que se utiliza en la elaboracién de estos productos debe ser

de calidad microbiolégica.
e Pelado.

Es opcional dependiendo del producto a obtener. Puede ser de forma manual o mecénica,
y se busca, en cualquiera de los métodos que se elija, evitar la pérdida de pulpa debido a que
representa bajos rendimientos al productor, por lo que los equipos deben ser adecuadamente

calibrados. Se puede realizar de dos maneras:

o Manual.- con el uso de cuchillo o peladores de manzana.
o Mecanico.- puede ser automatizado o semiautomatizado.

e Descorazonado.

Se realiza tanto en manzanas peladas como no peladas. Esta etapa también permite la
eliminacion de las semillas y, por lo tanto, un posterior procesado unicamente de la parte

comestible.
e (Cortado.

Los estilos de corte de las manzanas son: cubos, en cascos y en rodajas. En general cuanto
mayor es el grado de corte, la manzana minimamente procesada es mds susceptible al deterioro

(Alday, 2012).

En el mercado existen sistemas disefiados para realizar las etapas de pelado, descorazonado

y cortado de forma continua (Yildiz, 2017).
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e Lavado, desinfeccién y enjuague posterior al corte

Esta etapa debe cumplir con varios objetivos, entre ellos eliminar los jugos celulares
producto del corte realizado, y reducir la carga microbiana; es por ello que generalmente se
realiza con solucién clorada y en una sala aislada con ingreso restringido (Sala blanca o sala
limpia) de manera de evitar la contaminacién cruzada (Yildiz, 2017). Hoy en dia, se buscan
tratamientos que sean amigables con el ambiente, como es el caso del uso de: dcido peracético,
peroxido de hidrégeno, 4cidos orgdnicos débiles como citrico, lactico y acético, asi como
también el uso de agua ozonizada, entre otros (Artés-Hernandez et al., 2017; Park et al., 2011;
Aguayo, Requejo-Jackman y Woolf, 2015) y a su vez, que sean efectivos para reducir la carga

microbiana sin afectar los atributos de calidad (Méndez-Galarraga et al. 2018).

En la literatura se puede encontrar recomendaciones generales con el fin de lograr un
adecuado de lavado y desinfeccion (Bansal ef al., 2015; Cantwell y Suslow, 2007; Pirovani et

al., 2006):

o Debe ser realizado inmediatamente luego de que se ha realizado el corte, con el fin
de eliminar fluidos celulares y disminuir la carga microbiana. Si se utiliza agua
clorada, es necesario que se considere el tiempo de contacto, la temperatura y el pH.

o Se recomienda que la temperatura sea fria de manera que ayude a disminuir
répidamente la temperatura del producto.

o La concentraciéon de cloro deberia mantenerse entre 50-100 ppm. Altas
concentraciones de cloro pueden afectar el producto cortado.

o Es necesario que se controle el pH del agua clorada con el fin de que optimizar su

potencial bactericida. El valor de pH adecuado es entre 6-7.

Con el fin de eliminar los residuos de sanitizante es necesario que se realice un enjuague,
el mismo que generalmente se realiza con agua potable a una temperatura inferior a 4°C, lo cual
permitird que el producto final se encuentre frio al momento de envasarlo (Pirovani, et. al,

2006).

e Tratamientos quimicos.

Tienen el objetivo de minimizar o prevenir las reacciones enzimdticas de pardeamiento y
los cambios en la textura de la fruta procesada. Se han propuesto varios métodos para evitar el

pardeamiento enzimdtico en frutas frescas cortadas, incluida la aplicacion de agentes
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antioxidantes, recubrimientos comestibles, tratamientos térmico suave o envasado en
atmosferas modificadas. Sin embargo, la inmersion en soluciones antioxidantes después del
pelado y/o cortado, sigue siendo el método mds comunmente utilizado para controlar el
pardeamiento (Cortellino et al., 2015; Rojas-Graii et al., 2007; Rodriguez-Arzuaga y Piagentini,
2018). Rodriguez Arzuaga et al. (2013) determinaron que manzanas Granny Smith frescas
cortadas tratadas con una solucién de 4cido citrico 1% + acido ascérbico 1% + cloruro célcico
0.5% tenian valores mds altos en textura y apariencia general que las manzanas no tratadas,

resultados coincidentes con los reportados por Pereyra (2011).

El 4cido citrico se encuentra de manera natural en gran cantidad de frutas, especialmente
en citricos y es uno de los acidulantes mas ampliamente usados en la industria de alimentos.
Tipicamente se usa entre 0,5-2% (p/v) para prevenir el oscurecimiento en frutas y hortalizas. El
efecto inhibitorio que presenta el dcido citrico sobre la PPO se debe a la reduccién del pH por
debajo del 6ptimo de la enzima, asi como también de agente quelante del cobre del sitio activo

de la enzima. (Chen et al., 2016; Ruiz-Cruz et al., 2005).

El 4cido ascorbico es un antioxidante seguro para alimentos (GRAS), aprobado por la FDA
para su uso en frutas para prevenir el oscurecimiento, es soluble en agua y forma sales neutras.
También actda como un secuestrador de O», al remover el oxigeno molecular en las reacciones
de la PPO. Este antioxidante no es tan efectivo como los sulfitos para inhibir el oscurecimiento
enzimatico, ya que tiene menor estabilidad y penetracion, es por ello que se recomienda su
aplicacion a través de técnicas como impregnacién al vacio, inmersién o rociado sobre la

superficie de la matriz vegetal (Ruiz-Cruz et al., 2005).

En los dltimos afos, se ha establecido la necesidad de evaluar el efecto inhibidor de
compuestos naturales y no toxicos sobre la actividad de las enzimas involucradas en el
pardeamiento enzimdtico y su aplicabilidad en la industria alimentaria para reemplazar los
antioxidantes sintéticos. Se ha demostrado que la aplicacién de infusiones 1 y 2% de yerba mate
a un extracto de la enzima PPO de manzanas Princesa tiene un importante efecto inhibidor
sobre la actividad de la enzima, y su combinacion con &cido citrico mds dcido ascoérbico
incremento la inhibicion, mostrando un efecto sinérgico (Martin ef al., 2010). Rodriguez-
Arzuaga y Piagentini (2018) determinaron que una solucién con infusién de yerba mate
combinada con 4cidos citrico y ascOrbico aplicada a las manzanas Granny Smith frescas
cortadas redujo el desarrollo del pardeamiento, aumentando su potencial saludable, sin ningin
efecto perjudicial sobre los atributos sensoriales, en concentraciones de 1.2, 0.9 y 1%

respectivamente (Rodriguez Arzuaga y Piagentini, 2018).

35



Introduccion

e Escurrido.

Permite eliminar el agua superficial que se encuentra en la fruta minimamente procesada y
reducir los riesgos de proliferacion microbiolégica. Se han identificado tres tipos: por
centrifugacion, por corriente de aire forzado y por vibracién. Posterior a esta etapa se puede

hacer el uso de radiacién UV-C como otra barrera microbioldgica.
e Envasado

Es indispensable que, como fase previa al envasado, se realice un control o seleccion final,
el cual permitird eliminar producto defectuoso, o algtin material no procedente al producto en
elaboracion. Posteriormente se realiza el fraccionado (pesado), el cual permite el llenado
adecuado del envase de acuerdo a la porcion establecida, sea en bandeja o en bolsas. Y
finalmente se realiza el envasado; el tamafio o peso de la porcién depende del productor, de
acuerdo al tipo de mercado al cual se destine el producto. En general se recomienda que este
tipo de productos sean envasados en atmdsferas modificadas (90%N2, 5% Oz 'y 5% COz) (Anese
etal., 1997; Cortellino et al., 2015; Rocculi et al., 2004; Soliva et al., 2002; Soliva et al., (2004)
y Soliva et al., 2005). Se ha identificado envases institucionales para grandes cantidades de

producto, y porciones individuales.

1.4.2 Parametros de calidad de manzanas frescas cortadas

La calidad y vida util estimada de manzanas minimamente procesadas es afectada por
muchos factores incluyendo el cultivar, estado de madurez, condiciones de procesamiento,

atmosfera y temperatura de almacenamiento, entre otros (Saftner, 2005).

El producto terminado en su envase debe presentarse seleccionado, limpio, escurrido,
fresco, turgente y del color normal. No debe presentar deterioro por microorganismos,
decaimiento, decoloracion, deshidratacion, secado excesivo o piezas defectuosas. No debe
presentar olores extrafios ni colores anormales. Debe estar libre de materias extrafias de origen
vegetal distintas del producto; de origen animal o mineral, o cualquier agente que pueda
comprometer la calidad e inocuidad del producto. Los materiales de empaque deberdn cumplir
con la normativa vigente y no deben enmascarar el color del producto que contienen. Los
envases deben presentarse intactos. Deberd mantenerse la cadena de frio (T < 4 °C) durante
todas las etapas de la comercializacién (cuando corresponda) (Cdédigo Alimentario Argentino,

2013).
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e Apariencia visual y color

La apariencia visual de una fruta minimamente procesada es el atributo mds
inmediatamente obvio para el consumidor, y afecta fuertemente su vida util comercial. La
apariencia, que se ve significativamente afectada por el color, es uno de los primeros atributos
utilizados por los consumidores para evaluar la calidad de los alimentos (Toivonen y Brummell,
2008). El color también es un factor critico en la eleccion de alimentos e influye en la
percepcion de otras caracteristicas sensoriales. El color es el resultado de una variedad de
factores tanto endogenos como exdgenos a los alimentos que pueden verse afectados por la

genética y los tratamientos pre y postcosecha (Piagentini et al., 2012).

El color en las frutas estd determinado tanto por pigmentos naturales como por pigmentos
que resultan de las reacciones de pardeamiento, entre otras. El procesamiento minimo
disminuye la calidad visual de las frutas debido a que el corte induce una serie de alteraciones
fisioldgicas; que deben minimizarse para obtener productos de calidad similares a los frescos

(Abott, 2004; Piagentini et al., 2012).

El pardeamiento de frutas y productos derivados, principalmente en frutas con pulpa blanca
como manzanas y peras, €s uno de los principales problemas en la industria alimentaria y se
cree que es probablemente la primera causa de pérdida de calidad durante el manejo,
procesamiento y almacenamiento postcosecha (Pérez-Cabrera et al., 2011; Piagentini et al.,

2012; Betoret, 2015).

Para estudiar la cinética de las reacciones de pardeamiento, generalmente se determina la
cinética de cambio en los parametros instrumentales de color, en lugar de la determinacién del
consumo de reactivos (fenoles) o la formacién de productos (melaninas), (Piagentini et al.,

2012; Rozycki y Piagentini, 2016).

e Sabor y aroma (Flavor)

La acidez titulable, contenido de s6lidos solubles, relacion de solidos solubles y acidez, y
produccion de compuestos voldtiles, son los atributos fisico-quimicos que mdas se han
relacionado con los atributos de sabor y aroma (flavor) (Saftner et al., 2005). Los resultados
que se obtienen después del tiempo de vida qtil dependen del cultivar y se observa una
reduccidn en la acidez de manera acelerada, lo cual se correlaciona con el incremento en la tasa

de respiracion (Kim et al., 1993).

e Textura
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Las propiedades texturales de la pulpa de manzana estdn asociadas con las caracteristicas
fisicas de las células, lo cual estd relacionado con los patrones de empaquetamiento de las
células. La pulpa es un tejido de células parenquiméticas con paredes que no son rigidas, por lo
cual la firmeza es el resultado de la presion interna (turgor) desarrollada en cada célula (Drazeta,

2002).

La pérdida de firmeza que puede presentarse en el producto es debido a los cambios en la
presion de turgor, la estructura y composicion de las paredes celulares. El i6n calcio y las
enzimas pécticas juegan un rol importante en el proceso de ablandamiento, y algo que es comin

observar es la solubilizacion de las sustancias pécticas (Temiz y Aihan, 2017).

La textura es un atributo de calidad critico que ayuda tanto al consumidor como al

productor a determinar la aceptabilidad.

1.4.3 Tratamientos de Impregnacion al Vacio

Una alternativa para la conservacion de las caracteristicas nutricionales y sensoriales de los
productos minimamente procesados es la utilizacion de tecnologia de Impregnacion por Vacio
(IV) (Castell6 et al., 2006; Andrés et al., 2001; Alzamora et al., 2000). La IV es una tecnologia
que permite obtener cambios en la matriz alimentaria en tiempos cortos, debido a que la
transferencia de masa es rdpida gracias al fendmeno denominado Mecanismo Hidrodindmico
(MHD), el cual aumenta la superficie de contacto con la fase liquida, haciendo que el
intercambio sélido-liquido sea mds rdpido (Andrés et al., 2001). Dicho mecanismo ocurre
cuando la fase liquida que rodea al alimento, penetra a través de los poros del producto, es por

ello que la IV es aplicable a matrices alimentarias porosas (Sosa, 2012).

El proceso de IV consta de dos etapas: la primera en la que la fruta es sumergida en una
solucién osmoética (SO) y sometida a presion de vacio, en esta etapa el gas ocluido en los poros
de la matriz vegetal se expanden y fluyen hacia el exterior, seguida de una segunda etapa de
relajacion, donde se restaura la presion atmosférica; aqui el gas residual es comprimido y el
liquido externo fluye al interior de los poros, permitiendo asi el enriquecimiento de la matriz

alimentaria con los compuestos deseados. (Andrés et al., 2001).

Los procesos de IV suelen estar dirigidos a la obtencién de productos minimamente
procesados, a la obtencion de productos de humedad intermedia y a la crioproteccién, puesto
que permite un intercambio de solutos por medio de fendmenos naturales, como la dsmosis y

la difusion, utilizando presiones diferentes a la atmosférica. Cuando se usan presiones
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subatmosféricas en alimentos porosos, los fendmenos de difusién y dsmosis intervienen para
favorecer el intercambio de los solutos entre la membrana celular de los alimentos y el medio
que los circunda. La presencia de poros en los alimentos puede atribuirse a muchos factores,
uno de ellos es el espacio intercelular que se encuentra en el tejido parenquimatico (Derossi et
al., 2012; Sousa, 2005). El fenémeno de 6smosis se produce por la transferencia de agua
presente en el alimento hacia la soluciéon osmotica, a través de la membrana celular
semipermeable del tejido vegetal, que permite el paso del agua libre y limita el paso de los
solutos. En este fendmeno el transporte de agua se produce en la profundidad del tejido,
mientras que el soluto queda localizado en una capa superficial. El fendmeno de difusion se
produce mediante transferencia de soluto de la solucion concentrada hacia el alimento (Sousa,
2005, Andrés et al., 2001). La membrana y pared celular al ser unidades biolégicas vivas
pueden encogerse o estirarse por la influencia del crecimiento o de la turgencia generada dentro
de la célula y por eso pueden modificarse por efecto de la temperatura y la presion, factores que

facilitan la entrada de soluto por difusion (Fito y Chiralt, 2000).

Todos estos procesos internos pueden generar cambios en la matriz vegetal que alteran su
condicién de fresca como consecuencia de los flujos de materia en el tejido; asimismo ocurren
cambios de tipo estructural como alteracion celular por la deformacién y rotura de elementos
celulares asociados con la deshidratacion y los intercambios de gas-liquido. De la misma
manera todos estos fendmenos provocan alteraciones en las propiedades macroscépicas del
producto, tales como las propiedades dpticas y mecdnicas, que estan relacionados con la

apariencia y textura del alimento, respectivamente (Alzamora et al., 1997; Bansal et al., 2015).

El proceso de IV puede afectar la respiracion de la fruta minimamente procesada (Castello
et al., 2010). La deshidratacion osmética, con y sin pulso de vacio, en papaya, mango, pomelo,
manzana y frutilla, provocé una reduccién dréstica del consumo de O en comparacién con las
muestras frescas (Castelld et al., 2009, 2006). Sin embargo, en muchos casos, la produccién de
CO» aumenta justo después del tratamiento, dando evidencia del desarrollo de metabolismos
fermentativos. Por otro lado, es importante considerar que los cambios de presion que ocurren
en el procesamiento pueden generar deformacion en el producto debido a las propiedades

viscoelasticas de la matriz sélida (Andrés et al., 2001).

Se ha comprobado que la impregnacién al vacio puede mejorar procesos a nivel industrial
como salado, deshidratacion osmotica, acidificacidn, adicién de conservantes, entre otros. Se
ha estudiado también el uso de esta tecnologia en la incorporacion de probidticos en matrices

vegetales (Rodriguez-Barona et al., 2012). Estudios con impregnacién por vacio de algunos
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compuestos como calcio, zinc y vitamina C en frutos como manzanas, han mostrado resultados
positivos que indican que esta técnica es viable para aumentar el valor nutricional y sensorial
de los materiales bioldgicos de origen vegetal (Joshi y Rupasinghe, 2010; Jeon y Zao, 2005).

Ademads del uso del lactato de calcio para mejorar la calidad en uvas (Moraga, 2009).

Esta tecnologia ofrece la posibilidad de obtener productos frescos minimamente
procesados, que en algunos casos tienen mejores caracteristicas sensoriales, una mayor
estabilidad y alto valor nutritivo y potencial saludable (Fito y Chiralt, 2000; Castello et al.,
2006; Castello et al. 2010). En ese sentido, es fundamental establecer las condiciones de
proceso adecuadas puesto que, si el tiempo de inmersion de la fruta en la SO es demasiado
largo, podria haber un riesgo de aumento en la pérdida de moléculas bioactivas, nutrientes y
algunas vitaminas solubles, que pueden difundir en la SO junto con el agua, de la misma manera
se podrian generar dafios en el tejido y por ende cambios sobre las propiedades sensoriales del
producto (Sosa, 2012; Talens et al., 2002). Sin embargo, el uso adecuado de esta tecnologia
permitiria incorporar compuestos solubles perdidos y ademds obtener productos minimamente
procesados con mejores caracteristicas sensoriales, nutricionales y mucho mds estables. Paes et
al. (2007) determinaron que los pardmetros del proceso dependen del objetivo sobre el cual se
estd trabajando, es decir, si se busca un producto més deshidratado o un producto con mayor
ganancia de sélidos. Por lo cual, resulta evidente la necesidad de optimizar las tecnologias
aplicadas en el procesamiento y conservacion de frutas minimamente procesadas, poniendo
énfasis en la retencién y/o incremento de las caracteristicas de calidad y su duracién en el

tiempo.
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1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de las variables de proceso en la impregnacién por vacio sobre los

atributos de calidad de manzanas frescas cortadas.

1.5.2 Objetivos especificos

e Poner a punto un sistema de impregnacién por vacio (IV) a escala de laboratorio, para

frutas minimamente procesadas.

e Determinar las variables de proceso adecuadas en la IV, que permitan mantener o
mejorar la calidad de manzanas var. Granny Smith, evaluando la presion de vacio, el
tiempo de vacio/relajacion durante el proceso IV, la adicién de 4cido citrico (AC) mas
ascorbico (AA) en la solucién osmética de impregnacion (SO) en manzanas frescas

cortadas.

e Evaluar y modelar los cambios en el contenido de sélidos solubles, pH, aw, ganancia de
sOlidos, pérdida de agua, reduccion de peso, propiedades Opticas, propiedades
mecénicas, contenido de fenoles totales, capacidad antioxidante y vitamina C de
manzanas frescas cortadas en el dia de procesamiento y luego de siete dias de

almacenamiento a 1,5 °C, en manzanas frescas cortadas impregnadas por vacio suave.

e Determinar en funcién de las variables de proceso, las condiciones operativas que
incrementen la vida util y potencial saludable en manzanas var. Granny Smith frescas

cortadas impregnadas por vacio.
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2 MATERIALES Y METODOS:
2.1 PUESTA A PUNTO: METODOLOGIA DE IMPREGNACION POR VACIO

2.1.1 Matriz vegetal

Se emplearon manzanas variedad Granny Smith obtenidas en el mercado local (Figura 2.1),
y se almacenaron en cdmara de frio a una temperatura de 1,5 °C hasta el momento de los
ensayos. Posteriormente, las manzanas fueron seleccionadas, verificando que no presenten
dafios o defectos, y se colocaron en mesada hasta que alcancen una temperatura ambiente de
alrededor de 22 °C. Posteriormente se lavaron, pelaron, descorazonaron, cortaron en cubos de

1,5 cm de lado y se destinardn a los andlisis y tratamientos que se detallan a continuacién.

Figura 2.1 Manzana var. Granny Smith.
2.1.2 Equipo de impregnacion

El proceso de impregnacion se realizé en un frasco de vidrio de 3 L de capacidad, con tapa
rosca provista de dos valvulas, una se conectd a un vacuémetro y la otra a una bomba de vacio
(Bombacio 31 042/169). En esta dltima conexién se ubica una valvula de dos vias que permite
la regulacion del caudal del aire y por ende la presion en el interior del recipiente. Entre la
bomba y el recipiente de impregnacidn se coloca un kitasato con silica gel que evita que la
humedad pase a la bomba. Como se observa en la Figura 2.2, el frasco es colocado sobre un
agitador magnético, el cual permitird que exista homogenizacion mediante la agitacién de la

solucién osmética (SO) durante el proceso de impregnacion (660 rpm).
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Figura 2.2 Sistema de Impregnacién por vacio.

Luego de conectar el sistema de vacio, se aseguré de que la tapa del frasco se encuentre
bien cerrada, tomando en cuenta que el o-ring esté bien colocado, de forma tal que al momento
de ejercer vacio no existan fugas de aire y asi mantener la presion constante, tanto a presiones
de vacio altas (667,3 mbar) como bajas (67,7 mbar), siendo estos requisitos indispensables para
realizar los distintos tratamientos. Los cubos de manzana se colocaron en una canastilla de
malla pléstica con tapa del mismo material, de manera de mantener las muestras sumergidas

dentro de la SO.

En la figura 2.3 se esquematiza el proceso de produccion de manzanas minimamente
procesadas impregnadas por vacio, el flujograma inicia en la recepcion de la materia prima
hasta obtener el producto final, cada etapa se describird posteriormente. Las etapas del proceso

en que se realiza la toma de muestras para andlisis también se muestran en la figura 2.3.
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Materia prima:
Manzanas Granny
Smlth

Lavado de

manzanas enteras
l“?! Pelado,

descorazonado y
cortado en cubos

Muestra de
fruta fresca
(FF)
Tratamiento de
impregnacion por
vacio |V

Escurrido

Almacenamiento
refrigerado

Muestra de fruta
tratada de dia 0
(FTo)
\_
fruta tratada AJ

Muestra de
de dia 7 (FT5)

Figura 2.3 Flujo de proceso para la produccién de manzanas minimamente procesadas
impregnadas por vacio.
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2.2 ENSAYOS PRELIMINARES DE IMPREGNACION POR VACIO DE
MANZANAS GRANNY SMITH FRESCAS CORTADAS

El objetivo fue estudiar el impacto de la presion de vacio (P), el tiempo de vacio/relajacion
(t), y el agregado de antioxidantes (mezcla de acidos ascorbico y citrico) sobre la calidad de

fresco de manzanas minimamente procesadas.

Los ensayos se realizaron de acuerdo a un disefio factorial de tres variables en dos niveles
(2%): presién de vacio (P1:67,7 y P2: 667,3 mbar); tiempo de vacio/relajacién (t1: 3/3 y t2: 10/10
min) y el agregado de antioxidantes (mezcla de dcidos ascorbico, AA, y citrico, AC) (Tabla
2.1). Los cubos de manzana se colocaron en canastillas pldsticas construidas especialmente con
el fin de asegurar que durante el proceso de impregnacion los cubos se mantengan siempre
sumergidos en la solucién osmética (SO) (Figura 2.4). Posteriormente se sumergen en la SO de
sacarosa de 30 °Bx, con una relacion fruta: jarabe 1:10 p/p, a temperatura ambiente (22 °C). El
frasco de impregnacion se coloca sobre un agitador magnético (r= 660 rpm), de manera que la
solucion osmoética circule de forma homogénea alrededor de todas las muestras (Figura 2.4).
Luego se cierra el frasco y se conecta al sistema de vacio, se enciende la bomba de vacid y se
regula la presion hasta lograr el valor deseado durante el tiempo establecido (tiempo de vacio:
ty). Después de este periodo, se restablecié la presion atmosférica por un lapso de tiempo
definido (t;). Al final de cada tratamiento de IV, los cubos fueron ubicados en una malla durante
1 min para escurrir la SO presente en la superficie, luego fueron colocados en papel absorbente
para retirar el excedente de SO por un tiempo de 30 s de un lado y 30 s del otro. finalmente los

cubos se analizaron.

Figura 2.4 Proceso de Impregnacién por Vacio de manzanas Granny Smith
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Tabla 2.1 Variables y niveles del ensayo preliminar

Variables Niveles
67,7
Presion de vacio, P (mbar)
667,3
3/3
Tiempo de tratamiento, ty (min)/t; (min)
10/10
0+0
Cac (%) + Caa (%)
1+1

Caa: Concentracion de acido ascorbico; Cac: Concentracion de dcido citrico.
ty: tiempo de vacio; t;: tiempo de relajacion

Las respuestas evaluadas fueron los pardmetros de transferencia de masa, en el dia O,
expresados en porcentaje (%): ganancia de peso (SG), pérdida de agua (WL) y reduccién de

peso (WR).

También se evaluaron los siguientes atributos tanto en la fruta fresca cortada (FF) como en

la fruta tratada por IV (FT):

e SS=sdlidos solubles (°Bx)

e pH

e ayu=actividad de agua.

e Parametros de color: L*, a*, b*, C*; (Cromaticidad o Saturacion), ha, (dngulo de
tono)

e AE*,,= variacion total de color

o F=fuerza maxima (N).

Cada uno de estos atributos evaluados se expresaron como la variacion relativa porcentual
(AQi), de la fruta tratada (FT) respecto a la fruta sin tratar (FF), para el mismo dia de

almacenamiento (Ec. 1).

(QFTi-QFKF)

1

AQi%: x100 (Ec. 1)

donde:

Qi = atributo de calidad evaluado el dia i

FFi = fruta fresca cortada sin tratar dia 1.
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FT;= fruta fresca cortada tratada dia i.

i= dia de analisis.
También se analizé la variacion total de color (AE*a).

Para el andlisis estadistico de los resultados se realizé un andlisis de varianza y el test de
rango multiple de Tukey para la determinacién de diferencias entre tratamientos (a < 0,05). Se

utiliz6 el software Statgraphics Centurion.

2.3 ESTUDIO DEL EFECTO DEL TIEMPO DE VACIO Y RELAJACION SOBRE
LA CALIDAD DE FRESCO DE MANZANAS VAR. GRANNY SMITH 1V

2.3.1 Tratamiento de las muestras con Impregnacion por vacio:

A partir de los resultados obtenidos de los estudios preliminares, se determinaron las
variables y sus rangos para el estudio del efecto del tiempo de vacio y relajacion en el proceso
de impregnacién por vacio sobre la calidad de manzanas Granny Smith frescas cortadas. Se
utilizé una solucién osmética de 30 °Bx con la adicién de 4cido citrico y ascérbico (1% AC +
1% AA) y la presion de vacio de 67,7 mbar. Las muestras fueron procesadas de manera similar
a la descripta en los ensayos preliminares (inciso 2.2) y evaluadas a los O y 7 dias de

almacenamiento a 1,5°C.

2.3.2 Diseio experimental

Los ensayos se efectuaron siguiendo la metodologia de superficie de respuesta (RSM) a
través de un disefio central compuesto conformado por 11 experiencias, con 3 repeticiones del

punto central; con ty=1,14-14 min; y t= 1,14-14 min. (Tabla 2.2).
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Tabla 2.2 Tiempos de vacio y relajacion utilizados para el estudio del proceso de

Impregnacion por Vacio.

Variables Independientes

Corrida
tv (min) tr (min)

1 14 7.5
2 7,5 7,5
3 7,5 7.5
4 7,5 14
5 3 3

6 3 12
7 1,14 7.5
8 7,5 1,14
9 12 3
10 12 12
11 7,5 7,5

Se evaluaron los pardmetros de transferencia de masa, en el dia 0, expresados en porcentaje

(%): ganancia de peso (SG), pérdida de agua (WL) y reduccion de peso (WR).
Otros atributos evaluados tanto en la FF como FT a los 0 y 7 dias de almacenamiento

fueron:

e SS=solidos solubles (°Bx).
e pH.

e ay= actividad de agua.
Parametros de color

e L*=parametro de color L*.

e a*=pardmetro de color a*.

e b*=pardmetro de color b*.

e (C*3p=croma.

han= angulo de tono.
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e AE*ap = Variacion total de color
Propiedades mecanicas:

e F=fuerza méaxima (N).

e A=gdrea bajo la curva hasta F (trabajo).

e Npicos= nimero de picos

e DL= distancia lineal.
Velocidad de respiracion:

e RR= velocidad de respiracién (ml CO, Kg'!' h'!).
Capacidad antioxidante:

e CApppu= capacidad antioxidante por el método DPPH (mg AA Kg' de

producto).

e CArrap= capacidad antioxidante por el método FRAP (umol de Fe™ Kg' de

producto).
Contenido de fenoles totales
e C*crr-c= contenido de fenoles totales (mg AGE Kg™').

Cada uno de estos atributos evaluados se expresaron como la variacion relativa porcentual,

tal como se indicé en la Ec. 1.

Finalmente, se evalu6 también el contenido de &dcido ascorbico total (AAT) y 4cido

ascorbico (AA):
e Caa= contenido de 4cido ascérbico (mg Kg™).
e Caat= contenido de 4cido ascérbico Total (mg Kg™h).

Se establecié una funcién matemaética para cada una de las respuestas en relacién a las dos

variables independientes:

Yki= f(tv, tr) (EC 2)

En donde:
yki = respuesta k en el dia i,
ty= tiempo de vacio (min),
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t= tiempo de relajacién (min),

i= dia de andlisis.
La ecuacién propuesta para los modelos fue:
yii = BotPitvt Batit Pratutit Pritv*+ PootP+ern (Ec. 3)

En donde:

Bo, B1, B2, P12, P11, P22 son los coeficientes del modelo y £12= error. Las respuestas yx fueron
parametros de transferencia de masa (SG, WL, WR), expresados en porcentaje; parametros
de color (L*, a*, b*, C*3 y hap), propiedades mecdnicas (F, A, DL, Nyicos), Velocidad de
respiraciéon (RR), Capacidad antioxidante (CAppprn y CArrap ), Contenido de Fenoles
totales (C*crr-c), expresados en variacién relativa porcentual; el contenido de &4cido
ascorbico y dcido ascorbico total (Caai y C*aaTi) y finalmente la variacion total de color

AE*ab

2.3.3 Determinacion de las condiciones de proceso 6ptimas.

Una vez desarrollados los modelos matematicos para cada respuesta (yki), en funcién del
tiempo de vacio y de relajacién durante el proceso de impregnacién por vacio, se determinaron
las condiciones de proceso mds adecuadas para maximizar el potencial saludable y /o extender
la vida util de manzanas frescas cortadas. Para lo cual se utiliz6 la metodologia de optimizacién
de repuestas multiples (Deringer y Suich, 1980), que permite la optimizacién simultidnea de las

respuestas estudiadas.

La optimizacion de Respuestas Multiples determina los valores de los factores
experimentales (variables independientes ty y t;) que satisfacen las caracteristicas deseadas para
mds de una respuesta simultineamente. Esto se hace por la construccién de la funcién de
deseabilidad, basada en los valores de las variables respuesta, (Y), la cual se maximiza,

minimiza o se pone un valor objetivo de acuerdo a la respuesta.

Para usar este procedimiento, primero se deben construir los modelos para cada respuesta
en funcidn de las variables independientes en forma individual (polinomio de segundo orden).
Luego se define una funcién de deseabilidad para cada respuesta. La funcién de deseabilidad d

(y) varia entre 0, para una respuesta completamente indeseable, y 1, para una respuesta
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completamente deseable. Esta funcion toma diferentes formas, dependiendo si la respuesta debe

ser maximizada, minimizada o alcanzar un valor objetivo (Statgraphics, 2006).

Cuando se realiza la optimizacién de respuestas multiples se combinan las multiples

respuestas multiples en una sola funcién que puede ser maximizada.

Para combinar las deseabilidades de m respuestas, se crea una sola funcién compuesta D
de deseabilidad. Si todas las variables respuestas son consideradas igualmente importantes
entonces la funciéon compuesta es la media geométrica de las deseabilidades individuales,

calculada por:
D=(d;. d>......dw)" (Ec. 4)

Si alguna de las respuestas es considerada més importantes que otras. Puede definirse un

coeficiente de impacto Ij para cada respuesta, donde: 1< I; <5

El valor mas alto de I; corresponde a la respuesta mds importante. La funcion deseabilidad
global D entonces serd definida como el producto de las deseabilidades individuales elevada al

coeficiente de impacto.
D=(d".d" ...dn™) 20 (Ec. 5)

Un valor D (deseabilidad global) diferente de cero implica que todas las respuestas estan
simultdneamente en un rango deseable; para un valor de D cercano a 1, la combinacién de los

diferentes criterios es globalmente 6ptima.
Se propusieron dos escenarios de optimizacion:

Optimizacién 1: minimizar la velocidad de respiraciéon, maximizando los atributos

relacionados con la calidad sensorial.

Optimizacién 2: minimizar la velocidad de respiracion maximizando los atributos
relacionados con la calidad sensorial y el potencial saludable
2.3.4 Analisis estadistico

Se us6 el programa estadistico Statgraphics Centurion para el andlisis de los datos a través
del andlisis de varianza (ANOVA) y para comprobar la idoneidad de los modelos propuestos.

Asimismo, permitid ajustar los datos experimentales a las ecuaciones polinomiales de 2° orden
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y graficar las superficies predichas a partir de los modelos y realizar operaciones de

optimizacion en los rangos experimentales ensayados.

2.3.5 Validacion de los modelos obtenidos

La validacion de los modelos obtenidos para cada respuesta se realiz6 para valores de las
variables independientes coincidentes con los valores ptimos de tiempos de vacio y tiempo de

relajacion obtenidos como se indic6 en el punto 2.3.3

Una vez obtenidas las condiciones que optimizaron las respuestas segin los objetivos

planteados, se realizaron dos nuevos ensayos de impregnacién, en dichas condiciones.

Para los ensayos se utilizaron muestras de manzana fresca cortada impregnadas de acuerdo
a los tiempos de vacio y relajacion determinados en la seccién 2.3.3 y mediante el

procedimiento descrito en la seccién 2.3

Las respuestas evaluadas son las mismas utilizadas para la optimizacion, es decir, aquellas

que corresponden a cada escenario planteado y cuyos modelos fueron significativos.

Los resultados experimentales y los valores predichos por los modelos se compararon

estadisticamente para determinar diferencias significativas a través de un t-test.
2.4 DETERMINACIONES ANALITICAS

2.4.1 Sdlidos solubles, pH, actividad de agua y humedad.

Las muestras de fruta fresca (FF) y fruta tratada (FT) del dia cero, asi como también
aquellas almacenadas por siete dias, fueron pesadas y posteriormente trituradas para las

diferentes determinaciones analiticas.

La medicién de SS se realiz6 con un refractometro portatil digital PAL-ALFA (Atago,
Tokio, Japén) (Figura 2.5), calibrado con agua destilada. Para la determinacién del pH se utilizé
un pHmetro Cardy Twin B-113 (Horiba Ltd. Kyoto, Jap6n) (Figura 2.5). La calibracion de este
ultimo se realiz6 utilizando solucién buffer de pH 4 y 7. La medicién de actividad de agua (aw)
se realizé en el equipo Aqualab CX2 (Figura 2.6), cual requiere para su estabilizacién un tiempo
aproximado de 30 min. Finalmente, el contenido de humedad se determind a través del método
22.013 del AOAC (1984), obteniendo el peso de la muestra himeda y el peso de la muestra
seca a 65 °C, los resultados se expresan en % (p/p). Todos los andlisis se realizaron por

triplicado.
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Figura 2.6 Medidor de aw Aqualab

2.4.2 Determinacion de parametros de trasferencia de masa: Ganancia de sélidos,

pérdida de agua y reduccion de peso.

A partir de los valores de humedad obtenidos en el punto 2.4.1 se determinaron los

parametros SG (Ec. 6), WL (Ec. 7) y WR (Ec. 8), a partir de las siguientes ecuaciones:

M¢#(100—Hg)—M;*(100—Hj)

SG (%) = - (Ec. 6)
WL (%) = % (Ec. 7)
WR (%) = WL — SG (Ec. 8)

En donde:
M; = masa inicial de la fruta, antes del tratamiento de IV (g)
My = masa final de la fruta, luego del tratamiento de IV (g)
Hi; = Humedad relativa de la manzana fresca cortada (%)

Hr = Humedad relativa de la manzana fresca cortada tratada IV (%)
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2.4.3 Medida instrumental de color

La mediciéon del color se realizd6 segun Piagentini et al. (2012); utilizando un
espectrofotémetro Minolta CM 508-d a 10° de dngulo del observador con iluminante D65 y
SCE (Figura 2.7). La medicion se realiz6 sobre 10 cubos de FF y FT, y se evaluaron los
parametros de acuerdo al sistema CIE L*, a* y b*. La luminosidad varia de L*=100 (blanco) a
L*=0 (negro); el pardmetro a* indica el grado de componente rojo o verde (a* > 0 rojo y a* <
0 verde) y b* determina el grado de componente amarillo o azul (b* > 0 amarillo y b* < 0 azul).
También se determiné sus indices derivados: dngulo de tono (hap) y croma (C*ap), en este caso
el espacio L* C*y, hay, usa el mismo diagrama que el espacio L* a* b* pero en coordenadas
cilindricas, que son definidas a partir de los valores obtenidos para a* y b* (Figura 2.8). Donde
C#ap = (@**+b*)%5 y hyp = arctg(b*/a*). Asi también se determiné la diferencia de color total

AE*, (AE*4 = (AL?+Aa’+Ab%)*°); donde: AL* = L¥pp-L¥pr; Aa* = a*pp-a*pr; Ab* = b*pp-b*pr.

Segun Limbo y Piergiovani (2005), la diferencia total de color, se usa en particular para
distinguir la diferencia entre dos colores, tal como se indica en la siguiente escala:

AE*,, < 0.2: diferencia no perceptible

0.2 <AE*3 < 0.5: muy pequefia diferencia

0.2 <AE*,, < 0.5: pequeia diferencia

2<AE*y < 3: diferencia algo perceptible

3<AE*y < 6: diferencia perceptible

6<AE*y, < 12: fuerte diferencia

AE*,, > 12: colores diferentes
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Figura 2.7 Espectrofotometro Minolta

mt

amarillo

-a*

verde

L*=0 negro
Figura 2.8 Representacion grafica de los pardmetros de color L*a*b* y L*C*4 hap
2.4.4 Propiedades mecanicas

Las mediciones instrumentales de las propiedades mecdnicas son generalmente utilizadas
para evaluar la textura del fruto. Para medir la firmeza de los frutos son muy usados los ensayos
de penetracion o puncion, en los que se mide la fuerza méxima de puncidn requerida para que
la punta cilindrica de metal (acero) penetre en la fruta hasta una distancia determinada (Camps

et al., 2005).

Las propiedades mecdnicas de los cubos de manzanas minimamente procesadas se
evaluaron mediante ensayos de penetracion, para lo cual se utiliz6 un equipo analizador de
textura TA.XT Plus Stable Micro Systems (Godalming, Surrey, Reino Unido) equipado con
una celda de carga de 50 N y con una punta cilindrica de acero inoxidable de 4 mm de didmetro

(Figura 2.9).

Figura 2.9 Texturémetro TA.XT Plus Stable Microsystems con probeta de puncion.
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En cada determinacioén, la punta se desplaz6 desde la superficie de cada cubo de manzana
hasta una distancia de penetracion de 8 mm, a una velocidad de 1 mm/s, registrandose la fuerza
de penetracién durante el desplazamiento de la punta, obteniéndose la curva Fuerza vs

Desplazamiento (Figura 2.10).

Se evaluaron 10-15 cubos por cada muestra, y se registr la fuerza de penetracion en
funcién del desplazamiento. A partir de cada curva de penetracion, se determinaron los

siguientes pardmetros, de acuerdo a Camps et al. (2005) y Tappi et al. (2014).

Fuerza (N)
16

:
A —— e
02 4N p

!
L T T

8

Distancia (mm)

Figura 2.10 Curva de penetracion Fuerza vs Desplazamiento y pardmetros derivados.
fuerza méaxima, drea bajo la curva hasta F; Nimero de picos; distancia lineal

F: Fuerza maxima. Es el valor de la fuerza necesaria para producir la fractura de la
superficie de la fruta que corresponde al punto maximo de la curva. Esta fuerza corresponde al

punto de ruptura de la pulpa (limite de elasticidad) y representa la firmeza, [N].

A: Area bajo la curva, medida desde el comienzo del registro hasta el punto en que se
alcanza la fuerza maxima. Estima el trabajo mecanico necesario para alcanzar el punto de

ruptura Fm, [N.mm].
Nbicos: NUmero de picos, obtenido desde que inicia el test hasta que finaliza.

DL: Distancia lineal, medida desde que inicia el test hasta que finaliza y esta relacionada,

al igual que Npicos, a la calidad de crujiente de la muestra.

Estos parametros de textura se calcularon a partir de cada curva usando el software

especifico del analizador de textura (Exponent Texture Analyser software v. 6.1.4.0, Stable

Micro Systems, R.U.).

56



Materiales y Métodos

2.4.5 Velocidad de Respiracion

La determinacidn de la tasa o velocidad de respiracion (RR) se realiz6 a través del método
estatico o sistema cerrado de acuerdo a Piagentini et al. (2007). El método consiste en colocar
la muestra de fruta en un recipiente herméticamente sellado y determinar el cambio en la
concentracion de CO2 y/o O2 en el tiempo. Se utilizaron frascos de vidrio con un volumen de
835 ml, cerrados con tapas metélicas corona con un septum incorporado, de manera tal que
mantenga la hermeticidad y a su vez permita extraer las muestras gaseosas desde el interior del
mismo (Figura 2.11). La relacién de volumen frasco: volumen fruta fue 10:1. Las tomas de
muestras del espacio de cabeza se realizaron cada 15 min durante la primera media hora, y
posteriormente cada 30 min por un periodo de 2 h. Para cada muestra se determind la densidad
aparente de la fruta, y las determinaciones se realizaron por duplicado. La velocidad de

respiracion se calcul6 segtin las ecuaciones Ec. 9 y Ec. 10:

RRyy = —— . dlo-] (Ec. 9)
PeSO producto dt
RRcp, = Vi ) d[C02] (Ec. 10)
Pesoproducto dt
donde: RRO,, RRCO:;: velocidad de respiracién, [ml Kg™' h'']
[O2], [CO2]: concentracion de Oz y CO», respectivamente, [% (v/V)]
t: tiempo, [h]
V libre: Volumen libre, [ml] (Ec. 11)
Pesoproducto
Vipre = Volumen,, .., — (Ec. 11)

(densidad aparente)

producto

Figura 2.11 Frascos con muestra para medicién de tasa de respiracion.

2.4.5.1 Determinacion de la concentracion de los gases
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La determinacién de la composicion de las muestras de la atmoésfera interior de cada
recipiente se realizo de acuerdo a Piagentini ef al. (2003). Se tomé 1 ml de gas del espacio de
cabeza del frasco con una jeringa Hamilton y se analizd en un cromatégrafo de gases SRI
provisto con detector de conductividad térmica y una columna CTRI (figura 2.12). La
temperatura del horno se fij6 en 45 °C, y el inyector y el detector se mantuvieron en 110 °C. El
flujo de gas portador (H>) se mantuvo en 65 ml min!. La concentracién de cada gas se

determino a través de la Ec. 12:

A F
Y=t (Ec. 12)
Z(AY:' /FrYi)
En donde:

%Y = concentracién del componente Y (ml 100ml!)
Y=CO0O,, 026 N>
Ay = Area bajo el pico de Y en el cromatograma (mV..s)

Fry= Factor de respuesta del componente Y para CO2, O2 6 N2 (mV.s mL™)

Figura 2.12 Cromatégrafo de gases Buck Scientific
2.4.5.2 Determinacion de los factores de respuesta

La determinacion de los factores de respuesta de CO2, Oz y N2, se realizé de acuerdo a
Piagentini (1999). Se inyectaron cantidades exactas de cada uno de dichos gases, dentro del
rango de trabajo. Los valores de las dreas del pico correspondiente se grafican en funcién del
volumen conocido inyectado. Mediante regresion lineal se determina la pendiente de dicha

recta, que es al factor de respuesta correspondiente (Ec. 13).
Ay = Fry*Vy (EC. 13)

En donde: Vy = volumen de Y (ml)
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La determinacion de los factores de respuesta se realiz6 utilizando un gas patrén con la

siguiente composicion: 5,2% COa, 21,2% Oy 73,6% N2

De esta manera, como se observa en las figuras 2.13; 2.14 y 2.15; se obtuvieron los factores

de respuesta (Tabla 2.3).
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Figura 2.13 Curva de calibracién para CO»
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Figura 2.14 Curva de calibracién para O2
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Figura 2.15 Curva de calibracién para N>

Tabla 2.3 Factores de respuesta y coeficiente de determinacion.

GAS Fri (mV.s/ml) R?
CO» 836,3 0,9961
0> 1267,0 0,9993
N 14342 0,9997

~ Fri: Factores de respuesta para los gases; R%: Coeficiente de determinacién.
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2.4.6 Determinacion de Vitamina C

El acido L-ascorbico (AA) es la principal forma bioactiva de la vitamina C, este es oxidado
de manera reversible a dcido L-dehidroascorbico (ADHA). Esta ultima forma también exhibe
actividad biolégica pero una oxidacién posterior e irreversible genera dcido dicetoglicénico,
que no tiene actividad bioldgica. Por lo tanto, la vitamina C, como el 4cido ascérbico total
(AAT) en las frutas, puede asumirse igual a la suma de los contenidos de AA y ADHA (Terefe
et al., 2017; Van de Velde et al., 2012).

Para la determinacién de Vitamina C se utiliz6 la metodologia segin Van de Velde et al.
(2011). Se realiz6 con un cromatégrafo Liquido (HPLC) SHIMADZU serie LC-20A equipado
con una columna de fase reversa Gemini 5u C18 110A de 250 x 4,6 mm, unida a un guarda
columna Phenomenex (Phenomenex Inc., CA, USA) y un detector SPD-M20A, la inyeccion de
la muestra se realiz6 con una jeringa de 100 uL con punta roma, especial para HPLC. Las
determinaciones se realizaron a temperatura ambiente (25 °C), utilizando un flujo de 1.150ml

min’'. El tiempo de andlisis fue de 5 min.

2.4.6.1 Curva de calibrado de dcido ascérbico y Acido ascorbico total por HPLC

Se prepar6 una solucién madre de dcido ascérbico 4 g L' a partir de AA previamente
secado durante 1 hr en estufa a 105 °C, disuelto en solucién extractante (SE: acido
metafosférico 30 g L' + 4cido acético 80 g L'1). Se tomé6 0,5 mL de esta solucién y se diluy6

en 10 mL con SE.

Para la especie AAT: se tom6 4 mL de esta mezcla y se le agregé 1,3 mL de solucion de
DL-ditiotreitol (DTT: 5 g L'}, preparado en fosfato de potasio dibdsico, KzHPO4 2,58 M), y se
dejo6 reaccionar por 2 h en la oscuridad a temperatura ambiente. Finalmente se diluyo esta
solucién a 10 mL con Fase M6vil (FM: solucion buffer 0,03 M de acetato de sodio/acido acético

pH= 5,8 (95%), metanol (5%), previamente filtrada con filtros de nylon de 0,45 um).
Para la especie AA: se tom6 4 ml de la mezcla preparada en (a) y se diluyé a 10 ml con FM

A partir las soluciones para AAT (b) y AA (a) se realizaron las diluciones con FM para
obtener soluciones estandares de 0 a 80 ppm. Se filtraron dichas soluciones en membranas
millipore 0,45 pmy se inyectaron en el HPLC. Se obtuvieron las areas de cada solucion estandar
a partir de las cuales se obtuvieron: una curva de calibrado de area, para AA, AYaa [mv. s] vs
concentracién de AA, CHaa [mg AA L] (figura 2.16), y una curva de calibrado de drea para

AAT, Afxat [mv. s] vs concentracién de AAT, CHaar [mg AAT L] (figura 2.17).
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A partir de las curvas de calibrado realizadas, se obtuvieron los coeficientes de regresion

lineal correspondientes a las ecuaciones obtenidas para AA y para AAT por el método HPLC

(Ec. 14 y Ec. 15):
AFpa = afan + bPaa. CHaa (Ec. 14)

AMpa=14457 + 87978 . CHaa [mg AA L], (R2=0,9997)

8000000 -
7000000 -
= 6000000 -
= 5000000 -
= 4000000 -
= 3000000 -
<t 2000000 -
1000000 -

0

0 20 40 60 80 100
CHAA [mg AA L]

Figura 2.16 Curva de calibrado para concentracion de dcido ascérbico

(Ec. 15)

H H H H
A"aar=a"aaT + b aar. CaaT

Aliar=27186 + 83144.CHaar[mg AAT L], R2 = 0,9995

8000000 -

7000000 -
= 6000000 -
£ 5000000 -
= 4000000 -
< 3000000 -
Z 2000000

1000000 -

0 ¢ : : : : .
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Figura 2.17 Curva de calibrado para concentracién de 4cido ascérbico total

2.4.6.2 Determinacion del contenido de dcido ascorbico y dcido ascorbico total por HPLC

e Obtencion de extractos:

Se pesaron 12,5 g de muestra de FF y FT, se agregaron 25 mL de solucion extractante
(4cido metafosférico 30 g L' + 4dcido acético 80 g L!), se homogeniz6 la mezcla durante 1 min

en un Vortex V-1 plus BOECO y se sonic6 en un ultrasonido TESTLAB por 15 min a
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temperatura de 4 °C. Finalmente se centrifugé a 12000 g durante 20 min en centrifuga
refrigerada de alta velocidad (Heal Force modelo Nefuge 18R) a 4 °C y se tomaron los

sobrenadantes para andlisis por HPLC.
El trabajo con extractos se realiz6 de la siguiente manera:
a. Manzana fresca cortada (FF):

Para determinacién del contenido de dcido ascérbico (AA): Se tom6 1 mL de extracto y se

agregd 1 mL de FM (dilucién 1/1), se homogenizé y se filtré con una membrana Millipore de

0,45 pm, para inyectar en el HPLC.

Para determinacion del contenido de acido ascérbico total (AAT): Se tomaron 2 mL de

extracto + 0,5 mL de solucién de DTT, se dej6 reaccionar durante 2 h en la oscuridad; luego se
tomé 1 mL de esta la mezcla y agregé 1 mL de fase mévil (dilucién 1/1), se homogenizé y

finalmente se filtr6 en membrana Millipore 0,45 um para inyectar en HPLC.

Las muestras se protegieron de la luz y se manipularon en conservadora con refrigerantes

para evitar pérdidas por oxidacidn.
b. Manzana fresca cortada tratada (FT):

Para determinacion del contenido de acido ascérbico (AA): En este caso se efectud una

dilucién (1/10), para ello se tomé 1 mL de extracto y agregaron 9 mL de fase movil, se

homogenizé y filtr6 en la membrana Millipore de 0,45 pm, para inyectar en el HPLC.

Para determinacion del contenido de acido ascérbico total (AAT): Se tomaron 2 mL de

extracto y se agreg6 0,5 mL de solucion de DTT, se dejo reaccionar durante 2 h en la oscuridad
y luego se tomd 1 mL de esta la mezcla y se agregaron 9 mL de fase mévil para llegar a las
diluciones 1/10 respectivamente; finalmente se filtraron las muestras en membrana Millipore

0,45 pm para inyectar en HPLC.

Las muestras se protegieron de la luz y se manipularon en conservadora con refrigerantes

para evitar pérdidas por oxidacion.

Con los valores de las dreas bajo el pico correspondiente, las curvas de calibrado (Ec. 14 y
15), los pesos y los factores de dilucién, se determind la concentracién de AA (CHaa) y de AAT

(CHaat) en mg Kg' de Fruta.
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2.4.7 Determinacion de Fenoles Totales

Para el Contenido de Fenoles Totales (C*cpr), se utilizé el método Folin-Ciocalteau (F-C)
(Rodriguez Arzuaga et al., 2016; Singleton y Rossi, 1965). Este método experimenta
interferencias debido a la presencia de diferentes sustancias (particularmente azicares, aminas
aromdticas, diéxido de azufre, 4cido ascorbico y otros enedioles y reductonas, y hierro (II)) por
lo tanto se realizé una correccion que considera las sustancias interferentes, y de esta manera

obtener exclusivamente la concentracion de fenoles totales.

Se estableci6 una metodologia que combina técnicas espectrofotométricas con
cromatograficas. Para lo cual es necesario determinar experimentalmente:
- Abscrr= Absorbancia correspondiente a la muestra por ensayo de F-C para CFT,
- Absaar= Absorbancia correspondiente a la muestra por ensayo de F-C para AAT, y
- CHu7= Concentracion de 4cido ascorbico total de la muestra determinado por HPLC

(mg AAT L‘l)

2.4.7.1 Curva de calibrado de Acido Gdlico por el método espectrofotométrico de Folin-

Ciocalteu

Se preparé una solucién madre de 4cido gilico (AG) de 100 mg L', a partir de esta se
prepararon soluciones estdndar con concentraciones de 0-80 ppm, se tomaron alicuotas de 250
uL de cada una de las soluciones en tubos falcon y se adicionaron 250 uL del reactivo de Folin-
Ciocalteu (F-C), se dejaron reposar por 3 min, y posteriormente se adicionaron 1500 uL de agua
destilada (V1) + 500 uL de NaxCOs al 10% + 2500 pL agua destilada (V2). Se agitaron los
tubos en un Vortex V-1 plus BOECO, posteriormente se centrifugaron a 4000 rpm por 15 min
y se dejaron reposar en la oscuridad por 15 min. Finalmente se midi6 la absorbancia de las
muestras en espectrofotometro Genesys 10S UV-VIS a 760 nm, obteniéndose por regresion
lineal la curva de calibrado de absorbancia (Abscrr) vs concentracion de dcido galico, Ccrr [mg

AG L] (Figura.2.18. y Ec.16)
Abscrr = acrr + bepr . Cerr (Ec. 16)

Abscrr = 0,0455 + 0,0133 Cerr[mg AG L], (R* = 0,9952)
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0 20 40 60 80 10¢
Cerr(mg AGE 1)

Figura 2.18 Curva de calibrado de Acido Galico obtenida por el método Folin-Ciocalteu

2.4.7.2 Curva de calibrado para la determinacion de dcido ascorbico total, por el método

espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu

Se realiz6 una curva de calibrado para dcido ascorbico en las mismas condiciones que la
curva realizada con dcido galico por el método de F-C. Se prepararon soluciones estindares de
acido ascorbico de concentraciones de 0-140 ppm, se tomaron alicuotas de 250 pL. de cada una
de las soluciones en tubos falcon y se hicieron reaccionar con el reactivo de Folin-Ciocalteu (F-
C), de igual manera que lo descrito anteriormente (2.4.7.1). Se obtuvo por regresion lineal la
curva de calibrado de absorbancia (Absaat) vs concentracién de AAT, Caar [mg AAT L]

(Figura. 2.19 y Ec. 17)
ADbSaaT = aaaT + baat . Caar (Ec. 17)
Absaar =0,0203 + 0,0037 Caat[mg AAT L], (R* = 0,9995)

Siendo x la concentracién de dcido ascérbico total (AAT mg/L)

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Caar (Mg AAT L)

Figura 2.19 Curva de calibrado de 4acido ascérbico total obtenida por método
espectrofotométrico Folin-Ciocalteu

2.4.7.3 Determinacion del contenido de fenoles totales por el método de Folin Ciocalteu

o Preparacion de los extractos:
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Se pesaron 2,5 g de FF y FT, y se adicion6é 25 mL de una solucién de extraccion
acetona:agua (80:20), se homogeniz6 la mezcla en ultrasonido por 15 min. Luego se centrifugd
a 12000 g a una temperatura de 4 °C por un tiempo de 20 min, finalmente se separd el

sobrenadante que se usé para los diferentes andlisis (Piagentini y Pirovani, 2017).

La determinacion se llevé a cabo usando el reactivo F-C. Las reacciones se realizaron en
tubos falcon de 15 ml, tomando 250 puL de extracto + 250 pL de solucién F-C, se dej6 reposar
por 3 min, luego se adicioné 1500 pL de agua destilada (V1) + 500 uLL de Na,COs al 10% +
2500 pL agua destilada (V2), se agitaron y posteriormente se centrifugaron a 4000 rpm por 15
min. Se dejaron reposar en la oscuridad por 15 min para finalmente, medir la absorbancia de
las muestras en espectrofotometro Genesys 10S UV-VIS Thermo Scientific a 760 nm. Las
determinaciones se efectuaron por triplicado. Los resultados obtenidos a partir de la (Ec. 16) se

expresaron en mg [mg AGE Kg™'].

2.4.7.4 Correccion del contenido de fenoles totales por sustraccion de la actividad reductora

del dcido ascorbico

Como anteriormente se menciond, el método mds usado para la cuantificacion de fenoles
totales en alimentos es Folin-Ciocalteu (F-C) por ser simple y rdpido, sin embargo, puede
presentar inconsistencias debido a la presencia de compuestos interferentes en la muestra, entre
los cuales estan la vitamina C y ene-dioles como el 4dcido dehidroascérbico (DHA). El reactivo
de F-C reacciona con los fenoles formando complejos fosfomolibdico-fosfotingstico que a pH
basico se reducen formando 6xidos cromégenos de color azul. La vitamina C (AA + DHA), en
condiciones 4cidas; reacciona rdpidamente con el polifosfotungstato, dando color azul antes de
la adicidn del élcali, por lo tanto, la medicidn espetrofotométrica mide la absorbancia de todos
los compuestos azules formados tanto los provenientes de la reaccion con los fenoles como los
formados por reaccion con AA y DHA. Para solucionar este inconveniente, s€ propuso una
metodologia para mejorar la especificidad del ensayo de F-C en la determinacién de polifenoles
totales por sustraccion de la actividad reductora de la vitamina C (Figura 2.20). En ese sentido
se combinaron metodologias espectrofotométricas y cromatogrificas (HPLC) utilizando
soluciones patrones. De esta manera se obtuvo una ecuacién general (Ec. 19) para la
determinacién del contenido de fenoles totales corregido por la interferencia de vitamina C

(Cortez et al, 2018).
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Absorbancia CFT por F-C
Abscpr=acpr +bepr Cepr

(Ec.16)

Concentracion AAT por

HPLC
cH  — A,':l’AT - aXAT
AAT =T pH
AAT

(Ec. 15)

Absorbancia CFT
corregidos
Abs cpr.c= Abscpr—Abs 441
(Ec.18) Contenido de fenoles totales
corregidos

T _ Abscpr-c — acrr

Cerr—c = — h

CFT:
(
Absorbancia AAT (Ec. 16)

equivalente: Abs ,,;

(
Absorbancia AAT por F-C
Absur = aur + br. Cur
(Ec.17)

\.

Figura 2.20 Esquema para determinacion del contenido de fenoles corregido

Para determinar el contenido de fenoles totales de una muestra sin interferencia del acido

ascorbico (contenido de fenoles totales corregido, Ccrr.c), se determind, Abscrr y CHaar.

A continuacién, con el valor de CHaar y 1a Ec. 17 se determina el valor de Absaar

equivalente, luego se realiza la correccién correspondiente a la actividad reductora del dcido

ascorbico realizando la diferencia entre las absorbancias:

Abscrr.c = AbScrT - AbSaaT

(Ec. 18)

En donde: Abscrr-c = absorbancia corregida por la actividad reductora del dcido ascérbico

Con este valor obtenido de Abscrr.c, se determina el contenido de fenoles totales

corregidos por la actividad reductora del 4cido ascérbico (C'crrc) en mg de AGE Kg''fruta

(Ec. 19):

Al —afl 1V, m
(AbSCFT - <aAAT + bAAT ( AAZH AAT)) g meHPLC ) ) VfCFT — agpr
AAT fHPLC eCFT VeCFT

C*CFT—C( mg AGE ngjrluta) =

En donde:

bepr Mgcrr

(Ec. 19)

C*cre-c = contenido de fenoles totales corregidos [mg AGE Kg'']

Abscrr= Absorbancia de la muestra por F-C
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aaar=ordenada al origen de la curva de calibrado para el contenido de 4cido ascorbico total

por F-C

baar=pendiente de la curva de calibrado para el contenido de 4cido ascérbico total por F-

AHar= Area de 4cido ascérbico total obtenida del analisis por HPLC.

a'aar = Ordenada al origen de la curva de calibrado para dcido ascérbico total por HPLC
b"4ar = Pendiente de la curva de calibrado para dcido ascérbico total por HPLC

d = Dilucioén realizada por el método de HPLC (Extracto: Fase Mdvil)

VenpLc = Volumen de solucion extractante usada para determinaciéon de AAT por método

HPLC

mygpLc= masa de muestra usada para determinaciéon de AAT por método HPLC

mycrr= masa de muestra usada para determinacion de fenoles totales por método F-C
Vecrr= volumen de solucion extractante para determinacién por método F-C
acrr=ordenada al origen de la curva de calibrado para el contenido de fenoles totales por

F-C

bcrr=pendiente de la curva de calibrado para el contenido de fenoles totales por F-C.

2.4.8 Capacidad Antioxidante

Para la determinacion de la capacidad antioxidante se usaron dos metodologias. La primera

fue mediante la capacidad secuestrante del radical DPPH* (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) segun

Brand-Williams et al. (1995). El segundo método fue mediante el poder secuestrante del hierro

(FRAP) de acuerdo a Rodriguez-Arzuaga y Piagentini (2018).

2.4.8.1 Determinacion de la capacidad antioxidante usando radical libre DPPH*

La reduccion del DPPH* se determina registrando el descenso de la absorbancia a una

longitud de onda caracteristica (517 nm) durante la reacciéon. A medida que el radical es

reducido, pierde su coloracion, lo cual permite cuantificar la disminucién de la absorbancia de

la solucién metandlica DPPH*.
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Se utilizaron los extractos obtenidos en el punto 2.4.7.3. En primer lugar, se prepar6é una
solucion metandlica de DPPH* de 0,03 g L!. Para cada muestra se evaluaron diferentes
concentraciones, para lo cual se hicieron reaccionar por triplicado, tres volimenes de extracto
de FF (0,1; 0,2 y 0,3 mL) y tres voldmenes para FT (0,05; 0,075 y 0,1 mL) con 3,9 mL de una
soluciéon metandlica de DPPH*; los blancos de reaccidén se prepararon sustituyendo los
volimenes de extracto con metanol. La mezcla de reacciéon se homogeneizé y luego se dejo
reaccionar al resguardo de la luz durante 30 min, transcurrido este tiempo se midié la
absorbancia de las muestras a 517 nm en un espectrofotémetro Genesys 10S UV-VIS Thermo
Scientific (Figura 2.21). La actividad antioxidante fue expresada como capacidad antioxidante

equivalente al dcido ascorbico (AEAC) de acuerdo a Piagentini y Pirovani (2017) (Ec. 20)
AEAC (mgAA 100g"! de muestra) = (ICsoaa)/ IC50(muestra))*10° (Ec. 20)

En donde:

e ICsoaa)= Cantidad de 4cido ascérbico en ImL de reaccién, necesaria para disminuir
al 50% la concentracién inicial de DPPH*, obtenida de la grafica de %DPPH emanente
versus la concentracién (mg AA ml™! de reaccién).

o ICsomuestray= Cantidad de 4cido ascérbico en 1 mL de reaccién, necesaria para
disminuir al 50% la concentracion inicial de DPPH*. obtenida de la grafica de

9%DPPH emanente Versus la concentracion (mg AA ml™ de reaccién) (Ec. 21).

50—ordenada
ICSO(genérico) ~ " pendiente (Ec. 21)

Figura 2.21 Espectrofotometro Génesis 10S UV-VIS Thermo Scientific
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Para determinar el ICsoaa) se utilizé la misma metodologia empleada para las muestras
(2.4.8.1), sustituyéndolas por soluciones estindar de AA a diferentes concentraciones (0O;
0,0010; 0,0021; 0,0031; 0,0041 y 0,0052 mg AA m L' de reaccién). Se trabajé con 0,1 mL de
solucién estandar y 3,9 mL de la solucién metandlica de DPPH*. Mediante la Ec. 22 se obtiene
el %2DPPH* remanente. La curva se grafic6 como DPPH* remanente vs concentracion (mg AA
mL! de reaccién). El valor determinado para ICso (AA) fue de 0,00404 mg mL™!, este valor se
obtuvo a partir de la curva de %DPPH* remanente vs concentracion que se efectud para cada

solucién estandar (Figura 2.22 y Ec. 23).
%DPPH?* remanente: (Amuestra/Acontrol)*loo (EC 22)

En donde:
Anuestra= absorbancia de la muestra

Acontroi= absorbancia del control (metanol)

120
100 )
80 -
60 -
40 -
20 -

0

%DPPH* remanente

0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006
[AA] mg ml! de reaccién

Figura 2.22 Curva de calibrado con AA del % de DPPH* remanente

En donde:
90DPPH* remanente = apppH + boppH . Caa (Ec. 23)
90DPPH* remanente = 100,45- 12491 Caa [mg AA ml! de reaccion], (R2 =0,999)

2.4.8.2 Determinacion de la capacidad antioxidante usando el método FRAP

El método estd basado en la reduccién de complejo Fe(Ill)-TPTZ (2,4,6- tris 2-pyridil-s-
tiazina) que es incoloro, a la forma ferrosa a bajo pH (poder antioxidante reductor del hierro).

Esta reduccion es medida por el cambio en la absorcién a 593 nm debido a la formacién del
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compuesto azulado Fe(II)-tripiridiltriazina, por accién de los antioxidantes donadores de

electrones. Se utiliz6 la metodologia segiin Rodriguez-Arzuaga y Piagentini (2018).

En primer lugar, se preparé el Buffer Acetato (300 mM a pH 3,6), posteriormente se
preparé el reactivo TPTZ (10mM en 40 mM de HCl), este reactivo se lo debe realizar el mismo
dia del andlisis. Finalmente se prepar6 una solucién de Cloruro de Hierro II (FeCl..6H,O 20
mM) misma que tiene duracion de una semana. Una vez que se tenian listas estas soluciones se
preparé el reactivo de FRAP (pH: 3,6) para ello se tomaron 25 mL de buffer Acetato + 2,5 mL
de TPTZ (10 mM) + 2,5 mL FeCl>.6H>0 (20 mM).

e Para la FF: se hicieron reaccionar 45 pL del extracto de FF (obtenidos de acuerdo
al punto 2.4.7.3) + 135 uL de agua destilada + 900 uL del reactivo de FRAP

e Para FT: se hicieron reaccionar 25 puL del extracto de FT (obtenidos de acuerdo al
punto 2.4.7.3) +155 uL de agua destilada + 900 pL del reactivo de FRAP

e Blanco de reaccion: 180 uL de agua destilada + 900 uL de reactivo de FRAP

En los tres casos el volumen total de reaccion fue de 1080 uL y en todos los casos, las
muestras se llevaron a la estufa a 37 °C por 30 min. Una vez concluido este periodo, se midié
la absorbancia de las muestras a una longitud de onda 593 nm en un espectrofotémetro Genesys
10S UV-VIS Thermo Scientific. Las reacciones se efectuaron por triplicado y los resultados

obtenidos a partir de una curva de calibrado se expresaron en uM Fe*? en 100 g de fruta.

e Curva de calibrado:

Para realizar la curva de calibrado se prepararon soluciones de FeSO4 con concentraciones
de: 0; 0,15; 0,45; 0,75; 1,05; 1,35 y 1,5 mM, las cuales se hicieron reaccionar como se describi

anteriormente, obteniéndose la curva correspondiente (Figura 2.23 y Ec. 24).

ADbSFRAP = aFrap + DFrap . CFesos (Ec. 24)

Absgrap = 0,0478 + 0,9999 C resos, (R* = 0,9953)
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AbSprap
S W = W N

0
CFeso4 (mM)

Figura 2.23 Curva de calibrado para determinar la absorbancia por espectrofotometria en
funcién de la concentracion de FeSOq

Donde:
Abskrap = Absorbancia de soluciones de FeSO4 a 593nm.

Cresos= Concentracion de soluciones de FeSOy,
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3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 RESULTADOS DE LOS ENSAYOS PRELIMINARES
El objetivo de los ensayos preliminares fue estudiar el impacto general de la presion de
vacio (P), el tiempo de vacio/relajacion (t), y el agregado de antioxidantes (mezcla de dcidos

ascorbico y citrico) sobre la calidad de fresco de manzanas minimamente procesadas.

3.1.1 Efecto sobre los sélidos solubles, pH y actividad de agua

La manzana Granny Smith fresca cortada (lavada, pelada y cortada), presenté un contenido
de s6lidos solubles (SS) promedio de 12,3 °Bx (+ 0,66), un pH de 3,2 (£ 0,13) y una actividad
de agua (aw) de 0,976 (x 0,011).

Luego del tratamiento de impregnacion por vacio (IV), las variaciones porcentuales de
solidos solubles y pH (ASS y ApH) fueron afectadas por la adicién de 4cidos, la presion y el
tiempo, ademds se pudo observar que la variacion porcentual de la aw (Aaw) solo fue afectada
por la presion de vacio. La ASS a valores altos de presion de vacio (667,7 mbar), present6 un
incremento importante con respecto a la fruta fresca (FF) (entre 27% y 40 %), dependiendo de
las otras condiciones de proceso. Los valores obtenidos en los ensayos preliminares se muestran
en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1 Efecto de adicién de 4cidos, presion de vacio y tiempo de impregnacion sobre la

variacién de sélidos solubles, pH y actividad de agua de manzanas Granny Smith frescas
cortadas.

Variables Independientes Respuestas
Cac Caa Prizlgil(l) de tf;(:;nnl:i(:er(llfo ASS ApH Aaw
(%) (%) (mbar)  (min) (t/to) (%) (%) (%)
677 3/3 20,28 -3,6CA 0,2;:B
1% 1% ’ 10/10 22,1€ -11,2 -0,2
6673 3/3 26,8P -7,68 0,34
’ 10/10 39,6 -7,88 0,44
677 3/3 15,94 -3,0¢ 0,08¢
0% 0% ’ 10/10 30,9; —0,8§ 0,2i
6673 3/3 29,2 -0,3 -0,3
’ 10/10 26,9 1,8F 0,44
p 0,0000 0,0000 0,0034

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas por el test de Tuckey (p<0,05)
Caa: Concentracion de &cido ascoérbico; Cac: Concentracion de &cido citrico.

El uso de soluciones osmoéticas dcidas reduce el pH del producto impregnado, favoreciendo

asi la conservacién del producto y ademds como una estrategia para evitar el pardeamiento
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enzimdtico (Derossi et al., 2012); lo cual coincide con los resultados obtenidos, cuando la
presion de vacio es baja, el pH disminuye, y atin més cuando el tiempo de tratamiento es mayor.
Sin embargo, cuando la presién de vacio es alta, el pH disminuye de igual manera para ambos
tiempos de tratamiento (Tabla 3.1). De acuerdo a los resultados obtenidos en los ensayos
preliminares, asi como también en resultados observados por otros autores, la presién de vacio
puede ser la variable mas importante en el proceso de IV, ya que esta es la que representa la
fuerza con que se produce el gradiente de presion entre los espacios intercelulares del alimento
y la SO que lo rodea (Mujica-Paz et al., 2003). Paes et al. (2007), también evaluaron el efecto
del tiempo de vacio y tiempo de relajacién en manzanas variedad Gala durante la impregnacion
por vacio, utilizando presion suave (40 mbar) y solucién osmotica isotdnica, los periodos de
tiempo utilizados fueron entre 0 y 120 min. Segun estos autores, el mayor incremento de sélidos
solubles se produce cuando los tiempos son alrededor de los 10 min, pasado este tiempo existe

un incremento, pero no es significativo.

3.1.2 Ganancia de sélidos, pérdida de agua y reduccion de peso

Los pardmetros de transferencia SG, WL y WR son las respuestas que cominmente se
utilizan cuando las muestras son sometidas a osmodeshidratacién e impregnacién por vacio
(Diamante et al., 2014; Fito, 1994; Carciofi et al., 2012; Paes et al., 2007). Estos pardmetros
permiten cuantificar de manera general el fendmeno del mecanismo hidrodindmico (HDM)

propuesto por Fito y Pastor (1994) y Fito et al. (1996).

A diferencia de los tratamientos osmoticos realizados a presion atmosférica, la utilizaciéon
de vacio permite que el proceso de transferencia de liquido externo hacia el interior de la matriz
vegetal sea mds efectivo, generando de esta manera un llenado de los poros (espacios
intercelulares) del alimento con un mayor volumen de solucién osmética. Este volumen es

funcion del gradiente de presidn generado durante el procesamiento (Fito y Pastor, 1994).

Para la determinacion de los pardmetros de transferencia de masa, se determiné el contenido
de humedad de la manzana fresca pelada y cortada sin tratar, el cual presentd un valor de 84,41

*+1,52%.

En lo referente a los parametros de transferencia de masa, la SG fue afectada por la presion
de vacio y el tiempo de tratamiento, alcanzando mayores valores en manzanas tratadas con

667,7 mbar de presion. WR solamente resulté funcion de la presion de vacio, lo cual concuerda
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con el modelo predictivo para manzana obtenido por Mujica et al. (2003), quien estudi6 el
tiempo y la presion de vacio, donde también determind que la presion de vacio es el factor que
mads influye durante el proceso de IV. En todos los casos se obtuvieron valores negativos,
indicando un incremento de peso. A alta presion, se puede ganar entre 3-4%. LLa WL en el rango
de las variables estudiadas no se vio afectada por ninguin factor, resultando 1.8% en promedio
(Tabla 3.2). En este sentido, y acorde con lo descrito por Lazarides (2001), mediante los
procesos de IV se busca que el pardmetro WL sea bajo, para minimizar la pérdida de peso de la

fruta tratada.

Tabla 3.2. Efecto de la presion de vacio y tiempo de impregnacion sobre los pardmetros

de transferencia de masa

Variables Independientes Respuestas
Cic  Can gl ot SG WL WR
(%) (%) (mbar) (tv/tr) (min/min)  © (%) (%)
3/3 3.02 1,79 513
677
10/10 2.38 1.47 0,91
1 1 373 6.04 375 379
667.3 10/10 453 170 .82
33 2.05 0.96 1,09
67.7 10/10 4.12 1.89 222
0 0 373 537 .85 357
667.3 10/10 5.18 1.97 321

Caa: Concentracion de acido ascorbico; Cac: Concentracion de &cido citrico. SG: ganancia de sélidos; WL: pérdida de agua; WR:
reduccion de peso.

En un ensayo previos realizados (no publicado), cuando se utilizaron soluciones osméticas
de concentracion elevada (50 °Bx), con presiones de vacio alta y tiempos largos, la ganancia de
s6lidos (SG) varié entre el 8 y 16%, a su vez la pérdida de agua fue mayor a 9%, siendo estos
valores superiores a aquellos obtenidos con SO de 30 °Bx. Estos resultados se asemejan a

aquellos obtenidos por Paes et al. (2014), en manzanas Gala, cuando utiliz6 una presion de

vacio menor (40 mbar) y ty y t; de 15 y 25 min, respectivamente.
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3.1.3 Propiedades mecanicas

La fruta fresca (FF) present6 un valor de fuerza méxima de 14,94 N. En el caso de la
variacion porcentual de la firmeza respecto a la fruta sin impregnar (AF), la presion de vacio
utilizada influyé en los resultados encontrados. Las frutas impregnadas a P> (667.3 mbar)
perdieron un 28 y 33.5% de la firmeza segun el tiempo de tratamiento. Sin embargo, con una
combinacién de presion de vacio baja P; (67,7 mbar) y tiempo corto (t;: 3 min), la firmeza
aument6 levemente (=1%) (Tabla 3.3). Neri er al. (2016) observaron en manzanas Golden
Delicious tratadas por IV que cuando la solucién osmdtica es solamente agua, existe un
decrecimiento en la firmeza a medida que incrementa la presion de vacio, incluso a bajos
valores de presion. Este efecto se debe al dafio generado en las estructuras celulares, lo cual

genera una alteracion en el comportamiento mecanico de la fruta I'V.

Tabla 3.3 Efecto de la presion y los tiempos de procesamiento en la variacion relativa

porcentual de fuerza mdxima de manzanas impregnadas al vacio

Presion de vacio Tiempo vacio/relajacion (min) AF
(mbar) (tv/tr) (%)
_ 33 0.9%
P1:67.7 10/10 -8.9%
. 3/3 -33.58
P2: 667.3 10/10 -28.08
» 0.0000

3.1.4 Parametros de color

La manzana Granny Smith fresca cortada sin tratamiento, presentd los siguientes valores
para los pardmetros de color L*, a* y b* de 71,3 (x 2.9), -0,481 (= 0,3) y 19,5 (= 2,5),

respectivamente.

Valores positivos de AL* hacen referencia a que las muestras son mds claras, mientras que
valores negativos indican muestras mds oscuras, respecto a la manzana fresca cortada sin

tratamiento.

Las frutas impregnadas con P> mostraron reduccién de la luminosidad respecto a la FF bajo
las dos condiciones de tiempo (AL* negativos), alcanzando valores entre el 20 - 21% menores
que las muestras sin tratar; en cambio con Py y ti se produjo un aumento de L* (muestras mas
claras) de aproximadamente 8% (Tabla 3.4). En este sentido, Moreno et al. (2011), reportaron

una tendencia similar respecto a la disminucién en la luminosidad de manzanas Granny Smith
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sometidas a IV a 50 mbar por 5 min a diferentes temperaturas (30 a 50 °C), con una solucién

de sacarosa (65°Bx).

Con respecto a la cromaticidad, las frutas tratadas a P; tuvieron incremento en los valores
de cromaticidad (C*4) alcanzando un aumento entre un 12 a 15%. Sin embargo, cuando se
trabajo con P2, se generd disminucion de este valor, alcanzando una reduccion en la intensidad

del color del 18 al 25% (Tabla 3.4).

En lo que respecta al cambio en el dngulo de tono (Ah,p), si bien fue significativo, en la
mayoria de los casos los cambios fueron menores (0.2 al 7%) y positivos (tonos més amarillos).
La Ahyp, s6lo fue negativa al trabajar con presion baja Py y t; (muestras menos amarillas, més
rojizas), mientras que con tz practicamente no hubo cambios con respecto a la fruta sin tratar

(Tabla 3.4).

Tabla 3.4 Efecto de la presion de vacio y tiempo de tratamiento sobre los pardmetros de

color.

Presion de vacig}fsﬁggdén AL* AC*ap Ahap AEub

, a

vacio (mbar) (min) (%) (%) (%)

3/3 7,94 15,44 22,544 7,14

P1:67.7 10/10 22,08 12,44 0,178 2,38
3/3 -21.4¢ -24.8B 6,63€ 16,8¢

P>: 667.3 ’ ’ ’ ’

2 10/10 20,1 -17.8B 2240 15,6C
p 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas por el test de Tuckey (p<0.05)
Las mayores diferencias de color (AE*.) entre la fruta fresca cortada sin tratar y la fruta
impregnada, se obtuvieron a la mayor presiéon P>. A baja presion, el cambio de color se
considera de algo a bastante perceptible, segin lo sugerido por Limbo y Piergiovani (2005) y a

alta presion, los cambios de color son muy importantes (AE*4, > 12) para ambos tiempos.
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C#1=18.3 C*w=15.6
C#a=19.1 AE*5=7.1 AE*.=16.8

Figura 3.1 Cambios en el color de manzanas minimamente procesadas sometidas a
impregnacion por vacio impregnacion al vacio a) Fruta fresca sin tratamiento, b) fruta
tratada a baja presion de vacio y c) fruta tratada a alta presion de vacio.

La IV implica una sustitucion parcial o total del aire presente en los poros por solucién
osmotica (SO), lo cual es dependiente de la presion de vacio ejercida, que a su vez estd
relacionado con las propiedades Opticas del producto (Martinez-Monz6 et al., 2001; Neri et al.,
2016). En tal sentido el uso de presiones de vacio mds bajas, favorecerdn el mantenimiento de

los atributos visuales de las muestras.

Figura 3.2 Fruta tratada por Impregnacién por vacio a una presion alta.

Asimismo, en ensayos realizados (no publicado) con SO de 50 °Bx durante 10 min de vacio
y también de relajacidn, se observé que cuando se utilizan presiones de vacio altas con
soluciones osmdticas hipertonicas con dcidos, las muestras se observan menos claras y mas
verdes, las cuales se diferencian notablemente respecto a la calidad de fresco de la manzana

recién cortada (Figura 3.2).

La manzana fresca cortada sin ningtn tratamiento adicional, tiene la caracteristica de ser
susceptible a presentar pardeamiento enzimaético, alterdndose las caracteristicas sensoriales. Por
lo cual el uso de tratamientos a base de 4cido citrico (reductor de pH y quelante de Cu*) y dcido

ascorbico (agente reductor y secuestrante de oxigeno) son indispensables para mantener o
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mejorar la calidad de fresco de frutas frescas cortados (Roble et al., 2011; Ferreira et al., 2010,
Martin-Belloso et al., 2009). De acuerdo con Neri ef a. (2016), la transparencia que se observa
en las muestras IV es debido a la sustitucién de aire por solucién osmdética en los poros de la
muestra lo cual afecta directamente en la percepcion del color, cuando las presiones de vacio
utilizadas son menores a 857mbar. También se ha evidenciado que, durante la etapa de vacio,
el aire ocluido en los poros de la fruta arrastra s6lidos hacia la solucion osmotica (Neri et al.,
2016), efecto que se evidencié cuando se realizaron tratamientos con la presion de vacio mas

alta (677 mbar) y solucion osmoética de 30°Bx con 1%AA + 1% AC. (Figura 3.3b).

Figura 3.3 Impregnacion de manzanas variedad Granny Smith con distintas presiones de
vacio

(a) P:67,7 mbar; (b) P:677 mbar

Asi mismo, Neri et al. (2016), evaluaron manzanas Golden Delicious impregnadas con
agua, y determinaron que a medida que incrementa la presion de vacio (entre 50 y 857 mbar),
la ganancia de agua en el producto es mayor y que a su vez existe un aumento en la pérdida de
sOlidos solubles después del tratamiento, independientemente del tiempo de tratamiento, este
efecto es debido al arrastre de s6lidos que ocasiona el flujo de aire hacia el exterior del fruto

durante el tiempo de vacio.

Es importante mencionar que la tecnologia I'V parte de la necesidad de optimizar el proceso
de osmodeshidratacién (OD), como un pre-tratamiento de deshidratacion y/o congelacion
(Zhao y Xie, 2004). Es por lo cual que varios estudios se han enfocado en incrementar la pérdida
de agua (WL) y la ganancia de sdlidos (SG) a través del modelado del mecanismo
hidrodindmico, mds que en mantener o mejorar las caracteristicas de fresco del producto,

incluso después del almacenamiento refrigerado (objetivo de la presente investigacion).
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En el caso del presente estudio, se requiere mantener las caracteristicas de “fresco” de las
manzanas minimamente procesada luego del tratamiento y posterior almacenamiento. Como se
determind en este ensayo preliminar, las posibilidades de aplicacion de impregnacion por vacio
para mantener esta condicion tienen algunas limitaciones importantes en cuanto a la presion de
vacio que se puede aplicar. Los tiempos empleados en general mostraron un menor impacto en
el rango experimental ensayado. Por lo tanto, y en funcién de los resultados obtenidos en estos
ensayos preliminares, se determind que la presion seleccionada para realizar los estudios
posteriores con IV es la de 67.7 mbar (condiciones de proceso suave), con una SO de 30°Brix
con 1% de acido ascorbico +1% de 4cido citrico, y variando el tiempo de vacio y tiempo de

relajacion para encontrar las mejores condiciones de proceso.

3.2 MODELADO DE LOS CAMBIOS EN LA CALIDAD DE MANZANAS FRESCAS
CORTADAS GRANNY SMITH IMPREGNADAS AL VACIO EN FUNCION DEL
TIEMPO DE VACIO Y RELAJACION

Para el desarrollo de los modelos predictivos, se usé la metodologia de superficie de

respuesta.

En primer lugar, se comprobd la idoneidad del modelo elegido para cada respuesta, a partir
de los test de diagndstico, los mismos que se basan en el andlisis de los residuos. Los resultados
de dichos test (no mostrados) indicaron que se cumple adecuadamente con las suposiciones de
homogeneidad de la varianza, independencia y normalidad de los errores. Por lo tanto, se pudo

aplicar ANOV A para los modelos propuestos de cada una de las respuestas.

3.2.1 Cambios en los parametros de transferencia de masa por efecto del tiempo de vacio

y tiempo de relajacion durante la impregnacion por vacio

Los valores experimentales de los pardmetros de transferencia de masa obtenidos en la
investigacion se presentan en la Tabla 3.5. La materia prima utilizada para la determinacion de

dichos parametros present6 un contenido de humedad promedio de 85,1 + 0,3%.
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Tabla 3.5 Valores obtenidos para ganancia de s6lidos, pérdida de agua y reduccién de peso
en el dia 0 debido a la impregnacién por vacio.

Variables

Independientes Respuestas
i : SG WL WR
bmin) i) ) %) (%)
14 7.5 192 174 018
73 7.5 202 180 022
3 75 169 141 027
75 14 192 107 085
3 3 048 014 062
3 12 1,59 1,32 027
1,14 75 125 088 038
7.5 1,14 1,69 0,46 1,23
12 3 150 095 054
12 12 221 218 0,03
7 75 208 093 -L1s

SG: Ganancia de sélidos; WL: pérdida de agua: WR: Reduccién de peso
tv: tiempo de vacio; tr: tiempo de relajacion

Tabla 3.6 Andlisis de varianza de los modelos obtenidos para ganancia de sélidos,
pérdida de agua y reduccién de peso en el dia 0.

Suma de Cuadrados

Fuente de
variacién G.L. SG WL WR
(%) (%) (%)
A: tv (min) 1 0,74 1.23* 0,05
B: tr (min) 1 0,5% 1.52% 0,23
AA 1 0,38 0,09 0,06
AB 1 0,07 0,01 0,01
BB 1 0,13 0,90* 0,42
Falta de ajuste 3 0,44 0,47 0,18
Error puro 2 0,05 0,08 0,08
Coef. Determinacién (R?) 78,33 87 78,18

G.L: grados de libertad; *p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001; SG: Ganancia de sélidos; WL: pérdida de agua:
WR: Reduccién de peso. tv: tiempo de vacio; tr: tiempo de relajacién

e [Efecto sobre la ganancia de sélidos

El modelo no present¢ falta de ajuste significativa (pfaita de ajuste= 0,1516), y explica a través

del estadistico R? el 78,33% de la variabilidad de los datos.

El término lineal del tiempo de vacio (ty) fue el que tuvo mayor influencia sobre la SG,
seguido del tiempo de relajacion (t;), segin lo observado en el diagrama de Pareto obtenido
(Figura 3.4); asimismo se observé que la SG se incrementa a medida que ty y t aumentan, como

se puede observar en la Figura 3.5

80



Resultados y Discusion

A:tv[min] [,
B:tr[min] = -
AA ||
BB | | |
o | [
o 1 2 3 4 5 s

Efecto estandarizado

Figura 3.4 Diagrama de Pareto estandarizado para la ganancia de s6lidos de manzanas
frescas cortadas impregnadas al vacio

22 F 3

1,8 -
1,6 -
14 -
1,2 - -

SG (%)

1,14 14,0 1,14 14,0
tv[min] tr[min]

Figura 3.5 Grifica de efectos principales para la ganancia de s6lidos de manzanas frescas
cortadas impregnadas al vacio

El modelo reducido obtenido para el SG se presenta a través de la Ec. 25
SG (%) = 0,73 + 0,07ty + 0,06, (Ec. 25)
SG(%)

Il 0,0-1,25
1,25-2,5

SG(%)
=

3 4 3
567"910“1213,4‘

tv[min]

Figura 3.6 Grifica de superficie de respuesta estimada para la ganancia de sélidos de
manzanas frescas cortadas impregnadas al vacio

De acuerdo al grafico de superficie de respuesta (Figura 3.6) se puede observar que a
diferentes combinaciones de ty y t; se pueden incrementar los s6lidos, alcanzando un valor
maximo de 2,1% para ty y t: de 9,5 y 10,5 min, respectivamente. Asimismo, Silva-Paes et al.

(2007) y Wang et al. (2014) observaron una tendencia similar en manzanas impregnadas con
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soluciones osmdticas de 40 y 50 °Bx, a una presiéon de 40 mbar, que cuando los periodos de
vacio y de relajacion se incrementan, la ganancia de s6lidos también aumenta. Utilizando el
modelo obtenido con los tiempos de IV utilizados por Phianmongkhol et al. (2015), para ty y t;
de 10 min con solucidn isotOnica, se obtiene un valor de 2.03%, el cual es menor al obtenido
por dichos autores (3.07 + 0.55 %), pero puede estar relacionado a que el tamafio de los cubos
es menor, por lo que hay mayor superficie de contacto con la SO, y a que la relacién muestra:SO

es 1:4.
o Efecto sobre la pérdida de agua

Respecto a la pérdida de agua (WL), el modelo no presentd falta de ajuste significativa

(Pfalta de ajuste= 0,2861) y logré explicar el 87% de variabilidad de los datos.

En el caso del modelo para WL se observo que los términos lineales ty y tr, y el cuadratico
de t; resultaron significativos, tal como se observa en el diagrama de Pareto (Figura 3.7). Dicho

efecto fue observado también por Wang et al. (2014).

B:tr[min] T
Astv[min] -

BB ||
mil ]
=

2 4 6 8
Efecto estandarizado

Figura 3.7 Diagrama de Pareto estandarizado para la pérdida de agua de manzanas
frescas cortadas impregnadas al vacio

De acuerdo a la grafica de efectos principales, se observé que WL se incrementa a medida

que ty y traumentan, lo que significa que se reduce el contenido de agua de las muestras (Figura

3.8).
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WL(%)

1,14 14,0 1,14 14,0
tv[min] tr[min]

Figura 3.8 Griéfica de efectos principales para la pérdida de agua de manzanas frescas
cortadas impregnadas al vacio

A través de la Ec. 26 se presenta el modelo reducido obtenido para la pérdida de agua (WL).

WL (%) = -0,93 + 0,09t, + 0,36t — 0.02 t, (Ec.26)

WL(%)

Figura 3.9 Gréfica de superficie de respuesta estimada para la pérdida de agua de
manzanas frescas cortadas impregnadas al vacio

Se pudo observar que la mayor pérdida de agua (2,18%) se obtiene a ty y t: de

aproximadamente 12 min cada uno (Figura 3.9).

Phianmongkhol ez al. (2015), también estudiaron el efecto del tiempo de vacio y tiempo de
relajacion en melén y manzana impregnadas por vacio, y observaron un efecto similar al
presente estudio, en el cual ambos tiempos influyen en la pérdida de agua. Esta tendencia
también coincide con los resultados obtenidos, por Paes et al. (2007), a pesar de haber estudiado
con condiciones operativas diferentes. Sin embargo, Mujica et al. (2003), al estudiar el tiempo
de procesamiento y la presion de vacio, evidencié que dentro de los tiempos de vacio
experimentales del presente trabajo, no existi6 diferencia en la variacién del volumen de SO

incorporado en la fruta, a pesar de haber trabajado con una presién de vacio més alta (135 mbar).
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e [Efecto sobre la reduccion de peso (WR)

Valores negativos en WR indican incremento de la reduccion peso. Ninguno de los factores
presento un efecto significativo (p > 0,05) sobre la variacion relativa porcentual de la reduccion
de peso. Sin embargo, se pudo observar que los tratamientos por IV, incrementaron ligeramente
el peso de las muestras tratadas dentro del rango experimental, siendo el valor promedio de WR
de las manzanas tratadas por impregnacién por vacio (FT) de -0,52 + 0,39%. Este pequeiio
incremento en el peso indica casi un equilibrio entre la cantidad de s6lidos que se ganan y la

cantidad de agua que se pierde luego de los tratamientos.

3.2.2 Cambios en los sélidos solubles, pH y actividad de agua por efecto del tiempo de

vacio y tiempo de relajacion durante la impregnacion por vacio

3.2.2.1 En el dia de procesamiento

Los resultados experimentales obtenidos se presentan en la Tabla 3.7. Valores positivos en
la variacion relativa porcentual al dia 0, de sélidos solubles (ASSo), pH (ApHo) y actividad de
agua (Aawo) indican incremento en el pardmetro medido. En la Tabla 3.8 se presentan los

ANOVA correspondientes a las distintas respuestas en el dia cero.

Tabla 3.7 Cambios en sélidos solubles, pH y actividad de agua debido al proceso de
impregnacion por vacio en el dia 0.

Variables Independientes Respuestas
. . ASSo ApHo Aawo
tv (min) tr (min) (%) (1370) (%)
14 7,5 21,74 -1,72 -0,03
7,5 7,5 15,72 0,00 0,24
) 7,5 16,97 -2,63 -0,10
7,5 14 18,92 -5,14 -0,24
3 3 9,45 -3,16 -0,17
3 12 16,44 -4,80 -0,07
1,14 7,5 13,77 -5,82 -0,07
7,5 1,14 13,52 -4,97 -0,14
12 3 16,07 -2,82 0,00
12 12 17,16 -3,84 0,00
7,5 7,5 16,34 -7,30 -0,03

tv: tiempo de vacio; tr: tiempo de relajacion; SS: solidos soluble: a,: actividad de agua

Tabla 3.8 Andlisis de varianza de los modelos obtenidos para la variacion relativa
porcentual de solidos solubles, pH y actividad de agua al dia O.
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Suma de Cuadrados

Fuente de variacion G.L. ASSo ApHo Aawo
(%) (%) (%)
A: ty (min) 1 42,76* 0,31 0,01
B: t; (min) 1 29,98%* 1,08 0,00
AA 1 0,17 8,06 0,01
AB 1 8,70* 0,09 0,00
BB 1 2,00 0,61 0,06
Falta de ajuste 3 11,38 12,4 0,02
Error puro 2 0,78 27,34 0,06
Coef. Determinacién (R?) 87,6% 19,3% 46,0%

G.L: grados de libertad; *p<0,05;**p<0,01;***p<0,001; tv: tiempo de relajacion; tr: tiempo de relajacion; SS:
solidos soluble: ay: actividad de agua

o Effecto sobre SSo
La fruta sin tratar (FF) al dia O present6 en promedio una concentracion de sélidos solubles
de 12,51 £ 0,34 °Bx. El valor obtenido se encuentra dentro del rango establecido (11,1-13,2

°Bx) por Gémez et al. (2012), asi como también por Piagentini y Pirovani (2017).

El modelo no presentd falta de ajuste significativa (pfalta de ajuste=0,0948) y mediante el

estadistico R? se logré explicar el 87,6% de variabilidad de los datos.

De acuerdo a los resultados del ANOVA (Tabla 3.8) y a lo observado en el diagrama de
Pareto (Figura 3.10) para ASSo, el término lineal del tiempo de vacio (tv), el tiempo de relajacion
(t:) y la interaccion entre los dos factores (tyt;), fueron significativos. En la grafica de efectos

principales (Figura 3.11) se observo que la ASSo se incrementa a medida que ty y t: aumentan.

A:tv[min]

B:tr[min]

AB
BB

AA

0 2 4 6 8 10 12
Efecto estandarizado

Figura 3.10 Diagrama de pareto estandarizado para la variacién relativa porcentual de
sOlidos solubles al dia O de manzanas frescas cortadas impregnadas al vacio.
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Figura 3.11 Gréfica de efectos principales para la variacion relativa porcentual de sélidos
solubles al dia 0 de manzanas frescas cortadas impregnadas al vacio.

El efecto de la interaccion entre el ty y t: sobre la variacion relativa porcentual de sélidos
solubles al dia cero (ASSo) se representa graficamente en la Figura 3.12, observindose que, a
tiempos de vacio bajos, la ASSo es funcién del tiempo de relajacidn, presentando asi, un
incremento de sé6lidos solubles a medida que el tiempo de relajacion aumenta. Mientras que
cuando el tiempo de vacio es mayor, existe independencia de t;, observandose valores altos del

incremento en la variacién de s6lidos solubles para cualquier t; (Figura 3.12).
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Figura 3.12 Gréfica de interacciones para la variacion relativa porcentual de sélidos
solubles al dia 0 de manzanas frescas cortadas impregnadas al vacio.

En la ecuacion (Ec. 27) se presenta el modelo reducido obtenido para la variacion relativa

porcentual de sélidos solubles al dia O (ASSo).

ASSo (%) = 4,77 +1,06ty + 0,98t; - 0,073 tyt; (Ec. 27)
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Figura 3.13 Gréfica de superficie de respuesta estimada para la variacion relativa
porcentual de sélidos solubles al dia 0 de manzanas frescas cortadas impregnadas al
vacio.

De acuerdo a la Figura 3.13, a tiempos de vacio altos (ty > 12min) se produce un mayor
incremento de sélidos solubles en la fruta (18 - 24%), es decir entre 14,75- 15,5 °Bx. Estos
valores son un poco mads altos que aquellos obtenidos por Tapia et al. (1997), quien utilizé una
presién de vacio de 60 mbar con una SO de 60 °Bx, y mediante el uso nuestro modelo obtenido

con las condiciones de estos autores, se obtiene una concentracién de 15,37 °Bx.

Un efecto similar fue observado por Phianmongkhol et al. (2015), quienes observaron que,
a diferencia del meldn, los tiempos de procesamiento tienen influencia sobre la manzana var.
Granny Smith impregnada bajo vacio suave (50 mbar), lo cual puede atribuirse a que la
porosidad efectiva en esta fruta es mayor, y ademds porque esta caracteristica permite una mejor
impregnacion de solucién osmdtica en la matriz. También Silva-Paes et al. y Borges-Laurindo
(2007), estudiaron el efecto del tiempo de vacio y tiempo de relajacién en manzanas var. Gala,
impregnadas por vacio con una solucidén isotdnica y observaron que el mecanismo
hidrodindmico (HDM) ocurre principalmente en los primeros 5 min de relajacion, donde se
evidenci6 el mayor contenido de s6lidos solubles. Asimismo, observaron que el tiempo de vacio
influye en el desaireado de la muestra, a medida que incrementa el tiempo de vacio, el contenido

de sé6lidos solubles también es mayor.

e Efecto sobre pHo

Al igual que lo obtenido por Piagentini y Pirovani (2017) y por Gémez et al. (2012), la
fruta sin tratar (FF) al dia O presentd, en promedio, un pH de 3,21 + 0,073

El modelo propuesto para representar los cambios de pHo en funcién de ty y t; presentd un
R? muy bajo y ninguno de los términos fue significativo (Tabla 3.8). Sin embargo, se observé

que los tratamientos en general, disminuyen el pH de la fruta fresca, obteniéndose un pHp
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promedio de las manzanas tratadas por impregnacion por vacio (FT) de 3,06 + 0,036. Este
efecto puede atribuirse a que la solucion osmética contiene el 1% de acido citrico y el 1% de
dcido ascorbico, los cuales pueden incorporarse en la matriz impregnada junto con la solucién

osmotica.

e [Efecto sobre awo
La awo promedio de las manzanas sin tratar con impregnacién por vacio (FF) fue de

0,985+0,002.

El modelo propuesto para representar los cambios de awo en funcién de ty y t; presentd un

R? muy bajo y ninguno de los términos fue significativo (Tabla 3.8).

La awo promedio de las manzanas tratadas por impregnacién por vacio (FT) fue de 0,985 +

0,001, valor que no se diferenci6 significativamente de la materia prima.

En un estudio realizado en manzanas Golden Delicious, que fueron tratadas por
osmodeshidratacion, se evidencié que con una solucién hiperténica (51 °Bx) de sacarosa y
tiempos de hasta 12 h de proceso, es posible disminuir la aw de valores desde ~0,99 hasta valores

de ~0,9 (Lerici et al., 1985).

En estudios realizados por Mujica et al. (2003b), en impregnacion por vacio de manzanas,
se evidencia que, cuando se utilizan presiones de vacio entre 135-674 mbar, y concentraciones
de SO de 40-60%, valores superiores a los empleados en el presente trabajo, existe una
reduccién de aw del 0,6-1,8%, a diferencia de los resultados obtenidos con las condiciones

empleadas en esta tesis.

3.2.2.2 Luego de 7 dias de almacenamiento a 1,5°C.

Los resultados experimentales obtenidos para la variacion relativa porcentual de sélidos
solubles, pH y actividad de agua en el dia 7 (ASS7, ApH7, Aaw7), se presentan en la Tabla 3.9.

Valores positivos indican incremento en el pardmetro medido.
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Tabla 3.9 Cambios en sélidos solubles, pH y actividad de agua debido a la impregnacién por
vacio en el dia 7.

Variables Independientes Respuestas
. . ASS7 ApH7 Aawz
tv (min) tr (min) (%) (1370) (%)
14 7,5 26,84 -5,13 -0,17
7,5 7,5 20,63 -4,68 -0,27
7,5 7,5 19,23 -6,10 -0,47
7,5 14 14,94 -3,52 -0,20
3 3 18,36 -2,59 -0,13
3 12 15,24 -3,99 0,20
1,14 7,5 15,49 -2,35 -0,13
7,5 1,14 12,26 -2,72 -0,20
12 3 19,38 -4,90 -0,37
12 12 23,60 -2,64 0,20
7,5 7,5 17,17 -5,12 -0,13

tv: tiempo de vacio; tr: tiempo de relajacidn; SS: sélidos solubles; ay: actividad de agua

En la Tabla 3.10 se presenta el ANOV A obtenido para las respuestas de SS, pH y aw al dia

Tabla 3.10 Andlisis de varianza de los modelos obtenidos para la variacion relativa
porcentual de sélidos solubles, pH y actividad de agua al dia 7.

Suma de Cuadrados

Fuente de variacion G.L. ASS7 ApH7 Aawr
(%) (%) (%)
A: tv (min) | 83,47* 1,82 0,01
B: tr (min) 1 2,91 0,39 0,13
AA | 12,54 3,21 0,06
AB 1 13,47 3,35 0,01
BB 1 28,71 6,33 0,03
Falta de ajuste 3 12,44 1,73 0,15
Error puro 2 6,06 1,06 0,06
Coef. Determinacion (R2) 89,4% 83,3% 48,6%

G.L: grados de libertad; *p<0,05; **p<0,01;***p<0,001; SS: sélidos solubles; ay: actividad de agua

e Effecto sobre SS7

La fruta fresca sin tratar (FF) al dia 7 presentd, en promedio, una concentracién de sélidos

solubles de 12,21 + 0,49 °Bx.

El modelo no present6 falta de ajuste significativa (Pfaita de ajuste=0,4485) y el estadistico R?
indica que el modelo propuesto explica el 89,4% de variabilidad de los datos.
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De acuerdo al ANOVA y como se observa en el diagrama de Pareto (Figura 3.14) para
ASS7, el unico término significativo fue el lineal del tiempo de vacio (tv). Este término presentd

efecto positivo, es decir, a medida que el tyaumenta, la variacién relativa porcentual de sélidos

solubles al dia 7 es mayor.
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Figura 3.14 Diagrama de Pareto estandarizado para la variacion relativa porcentual de
s6lidos solubles al dia 7 de manzanas frescas cortadas impregnadas al vacio

En la ecuacién (Ec. 28) se presenta el modelo reducido obtenido para la variacion relativa

porcentual de sélidos solubles al dia 7 (ASS7).

ASS7 (%) = 6,65 + 0,7ty + 2,12t; - 0,13t (Ec. 28)
ASST (%)
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Figura 3.15 Grifica de superficie de respuesta estimada para la variacion relativa
porcentual de sélidos solubles al dia 7 de manzanas frescas cortadas impregnadas al vacio

Como se observa en el grifico de superficie de respuesta estimada (Figura 3.15) para la
variacidn relativa porcentual de s6lidos solubles al dia 7 (ASS7), para tiempos de vacio superior
a los 7 minutos, la variacién relativa porcentual de sélidos alcanza valores de hasta 29%
(correspondiente a un contenido de los SS de la fruta tratada de aproximadamente 14,9 °Bx),

dentro del rango experimental.

e Efecto sobre pH~

El modelo propuesto para representar los cambios de pH7 en funcién de ty y t; presenté un

R? de 83,3% y ninguno de los términos fue significativo (Tabla 3.10).
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La fruta sin tratar FF al dia 7 present6 en promedio un pH de 3,21 + 0,49, valor que no
difiere del obtenido al dia 0. Sin embargo, al dia 7, el pH7 promedio de las manzanas tratadas
por impregnacién por vacio (FT) fue de 3,09 + 0,06, mismo que es similar a aquel obtenido al

dia O para las muestras FT.

e [Efecto sobre aws
La aw7 promedio de las manzanas sin tratar con impregnacién por vacio (FF) fue de 0,989
+ 0,001. El aw7 promedio de las manzanas tratadas por impregnacion por vacio (FT) fue de

0,986 £ 0,001. Para Aaw7 tampoco se obtuvo un ajuste al modelo predictivo propuesto.

En ambos casos, tanto para fruta fresca como fruta tratada, se puede observar que aw

present6 un ligero incremento después del almacenamiento refrigerado por 7 dias.

3.2.3 Cambios en los parametros de color por efecto del tiempo de vacio y tiempo de

relajacion durante la impregnacion por vacio

El pardeamiento enzimético en manzanas frescas cortadas es una de las principales causas
de pérdida de calidad visual, por lo cual es necesario el uso de agentes antipardeantes (Lee et
al., 2003b; Rico et al., 2007; Piagentini et al, 2012). La metodologia mds utilizada a fin de
evitar el pardeamiento enzimdtico ha sido la utilizaciéon de tratamientos quimicos, el dcido
ascorbico y sus derivados, el 4cido citrico y los cloruros de sodio y potasio como aditivos
quimicos han sido los mas importantes (Artés et al. 1998). Sin embargo, existe una tendencia
de usar nuevos agentes antioxidantes para evaluarlos con el fin de evitar pérdidas sensoriales y
nutricionales (Piagentini ef al. 2012; Rodriguez-Arzuaga, y Piagentini, 2017). En estas

circunstancias la IV facilita la penetracion de dichas soluciones en la matriz alimentaria.

El color es uno de los atributos sensoriales que mds se relaciona con la aceptabilidad de un
producto, por lo cual la efectividad del tratamiento para evitar que se genere un cambio dréstico

en los diferentes pardmetros de color es importante.

Mediante espectrofotometria de reflexion se determinaron los parametros L*
(luminosidad), a* (rojo/verde), b* (amarillo/azul), C*ab (cromaticidad) y hap (dngulo de tono)

para describir los cambios de color en las muestras IV.

91



Resultados y Discusion

3.2.3.1 En el dia de procesamiento

La manzana en general contiene un alto contenido de polifenoles, lo cual genera un rdpido
pardeamiento enzimdtico cuando no se ha realizado un tratamiento posterior al corte,

(Piagentini y Pirovani, 2017; Rico et al., 2007).

Los resultados experimentales se presentan en la Tabla 3.11. Valores positivos en los
cambios de los parametros L*, a*, b*, C*4, y ha indican incremento en el pardmetro de la
muestra tratadas con respecto a la muestra de manzana fresca cortada sin tratar en el dia 0.

Mayores valores de AE*,,0 indican mayor diferencia total de color entre la muestra tratada y la

muestra de manzana fresca cortada sin tratar en el dia 0. En la Tabla 3.12 se presenta el ANOVA

para los modelos obtenidos para los parametros de color en el dia 0.

Tabla 3.11 Cambio en los pardmetros instrumentales de color de manzanas impregnadas por
vacio al dia 0.

Variables

independientes Respuestas
. ) AL Aa*g Ab*g AC*3p0 Ahano
bmin)  G@in) gy gy ) @) ()
14 7.5 0,47 -3,04 18,52 18,24 -1,28 2,98
7,5 7,5 -0,66 43,88 28,73 25,05 0,71 4,00
7.5 7.5 -3,77 -19,68 10,59 10,23 -1,89 3,41
7,5 14 2,43 -2,39 8,19 8,07 -0,62 2,33
3 3 7,90 -43,65 38,36 29,07 -4,97 7,04
3 12 3,39 -54,87 -36,88 -11,10 -1,61 9,21
1,14 7,5 -0,33 25,96 -1,92 -3,89 1,58 0,87
7.5 1,14 -0,50 -15,38 -16,40 -4.82 -0,71 1,04
12 3 1,93 16,29 13,54 13,56 0,13 2,87
12 12 -0,13 52,02 -0,54 -0,24 2,18 0,60
7,5 7,5 -1,53 -1,10 4,52 4,51 -0,02 1,97
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Tabla 3.12 Anélisis de varianza de los modelos obtenidos para la variacion relativa
porcentual de los pardmetros de color al dia 0.

Suma de Cuadrados

Fuente de

. G.L. ALY  Aa*)  Ab%p AC*ap0 Ahanbo
variacion (%) (%) (%) (%) (%) AE*ap0
A: tv (min) 1 8,08 1989,2 221,19 93,42 2,82 12,19
B: tr (min) 1 10,37 231,98 351,82 154,58 3,69 0,30
AA 1 23,08 11,93 41,81 25,21 0,00 0,23
AB 1 1,5 551,08 935,14 173,84 0,43 4,93
BB 1 8,79 6953 4165 126,89 0,77 0,01
Falta de ajuste 3 47,6 5588,28 2009,0 849,83 25,78 51,12
Error puro 2 5,15 2359,18 317,34 224,98 3,80 2,18
Coef. Determinacién (R?) 46,9% 30,27% 45,28%  33,91% 21,25%  24,6%

G.L: grados de libertad; *p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001

Para los pardmetros de color en el dia 0, ninguno de los factores tuvo un efecto
significativo. La fruta sin tratar FF al dia O presento, en promedio, un valor de L*o de 73,12 +
2,44, valor similar a los reportados en la bibliografia (Rodriguez-Arzuaga et al.,2016;
Piagentini y Pirovani, 2017). El L*p promedio de las manzanas tratadas por impregnacién por

vacio (FT) fue de 73,29 +0,98.

La fruta sin tratar FF al dia O presentd, en promedio, un valor de a*o de -1,84 +0,41. El a*

promedio de las manzanas tratadas por impregnacion por vacio (FT) fue de -1,73 + 0,34.

La fruta sin tratar FF al dia O presentd, en promedio, un valor de b*o de 17,90 £ 2,41. El
b*o promedio de las manzanas tratadas por impregnacién por vacio (FT) fue de 18,58 + 1,69.
Los valores obtenidos indican que la fruta tratada es ligeramente més amarilla que la fruta sin

tratar.
La fruta sin tratar FF al dia O presentd, en promedio, un valor de C*,,0 de 17.36 +1,36. El
C*a00 promedio de las manzanas tratadas por impregnacién por vacio (FT) fue de 18.66 + 1,70.
La fruta sin tratar FF al dia O presentd, en promedio, un valor de hapo de 95,91 + 1,36. El

havo promedio de las manzanas tratadas por impregnacion por vacio (FT) fue de 95,32 + 0,92.

Al dia cero, la variacién total de color total al dia O con respecto a la FF (AE*a0), resulté

en un valor promedio de 3.30 £ 2.66.
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Los parametros de color medidos inmediatamente después de la impregnacién por vacio,
no fueron funcién del tiempo de vacio ni del tiempo de relajacion dentro de los rangos
experimentales ensayados. Tampoco se determinaron diferencias entre FF y FT en el dia 0,

como se observa en la Tabla 3.15

Los resultados obtenidos se asemejan a los reportados por Varela et al. (2007), en manzanas
Fuji tratadas por inmersion con diferentes compuestos antioxidantes (dcido ascorbico y acido
propionico), donde no se observaron diferencias significativas entre los distintos tratamientos
ni con la FF, inmediatamente luego del tratamiento. Sin embargo, dependeré del tipo de fruta a
impregnar, como en el caso de Pérez-Cabrera ef al. (2011), quienes reportaron que en ensayos
realizados en peras IV, con una presién de 50 mbar con SO isoténica con compuestos
antioxidantes, disminuyen los valores de L* y C*,, en concordancia con otros autores, quienes
explican que puede cambiar ligeramente el color de la fruta debido al intercambio gas-liquido
elevado, lo cual implica una homogenizaciéon del indice de refractivo en el tejido, con un
subsecuente incremento en la relacion de absorcion/refraccion de la luz incidente en la
superficie de la muestra. Este efecto genera un leve incremento en la transparencia de la
muestra, lo cual genera un impacto en la percepcion del color, contrario a lo ocurrido en la

presente tesis, donde se logré mantener las caracteristicas visuales de fruta fresca cortada.

3.2.3.2 Luego de 7 dias de almacenamiento a 1,5°C

Los resultados experimentales se presentan en la Tabla 3.13, y en la Tabla 3.14 se presenta
el ANOVA obtenido para las respuestas L*, a*, b*, C*, hay y AE*s luego de siete dias de

almacenamiento refrigerado.
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Tabla 3.13 Cambios en los pardmetros instrumentales de color de manzanas impregnadas por
vacio al dia 7.

Variables Respuestas
Independientes
. . AL"7 Aa*y Ab*7 AC*ab7 Ahap7
tv (min)  t: (min) (%) (%) (%) (%) (%) AE*ap7
14 7,5 -2,95 -151,08 -34,61 -34,83 17,34 11,02
7,5 7.5 7,92 -148,50 -29,55 -29,89 16,01 10,75
7,5 7,5 8,71 -168,13 -37,88 -37,84 11,45 12,03
7,5 14 5,82 -196,33 -32,81 -33,41 15,74 10,46
3 3 5,46 -149,95 -26,99 -29,04 14,40 9,52
3 12 3,39 -185,12 -41,93 -38,14 7,66 9,88
1,14 7,5 2,77 -221,08 -36,92 -32,44 10,75 9,41
7,5 1,14 2,08 -178,81 -25,43 -28,14 13,35 8,82
12 3 0,43 -241,87 -22,38 -22,03 11,00 6,49
12 12 6,40 -133,90 -34,29 -32,38 17,82 10,91
7,5 7,5 7,79 -203,73 -27,09 -26,82 13,79 10,06

Tabla 3.14 Anélisis de varianza de los modelos obtenidos para la variacion relativa
porcentual de los pardmetros de color al dia 7.

Suma de Cuadrados

Fuente de

variacion G.L. AL7  Aa*;  Ab*7  AC¥aw Ahaby b
(%) (%) (%) (%) (%)

A: ty (min) 1 13,41% 4937 2932 1048 34,06 0,018
B: t; (min) 1 10,61* 328,16 170,47 89,76 1,93 6,35
AA 1 74,97*% 84,57 20,35 2,51 0,30 1,24
AB 1 16,16% 5122,26 2,30 0,39 45,97 4,12
BB 1 1521% 144,02 12,73 4,01 0,00 3,38
Falta de ajuste 3 11,25 37905 4552 57,02 7,00 4,18
Error puro 2 0,4958 1567,68 63,95 64,69 10,40 2,77

Coef. Determinacién (R?) 90,85% 52,88% 69,64%  47,54% 82,19% 67,01
G.L: grados de libertad; *p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001

Ninguno de los factores tuvo un efecto significativo (p > 0,05) sobre la variacion relativa
porcentual de a* al dia 7. La fruta sin tratar FF al dia 7 presentd, en promedio, un valor de a*;
de 2,54 £1,01. El a*; promedio de las manzanas tratadas por impregnacién por vacio (FT) fue
de -1,81 +£0,39. Los valores obtenidos indican que la fruta tratada present6 tonos verdes propios
de la variedad, a diferencia que la fruta sin tratar luego de 7 dias a 1.5 °C. La manzana fresca
cortada sin tratar presenta valores de a* positivos, lo que significa la presencia de tonos rojizos

en las muestras, debido al pardeamiento enzimético.
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De la misma manera, los tiempos de vacio y relajacion no afectaron significativamente (p
> 0,05) la variacion relativa porcentual de b* al dia 7 (Tabla 3.14). En promedio, la fruta sin
tratar FF al dia 7 presentd, un valor de b*; de 25,74 + 0,79. Mientras que el b7* promedio de
las manzanas tratadas por impregnacion por vacio (FT) fue de 17,67 + 1,28. Los valores
obtenidos indican que la fruta tratada es menos amarilla que la fruta sin tratar, luego de 7 dias

al.5°C.

Asimismo, ningin factor tuvo un efecto significativo (p > 0,05) sobre la variacién relativa
porcentual de C*,, al dia 7 (Tabla 3.14). La fruta sin tratar FF al dia 7 presentd, en promedio,
un valor de C*,57 de 25,88 +£0,83. El C*,57 promedio de las manzanas tratadas por impregnacion
por vacio (FT) fue de 17,76 + 1,30. Los valores obtenidos indican que la fruta tratada present6

un color menos intenso que el de la fruta sin tratar luego de 7 dias.

Tampoco se observo efectos significativos (p > 0,05) sobre la variacion relativa porcentual
de hyp al dia 7. La fruta sin tratar FF al dia 7 present6 un valor promedio de hay7 de 84,41 £ 2,18,
significativamente menor que las manzanas tratadas por impregnacion por vacio (FT) (95,81 +
1,06). Los valores obtenidos indican que la fruta tratada present6 tonos verdosos (hap, >90),
mientras que las muestras sin tratar presentaron tonos entre amarillos y rojizos (ha, < 90). Estos
resultados indican que no se desarrolla pardeamiento enzimdtico en las muestras tratadas luego

de 7 dias a 2 °C.

Al igual que los anteriores pardmetros de color, ninguno de los factores tuvo un efecto
significativo (p > 0,05) sobre la diferencia total de color AE*;, al dia 7. No se observaron
diferencias significativas en la variacion total del color total al dia 7 por efecto de los
tratamientos. El valor promedio de AE7de 9,94 + 1,06, valor que hace referencia a que existe

diferencia respecto a la manzana fresca cortada sin tratar, luego de 7 dias a 1,5.

Para AL*; se obtuvo un modelo sin falta de ajuste (praia de ajuse= 0,0626) que explicé el
90,85% de la variabilidad de los datos. La fruta sin tratar FF al dia 7 presentd, en promedio, un

valor de L*7 de 69,10 + 1,63.

De acuerdo al diagrama de Pareto (Figura 3.16) para AL*7 todos los términos resultaron
significativos, siendo el termino mas significativo (p < 0,01) el cuadrético del tiempo de vacio
(). Se observé que AL*7 se incrementa a medida que el t, y t. aumentan, hasta un valor

maximo de 8,4%; cuando ty= 7,13 min y t;= 8,9 min. Un aumento posterior del ty y t., produce
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una disminucidn en AL*7 llegando a valores negativos para los mayores de ty, como se muestra

en la figura 3.18 (oscurecimiento de la muestra IV con respecto a la fruta sin tratar).
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Figura 3.16 Diagrama de Pareto estandarizado para la variacion relativa porcentual del
pardmetro de color L* al dia 7 de manzanas frescas cortadas impregnadas al vacio

El efecto de la interaccion entre el ty y t; sobre la variacidn relativa porcentual del pardmetro
de color L* al dia siete (AL*7) se representa graficamente en la Figura 3.17. Se puede observar
que el pardmetro en estudio es funcién de la combinacién del tiempo de vacio y relajacion. Para
valores bajos de ty, AL*; disminuye con t,. Mientras que cuando se trabaja con altos ty, el AL*;
aumenta con el incremento de t;. Este efecto se puede justificar debido a que a medida que
incrementa el ty, mayor es la cantidad de aire ocluido en los poros de la fruta que se libera hacia
el exterior, mientras que, a medida que aumenta t;, mayor es la cantidad de compuestos

antioxidantes que ingresan en la fruta.
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Figura 3.17 Gréfica de interacciones para la variacion relativa porcentual del pardimetro
de color L* al dia 7 de manzanas frescas cortadas impregnadas al vacio

En la ecuacion (Ec. 29) se presenta el modelo obtenido para la variacidn relativa porcentual

de solidos solubles al dia 7 (AL*7).

AL#*7 (%) = -0,64 + 1,65ty + 0,71t - 0,18t,> + 0, I tyt; - 0,08t (Ec. 29)
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AL*7 (%)
Il -9.0--2,0
B -2,0-5,0

5,0-12,0

9 10 11 12 13 14
tv[min]

Figura 3.18 Grifica de superficie de respuesta estimada para la variacion relativa
porcentual del pardmetro de color L* al dia 7 de manzanas frescas cortadas impregnadas
al vacio

Como se observa en la grafica Figura 3.18, muestras mds claras se obtienen a partir de un
amplio rango de combinaciones de ty y t;, mientras que muestras muy oscuras se obtienen a

tiempos de vacio elevados y tiempos de relajacion bajos, dentro del rango experimental.

En un estudio realizado en peras tratadas por IV suave, con soluciones isotdnicas y tiempos
de tratamientos de ty = 5 min y t;= 10min, también se observé una reduccion de la luminosidad
(~50%) luego de una semana de almacenamiento refrigerado, cuando se evaluan distintas

soluciones antioxidantes (Pérez-Cabrera et al., 2011).

Como se puede observar en las tablas 3.13 y 3.14, las condiciones de tratamiento suave no
influyeron significativamente sobre los pardmetros de color en el dia O y 7 de almacenamiento
a 1,5°C, salvo como ya se menciond, en el caso de la luminosidad. Por otro lado se destaca que
practicamente no hay diferencias de color entre el dia O y 7 para las FT y, por el contrario la FF
muestra un marcado cambio entre el dia 0 y 7 debido a la ausencia de tratamiento antioxidante.
Sin embargo, para la FF se pudo observar que existe una diferencia entre los promedios
obtenidos, evidencidndose que para todos los pardmetros de color, la fruta fresca del dia 7 es
diferente, lo cual se atribuye a que el tratamiento de IV con soluciones antioxidantes, mantiene
el color inicial de la materia prima, demorando la aparicién del pardeamiento enzimatico en la

muestras tratadas (tabla 3.15).
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Tabla 3.15 Efecto de la impregnacién por vacio y del tiempo de almacenamiento sobre los
pardmetros de color de manzanas frescas cortadas var. Granny Smith

Atributo Muestra Dia Promedio + DS
A
R 0 73,13 £2.,56
L +1,034
T 0 73,29 + 1,
0 -1,66 + 1,394
" FF 7 2,24 +1,078
T 0 -1,96 + 0,804
7 -1,99 + 0,744
R 0 18,226 +2,376A
b 7 25,439 +0,9298
T 0 18,118 + 1,430A
7 17,491 + 1,369A
F 0 17,36 +1,3594
c 7 25,88 +0,832B
ab T 0 18,66 + 1,701A
7 17,76 +1,3034
R 0 95,91 + 1,360A
b 7 84,41 £2.176B
ab T 0 95,32 + 0,923A
7 95,81 + 1,0664

Letras diferentes en la misma columna y para cada atributo indican diferencias significativas por el test de Tuckey (p<0,05)
1: no se incluyen los valores del dia 7 porque varian significativamente con las variables de proceso estudiadas,. FF: fruta
fresca; FT: fruta tratada

3.2.4 Cambios en las propiedades mecanicas por efecto del tiempo de vacio y tiempo de

relajacion durante la impregnacion por vacio

En el proceso de impregnacion por vacio ocurren dos fenémenos consecutivos, el primero
es el de deformacidn-relajaciéon (DRP), el cual afecta la microestructura y las propiedades
mecénicas del alimento, y el segundo es el mecanismo hidrodindmico que se enfoca en la
transferencia de masa, causando importantes cambios en las propiedades mecénicas del

producto (Betoret et al., 2015).

Los cambios de presion generados debido al proceso de impregnacién por vacio generan
deformaciones estructurales, que afectan posteriormente a los propiedades mecénicas (Fito,
Chiralt et al., 2000), tal como se observa en los resultados obtenidos. Es por ello que varios
autores han investigado sobre el uso de soluciones a base de calcio, reportando que ayuda a
mantener la firmeza por enlazarse con las paredes celulares y las pectinas de la laminilla media,
estabilizando las membranas celulares y/o afectando el turgor celular en meldn (Kader, 2002;
Luna-Guzman y Barret, 2000 y Saftner ez al., 2003). Sin embargo, se ha observado en productos

tratados por IV, que una medida para mejorar los atributos texturales se basa en la ganancia de
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sOlidos de la matriz alimentaria luego de ser tratadas. Asimismo, seria una medida para
optimizar la tecnologia de productos tratados con calcio e irradiacion, donde se ha observado
que la falta de firmeza de las manzanas tratadas, es debido a una falta de penetracién del i6n

calcio en la matriz vegetal (Garcia y Barret, 2002).

La pérdida de agua celular no solo reduce su volumen, la membrana celular presenta
también alteracion y separacion de la pared celular lo cual llega a deformarse, produciéndose
asi un estrés mecanico sobre la laminilla media, la cual es también alterada. Todos estos
cambios estructurales afectan considerablemente las propiedades mecénicas, las cuales definen

la aceptabilidad final del producto por parte del consumidor (Castell6 et al., 2009).

Los test de puncién son los métodos mds comunmente usados para evaluar los cambios en
las propiedades mecdnicas de frutas como las manzanas, sobre todo porque sirven como

complemento al andlisis sensorial (Camps et al., 2005)

3.2.4.1 En el dia de procesamiento

Los resultados experimentales se presentan en la Tabla 3.16. Valores positivos en la
variacion relativa porcentual en el dia 0 de fuerza maxima (AFy), drea bajo la curva hasta F que
representa el trabajo (AAo), nimero de picos (ANpicosp) y distancia lineal (ADLy), indican
incremento en el pardmetro medido, es decir un incremento en la firmeza o en las caracteristicas

de crujencia en la muestra I'V.
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Tabla 3.16 Cambios en Fuerza maxima, trabajo, Niumero de picos y Distancia lineal en el
dia 0 debido a la impregnacion por vacio

Variables Independientes Respuestas

. . AF0 AAO ANpicos0 ADLO

v (miw) e (min) (%) (%) (%) (%)
14 7.5 -25,02 -30,95 -52,01 -19,20
7,5 7,5 -6,33 11,94 -32,7 -17,49
7,5 7,5 -6,75 12,92 -30,00 -16,55
7,5 14 -5,59 10,11 -7,90 -10,19

3 3 19,64 20,92 -9,40 3,83

3 12 10,82 14,8 -14,84 -2,86
1,14 7.5 7,82 10,48 -7,07 5,02

7,5 1,14 1,44 1,46 -10,22 1,81
12 3 -5,96 -7,11 -48,65 -6,50
12 12 4,64 1,37 -3,90 -11,94
7,5 7.5 2,72 1,84 -43,66 21,11

F: Fuerza méaxima; A: Area bajo la curva hasta F; Npicos: Numero de picos; DL: Distancia lineal.

En la Tabla 3.17 se presenta el ANOV A obtenido para las respuestas de firmeza en el dia 0.

Tabla 3.17 Anélisis de varianza de los modelos obtenidos para la variacion relativa
porcentual de las propiedades mecénicas al dia O

Suma de Cuadrados

I‘;;‘f;tcelfrf G.L. AF, AAo  ANpicosy  ADLo
(%) (%) (%) (%)
A: tv (min) 1 756,58* 1266,79* 1014,44*  350,80*
B: tr (min) 1 6,76 28,26 259,31 99,38
AA 1 1,33 290,59 50,56 201,07*
AB 1 94,28 53,29 629,76 0,39
BB 1 75,87 2,93 959,16 309,46*
Falta de ajuste 3 363,00 223,47 333,92 37,52
Error puro 2 57,25 75,24 104,67 11,59
Coef. Determinacion (R2) 69,4% 85% 86,8% 94,6%

G.L: grados de libertad; *p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001; F: Fuerza maxima; A: Area bajo la curva hasta F;
Npicos: Numero de picos; DL: Distancia lineal.

o Effecto sobre Fo
La fruta sin tratar FF al dia O presentd, en promedio, una fuerza méxima de 15,38 + 1,39 N.

El modelo para AFy no present6 falta de ajuste significativa (Pfaita de ajuste=0,1972) y mediante

el estadistico R? se logré explicar el 69,4% de variabilidad de los datos.
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De acuerdo al diagrama de Pareto (Figura 3.19) y a la grafica de efectos principales (Figura
3.20) para AFy el unico término significativo fue el lineal del tiempo de vacio (tv). Se observo

que la AFy disminuye a medida que el ty aumenta, es decir tienen efecto negativo.
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Figura 3.19 Diagrama de Pareto estandarizado para la variacion relativa porcentual de
Fuerza maxima al dia 0 de manzanas frescas cortadas impregnadas al vacio
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Figura 3.20 Grafica de efectos Principales para la variacion relativa porcentual de Fuerza
méxima al dia 0 de manzanas frescas cortadas impregnadas al vacio

En la ecuacion (Ec. 30) se presenta el modelo reducido obtenido para la variacion relativa

porcentual de la firmeza al dia 0 (AFo).

AFo(%) = 16,07 - 2,17ty (Ec. 30)
AFO (%)
-30,0--10,0
30 -10,0-10,0
20 B 10,0-30,0
é 10
== 0
< -10

456789]0]]]2]3]4]

tv[min]

Figura 3.21 Grifica de superficie de respuesta estimada para la variacion relativa
porcentual de Fuerza méxima al dia O de manzanas frescas cortadas impregnadas al vacio
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En la Figura 3.21 se observa que combinaciones de tiempo de vacio y de relajacion bajos,
generan un incremento entre el 10 y 30% de la fuerza maxima, mientras que tiempos de vacio
alto con bajos tiempos de relajacién, disminuyen entre el 10 y 20% la Fo, respecto a la fruta

fresca sin tratar.

Cuando los tiempos de vacio son bajos se determiné que puede existir un leve incremento
de la firmeza, similarmente a lo informado por Torreggiani y Bertolo (2001) en kiwis tratados
por osmodeshidratacion a presion atmosférica, donde existe un ligero incremento en la firmeza
por efecto simultdneo de la ganancia de sélidos y pérdida de agua en las muestras. Algunos
autores como Gil et al. (1998) y Rocculi et al. (2003) proponen que para mantener la firmeza

del producto tratado, se deberia utilizar calcio en la SO.

Este efecto se debe al dafio generado en las estructuras celulares, lo cual genera una
alteracion en el comportamiento mecanico de la fruta IV. Por lo tanto, la textura de las frutas
procesadas por impregnacion por vacio, estd ampliamente relacionada con la cantidad de agua,
lo cual se refleja en la pérdida del turgor y de elasticidad (Martinez-Monzo et al., 1998; Zhao
y Xie, 2004).

e Effecto sobre Ao

El modelo no present6 falta de ajuste significativa (pfaita de ajuste= 0,3529) y mediante el
estadistico R? se logré explicar el 84,9% de variabilidad de los datos. La fruta sin tratar FF al

dia O present6 en promedio un édrea (Ao) de 89,33 + 12,87 N.mm.

De acuerdo al diagrama de Pareto (Figura 3.22) y a la grafica de efectos principales (Figura
3.23) para AAo el unico término significativo fue el lineal del tiempo de vacio (tv). Se observo

que la AAo disminuye a medida que el ty aumenta, es decir tienen efecto negativo.
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Figura 3.22 Diagrama de Pareto estandarizado para la variacion relativa porcentual del
area al dia 0 de manzanas frescas cortadas impregnadas al vacio
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Figura 3.23 Gréfica de efectos Principales para la variacion relativa porcentual del drea
al dia 0 de manzanas frescas cortadas impregnadas al vacio

En la ecuacion (Ec. 31) se presenta el modelo reducido obtenido para la variacidn relativa

porcentual del area o trabajo al dia 0 (AAo).

AAo (%) = 10,71 + 2,66t, - 0,36t (Ec. 31)
AAO (%)
-30,0--10,0
- B -10,0-10,0
S 10,0-30,0
<o
g

Figura 3.24 Grafica de superficie de respuesta estimada para la variacion relativa
porcentual del 4rea al dia O de manzanas frescas cortadas impregnadas al vacio

Se observa en la Figura 3.24, que combinaciones de tiempo de vacio y de relajacién bajos,
generan un incremento maximo del 18,8% del area (trabajo), mientras que a medida que

aumenta el tiempo de vacio, disminuye el trabajo hasta un valor de -32,1% respecto a la fruta
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fresca sin tratar, lo cual significa que a mayor ty se requiere un menor esfuerzo para masticar la

fruta.

e Effecto sobre Npicoso
El modelo no presentd falta de ajuste significativa (pfalta de ajuste=0,3357) y mediante el
estadistico R? se logré explicar el 86,8% de variabilidad de los datos. La fruta sin tratar FF al

dia O presentd en promedio un numero de picos (Npicoso) de 41,2 + 5,4.

Se observo de acuerdo al diagrama de Pareto (Figura 3.25) para A%Npicoso, que el tnico
término significativo fue el lineal del tiempo de vacio (tv). La respuesta disminuye a medida

que el ty aumenta, es decir tienen efecto negativo.
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Figura 3.25 Diagrama de Pareto estandarizado para la variacidn relativa porcentual del
numero de picos al dia 0 de manzanas frescas cortadas impregnadas al vacio

En la ecuacion (Ec. 32) se presenta el modelo reducido obtenido para la variacion relativa

porcentual del nimero de picos al dia 0 (ANpicoso).

ANpicoso (%) = -13,42 —2,55t, + 1,18t; (Ec. 32)
ANPicos0 (%)
-60,0--35.0
o B B -35,0--10,0
s 23 -10,0-15.0
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Z
Z 37
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Figura 3.26 Grifica de superficie de respuesta estimada para la variacién relativa
porcentual del nimero de picos al dia 0 de manzanas frescas cortadas impregnadas al
vacio
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Se observa en la Figura 3.26 que combinaciones de tiempo de vacio y de relajacion bajos,
se presenta un mayor numero de picos en la curva de puncién, mientras que a medida que
aumenta el tiempo de vacio, el nimero de picos disminuye, llegando a una disminucién del

aproximadamente -45,5%, lo que significa que la fruta tratada es menos crujiente.

La caracteristica de crujiente de la manzana, estd relacionada con el nimero de picos
obtenidos en la grafica, y se puede observar que a medida que incrementa el tiempo de vacio,
disminuye el valor de estos pardmetros, los cuales son muy importantes para la aceptabilidad

del producto por parte del consumidor.

e Effecto sobre DLo
El modelo no present6 falta de ajuste significativa (Pfalta de ajuste=0,3323) y el estadistico R?
indica que el modelo explica el 94,6% de variabilidad de los datos. La fruta sin tratar FF al dia

0 present6 en promedio una distancia lineal (DLo) de 63,83 + 9,85.

Se observé de acuerdo al diagrama de Pareto para la ADLy (Figura 3.27), que el término
mads significativo fue el lineal del tiempo de vacio (ty), seguido del término cuadraitico del
tiempo de relajacién (t,%) y finalmente el término cuadritico del tiempo de vacio (t,%). Al

presentar efecto negativo, la respuesta disminuye a medida que el ty aumenta.

avimn | [ | .
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Al | |
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Figura 3.27 Diagrama de Pareto estandarizado para la variacidn relativa porcentual de la
distancia lineal al dia O de manzanas frescas cortadas impregnadas al vacio

El efecto del ty y t; sobre la variacion relativa porcentual de la distancia lineal al dia O se
representa graficamente en la Figura 3,28. A ty bajos, el valor de la distancia lineal incrementa,
siendo mayor cuando los tiempos de relajacion también son cortos. Por otro lado, cuando el

tiempo de vacio es alto los valores de ADLo son més bajos.
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Figura 3.28 Grafica de superficie de respuesta estimada para la variacion relativa
porcentual del nimero de la distancia lineal al dia 0 de manzanas frescas cortadas
impregnadas al vacio

En la ecuacion (Ec. 33) se presenta el modelo reducido obtenido para la variacion relativa

porcentual de la distancia lineal al dia O (ADLy).

ADLo (%) = 35,83 - 5,86ty - 6,24t + 0,29t,* + 0,36t (Ec. 33)

Comparando con los estudios realizados por Joshi y Rupasinghe (2010) en manzanas var.
Empire impregnadas con SO de 15,2°Bx a base de jugo de uva y con la adicién de t-resveratrol,
cuando utilizaron una presion de 203,2 mbar, y tiempos de 10 y 9,9 min de ty y t;, obtuvieron
una DL de 24,6 N.mm, mientras que si usamos el modelo obtenido (Ec. 33) con estas
condiciones, se obtiene una disminucién del 36,9% respecto a la fruta fresca, es decir un valor
superior a los obtenidos en nuestras condiciones, presién de vacio de 67,7 mbar y una SO de

30 °Bx.

3.2.4.1 Luego de 7 dias de almacenamiento a 1,5°C

Los resultados experimentales se presentan en la Tabla 3.18. Valores positivos en la
variacion relativa porcentual en el dia 7 de fuerza méaxima (AF;), Trabajo (AA7), nimero de
picos (ANpicos7) y distancia lineal (ADL7), indican incremento en el pardmetro medido. En la

Tabla 3.19 se presenta el ANOV A obtenido para los modelos propuestos para las respuestas

vinculadas al test de puncién en el dia 7.
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Tabla 3.18 Cambios en fuerza méxima, trabajo, nimero de picos y distancia lineal en el dia 7
debido a la impregnacién por vacio

t, (min) t- (min) AF7 AA7 ANpicos7 ADL7
(%) (%) (%) (%)

14 7,5 -0,79 -21,50 -33,99 -29,77
7,5 7,5 -11,40 -18,03 -36,25 -24,32
7,5 7,5 -13,71 -20,16 -45,47 -30,49
7,5 14 -5,40 -22,06 -45,65 -24.23
3 3 -20,34 -21,86 -44.81 -29.,40
3 12 -4,68 -14,62 -42,24 -16,36
1,14 7,5 -9,67 -18,26 -56,92 -26,11
7,5 1,14 -13,22 -28,99 -55,21 -33,47
12 3 -1,08 -24.41 -36,27 -32,24
12 12 -5,82 -33,20 -61,11 -23,76
7,5 7,5 -12,52 -26,88 -40,83 -27.91

F: Fuerza mdxima; A: Area bajo la curva hasta F; Npicos: Ndmero de picos; DL: Distancia lineal.

Tabla 3.19 Analisis de varianza del modelo obtenido para la variacion relativa porcentual
de las propiedades mecénicas al dia 7.

Suma de Cuadrados

lizfgt:li‘: G.L. AF; AA;  ANpicos;s  ADL,
(%) (%) (%) (%)
A: ty (min) 1 115,77* 84,59 56,24 30,06
B: t; (min) 1 57,89% 7,15 12,40 147,48
AA 1 67,36%* 3,36 17,32 1,73
AB 1 104,04* 64,24 187,83 5,19
BB 1 11,81 24,31 99,87 0,00
Falta de ajuste 3 5,35 52,62 400,90 30,38
Error puro 2 2,67 42.67 42,50 19,20
Coef. Determinacién (R?) 97,8% 66,7% 44,9% 79%

G.L: grados de libertad; *p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001: F: Fuerza maxima; A: Area bajo la curva hasta F;
Npicos: Numero de picos; DL: Distancia lineal.

o Effecto sobre F7
La fruta sin tratar FF al dia 7 presentd, en promedio, una fuerza maxima de 14,99 +0,92 N.

El modelo no present6 falta de ajuste significativa (pfaita de ajuste=0,4551) y el modelo explicé

el 97,8% de variabilidad de los datos.

De acuerdo al diagrama de Pareto (Figura 3.29) y a la grafica de efectos principales (Figura
3.30) para AF; los términos significativos fueron: el lineal del tiempo de vacio (tv), la
interaccién entre los dos factores (tyt;), el término cuadritico del tiempo de vacio (t,%) y el
tiempo de relajacion (t;) Se observd que la AF; se incrementa a medida que el ty y t; aumentan,

es decir ambos tienen efecto positivo.
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Figura 3.29 Diagrama de Pareto estandarizado para la variacion relativa porcentual de
Fuerza maxima al dia de manzanas frescas cortadas impregnadas al vacio
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Figura 3.30 Grifica de efectos Principales para la variacion relativa porcentual de Fuerza
maxima al dia 7 de manzanas frescas cortadas impregnadas al vacio

El efecto de la interaccion entre el ty y t; sobre la variacion relativa porcentual de la fuerza
maxima al dia siete AF; se representa graficamente en la Figura 3.31. A ty cortos, a medida que
se incrementa el tiempo de relajacion, aumenta AF;, observidndose un ligero incremento de la
firmeza respecto a la fruta sin tratar del dia siete. Por otra parte, cuando el tiempo de vacio es

alto, el tiempo de relajacion no afecta la AF; (Figuras 3.31 y 3.32).

17 F 5
- a[minj=1,14 1
7F  tmin]=14.0 r[min] .
~ . ]
SN ]
o : tr[min]=14,0 ]
< N ]
13 ]
23 £ u[min]=1,14 ]

1,14 14,0

tv[min]

Figura 3.31 Grifica de interacciones para la variacion relativa porcentual de Fuerza
maxima al dia 7 de manzanas frescas cortadas impregnadas al vacio

En la ecuacion (Ec. 34) se presenta el modelo obtenido para la variacion relativa porcentual

de la fuerza maxima al dia 7 (AF7).
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AF7(%) = -27,92 + 0,52ty + 2,50t + 0,15t - 0,25t4 (Ec. 34)
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Figura 3.32 Grifica de superficie de respuesta estimada para la variacién relativa
porcentual de Fuerza méxima al dia 7 de manzanas frescas cortadas impregnadas al vacio

En la Figura 3.32 se observa la superficie de respuesta estimada para la variacion relativa
porcentual de la fuerza méxima al dia 7 en funcién del tiempo de vacio y de relajacion durante
la impregnacidén por vacio. De acuerdo a los resultados obtenidos, la combinacién de tiempos
de vacio bajos con tiempos de relajacién altos o a la inversa, generan manzanas frescas
impregnadas por vacio con una firmeza aproximadamente 10% menor respecto a la fruta fresca
sin tratar al dia siete. Estos resultados difieren con los obtenidos por Tappi et al. (2017), quienes
sometieron a IV manzanas Crips Pink, por un ty y t; de 5 minutos, 200 mbar ,con una solucién
de sacarosa (13,7 °Bx+ 1% AA), obteniendo un incremento de 30%, luego de 7 dias de
almacenamiento (9N), mientras que con el modelo obtenido (Ec. 34), en las mismas condiciones

de ty y t;, obtenemos una reduccién del 15,32% respecto a la FF7 (12,9 N).
e Efecto sobre A7, Npicos7y DLy

Los modelos propuestos para representar los cambios de: trabajo (AA7), nimero de picos
(ANpicos7) y distancia lineal (ADL7), en funcién de tv y t;, no pudieron explicar la variabilidad
de los datos experimentales (valores de R? muy bajos) y ninguno de los términos fue

significativo (Tabla 3.19).

Para la fruta fresca cortada sin tratar del dia 7 se determind un valor promedio de A7,
Npicos7 yDL7de (68,73 + 16,29 N.mm), (26,88 + 6,52) y (50,37 + 6,98 mm.), respectivamente.
Los valores promedios de la fruta fresca cortada tratada del dia 7 de A7, Npicos7 y DL7 fueron
(55,98 £ 14,13N.mm), (15,48 £ 5,19) y (36,92 + 5,19 mm), respectivamente. Se puede observar

claramente que a los 7 dias el producto se vuelve menos crujiente (Npicos y DL mds bajos que
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FF) por efecto del tratamiento IV. Estos resultados se asemejan los obtenidos por Tappi et al.
(2014), quienes obtuvieron valores de DL de 33 + 2 mm para manzanas impregnadas con SO
isotonica, tv y tr de 5 minutos, y presion de 200 mbar luego de 7 dias de almacenamiento, lo
cual indica que ni los tiempos de procesamiento, ni la presién de vacio, influyen sobre la DL

luego de 7 dias de almacenamiento refrigerado.

3.2.5 Cambios en la velocidad de respiracion por efecto del tiempo de vacio y tiempo de

relajacion durante la impregnacion por vacio

La velocidad de respiracion puede utilizarse para estimar cudn rdpido un producto puede
deteriorarse. Un incremento en la respiracion por injuria en los tejidos genera una importante
reduccion de la vida util comparada con frutos enteros (Lee et al., 2003b). Los resultados
experimentales de la variacion relativa porcentual de la velocidad de respiracion al dia O
(ARRy), y al dia 7 (ARR7) se presentan en la Tabla 3.20. Valores positivos indican incremento
en el pardmetro medido respecto a la velocidad de respiracion de la fruta fresca sin tratar,

mientras que valores negativos representan disminucion en la velocidad de respiracion.

Tabla 3.20 Cambios en la velocidad de respiracién en el dia O y en el dia 7 debido a la
impregnacion por vacio.

t, (min) t (min) ~RRo  ARR;

(%) (%)
14 7,5 -44.,80 100,51
7,5 7.5 -40,82 85,65
7,5 7,5 -37,53 94,33
7,5 14 -15,58 109,74
3 3 -23,12 50,36
3 12 -5,74 63,55
1,14 75 -10,52 48,16

7,5 1,14 -31,08 6,53
12 3 -29,32 92,30
12 12 -24,98 102,81
7,5 7,5 -37,95 98,14

En la Tabla 3.21 se presenta el ANOVA del modelo obtenido para las respuestas de

velocidad de respiracién en el dia Oy 7.
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Tabla 3.21 Andlisis de varianza del modelo obtenido para de los resultados experimentales
de la variacion relativa porcentual de la velocidad de respiracion al dia O y al dia 7

Suma de Cuadrados

Fuente de variacion G.L. ARRo ARR7
(%) (%)

A: ty (min) 1 678,71%* 2968,2*
B: t; (min) 1 244 .27* 3537,12%*
AA 1 248,59* 245,26
AB 1 42,51 1,79
BB 1 428,96%* 1171,84*
Falta de ajuste 3 118,94 2140,53
Error puro 2 7,36 81,95
Coef. Determinacién (R?) 92,2% 77,8%

G.L: grados de libertad; *p<0,05;**p<0,01;***p<0,001; RR: velocidad de respiracién

3.2.5.1 En el dia de procesamiento

Las muestras de manzana fresca cortada sin tratar FF en el dia O presentaron en promedio,

una velocidad de respiracién respecto al COz producido de 26,17 + 1,95 ml CO> Kg'! h'l.

Se observo que, en general, las muestras impregnadas por vacio en condiciones suaves,
dentro del rango experimental, reducen la velocidad de respiracion, inmediatamente luego de

ser tratadas. Por lo cual se observa que todas las respuestas fueron negativas (Tabla 3.20).

El modelo propuesto no present? falta de ajuste significativa (pfaita de ajuste=0,0865) y explicd

el 92,2% de variabilidad de los datos.

Como se observa en el diagrama de Pareto (Figura 3.33) para ARRo el término mas
significativo fue el lineal del tiempo de vacio (tv) (p <0,01), y el término cuadratico del tiempo
de relajacion (t,%), luego el término cuadratico del tiempo de vacio (t,?) y el término lineal del

tiempo de relajacion (t;) (p < 0,05).

De acuerdo a la grafica de efectos principales (Figura 3.34) se observo que la ARRo
disminuye a medida que el ty aumenta lo cual significa que la velocidad de respiracién de la
fruta tratada es menor que la fruta sin tratar. Ademds, a medida que incrementa el t;, la variacion
relativa porcentual de la velocidad de respiracion disminuye hasta t; cercanos a 6 min, aumentos

posteriores de t; incrementan la variacion relativa de la velocidad de respiracion (Figura 3.35).
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Figura 3.33 Diagrama de Pareto estandarizado para la variacion relativa porcentual de la
velocidad de respiracion al dia O de manzanas frescas cortadas impregnadas al vacio
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Figura 3.34 Grifica de efectos Principales para la variacion relativa porcentual de la
velocidad de respiracion al dia O de manzanas frescas cortadas impregnadas al vacio

En la ecuacién (Ec. 35) se presenta el modelo reducido obtenido para la variacién relativa

porcentual de la velocidad de respiracién al dia 0 (A%RRy).

ARRo (%) = 10,3 - 6,92t - 5,19t + 0,32t,% + 0,42t (Ec. 35)
ARRO (%)
B -50,0--15,0
-15,0-20,0

12 3 4 p—
S e

Figura 3.35 Grafica de superficie de respuesta estimada para la variacion relativa
porcentual de la velocidad de respiracion al dia O de manzanas frescas cortadas
impregnadas al vacio

Como se aprecia en la Figura 3.35, se puede observar que la ARRy, disminuye a medida

que incrementa el tiempo de vacio y a su vez incrementa cuando el tiempo de relajacion
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aumenta, pero a valores de ty y t: de 10,7 y 6,1 min respectivamente, se obtiene la mayor

reduccion de la tasa de respiracion (-42,6%).

Moraga et al. (2009), reportaron una tendencia similar en uvas impregnadas al vacio
mediante SO isotdnica, con ty y t; de 10 min, y una presioén de vacio de 50 mbar, evidenciando
una reduccién de la tasa de respiracion inmediatamente luego del tratamiento. Utilizando las
condiciones ensayadas por dichos autores con nuestro modelo obtenido (Ec. 35), se determin6

una reduccion en la tasa de respiracion de 36,8%, que representa un valor de 16,5 mlCO, Kg'!
ht.

3.2.5.2 Luego de 7 dias de almacenamiento refrigerado a 1,5°C.

Luego del almacenamiento refrigerado, la fruta fresca cortada sin tratar (FF) al dia 7

presentd, en promedio, una velocidad de respiracién de 31,29 * 4,94 ml CO, Kg'' h'!.

El modelo no present6 falta de ajuste significativa (pfalta de ajuste=0,0548) y logré explicar el

77,8% de variabilidad de los datos.

De acuerdo al diagrama de Pareto (Figura 3.36) y a la gréfica de efectos principales (Figura
3.37) para ARR7 el término mas significativo fue el lineal del tiempo de relajacion (t;), seguido
del término lineal del tiempo de vacio (t;) y finalmente el término cuadritico del tiempo de
relajacion (t,?). Se puede observar que los términos lineales ty y t; tienen efecto positivo, lo que
significa que a medida que incrementan estos tiempos, la variacion relativa porcentual de la
velocidad de respiracion del dia 7 respecto a la fruta fresca cortada sin tratar del mismo dia,

también aumenta.

B:tr[min] o+
A:tv[min] Bl -
BB
|
A8 |l
0 2 4 6 8 10

Efecto estandarizado

Figura 3.36 Diagrama de pareto estandarizado para la variacién relativa porcentual de la
velocidad de respiracion al dia 7 de manzanas frescas cortadas impregnadas al vacio
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Figura 3.37 Grifica de efectos principales para la variacion relativa porcentual de la
velocidad de respiracion al dia 7 de manzanas frescas cortadas impregnadas al vacio

En la ecuacion (Ec. 36) se presenta el modelo reducido obtenido para la variacion relativa

porcentual de la velocidad de respiracion al dia 7 (ARR7).

ARR7 (%) = -15,32 + 4,28ty + 13,81t; - 0,60t (Ec. 36)
ARRT7 (%)
-10,0-25.0
~ B 25,0-60,0
S 60,0-95,0
= 95.,0-130,0
>

314
g 10! 2
8

7
7345 tr{min]

—————
T8 9 10 1112 g3 g4

tv[min]

Figura 3.38 Grifica de superficie de respuesta estimada para la variacién relativa
porcentual de la velocidad de respiracion al dia 7 de manzanas frescas cortadas
impregnadas al vacio

Como se observa en la grafica de superficie de respuesta estimada para la variacion relativa
porcentual de la velocidad de respiracion al dia 7 (Figura 3.38), se puede observar que la ARR~
se incrementa a medida que el tiempo de vacio y el tiempo de relajacién aumentan,
obteniéndose valores de velocidad de respiracion para la fruta tratada entre 6 y 100% superiores
respecto a la muestra sin tratar del mismo dia, y dependiendo de la combinacién de tiempos (tv
y tr), durante el proceso de impregnacion, a los 7 dias se alcanza un incremento méaximo en la

tasa de respiracion de 114,3% cuando el ty y t; son 14 y 10,7min, respectivamente.

Luna-Guzman et al. (1999) observaron que muestras de meldn tratadas por inmersién en
soluciones a base de calcio, presentaron un incremento en la velocidad de respiracion durante
el almacenamiento. En uva, igualmente se observdé una tendencia similar luego de ser

impregnadas por vacio con diferentes soluciones osmdticas, observandose un incremento
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mayor a partir del cuarto dia de almacenamiento (Moraga et al., 2009). Torrieri et al. (2009),
modelaron la velocidad de respiracion en funcién al Oz consumido, de manzanas Anurca
minimamente procesadas, y observaron que ésta se incrementa a medida que transcurre el
tiempo de almacenamiento, haciendo énfasis en la importancia de mantener baja la temperatura
(5°C), de manera tal de extender la vida util del producto. Asimismo Kim et al. (1993),
determino la tasa de respiracion en distintas variedades de manzanas minimamente procesadas
la, observando también la misma tendencia, donde se disminuye la tasa de respiracién durante
los primeros dias, sin embargo esta aumenta progresivamente durante la vida util de la fruta

tratada.

3.2.6 Cambios en el contenido de vitamina C por efecto del tiempo de vacio y tiempo de

relajacion durante la impregnacion por vacio

3.2.6.1 Contenido de Acido ascérbico

Los resultados experimentales para dcido ascorbico (AA) en el dia cero y en el dia siete se
presentan en la Tabla 3.22. Los valores de concentracion se expresan en miligramos de acido

ascérbico por Kilogramo de fruta tratada (mgAA Kg™!).
En la Tabla 3.23 se presentan los ANOV A para los modelos obtenidos para las respuestas
correspondientes al contenido de 4cido ascérbico en el dia 0 (C*aa0) y en el dia 7 (C aa7).

Tabla 3.22 Contenido de dcido ascorbico al dia 0 y al dia 7 de manzanas frescas cortadas

impregnadas al vacio

t, (min) tr (min) Crano CEaag
(mg AA kg™ de FT) (mg AA kg~ de FT)

14 7,5 290,95 257,07
7,5 7,5 288,17 164,58
7.5 7,5 255,98 144,78
7,5 14 296,22 171,91
3 3 149,11 75,18
3 12 231,29 84,44
1,14 ) 230,57 90,06
7,5 1,14 220,00 99,00
12 3 253,14 68,44
12 12 250,87 228,02
7.5 7,5 269,60 156,63
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Tabla 3.23 Anadlisis de varianza para los modelos obtenidos para contenido de acido
ascorbico al dia 0 y al dia 7 de manzanas frescas cortadas impregnadas al vacio

Fuente de variacion

G.L.

Suma de Cuadrados

C*aa0 C*aa7
A: ty (min) 1 5247,73* 17740,4*
B: t; (min) 1 4222.,49 9188,51*
AA 1 1222,18 1533,84
AB 1 1782,95 5649,03*
BB 1 142435 7068,03*
Falta de ajuste 3 3257,39 5145,5
Error puro 2 522,18 4098,53
Coef. Determinacién (R?) 78,39% 81,05%

G.L: grados de libertad; *p<0,05; **p<0,01;***p<0,001; C*s4: Contenido de dcido ascérbico

e En el dia de procesamiento

El contenido de acido ascorbico de la manzana fresca cortada sin tratar (FF) al dia O fue en

promedio 8,66 + 1,73 mg AA Kg! de FF

El modelo no presenté falta de ajuste significativa (pfaita de ajuste = 0,1999) y mediante el

estadistico R? se logré explicar el 78,39% de variabilidad de los datos (Tabla 3.23).

Como puede observarse en el diagrama de Pareto (Figura 3.39) y a la grafica de efectos

principales (Figura 3.40) para C aao el tnico término significativo fue el lineal del tiempo de

vacio (tv). Se observo que la Caao se incrementa a medida que el ty aumenta.

A:tv[min]
B:tr[min]
AB
BB
AA

1+
-

)

2

3

Efecto estandarizado

Figura 3.39 Diagrama de Pareto estandarizado para el contenido de 4cido ascérbico de
dia O de manzanas frescas cortadas impregnadas al vacio
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Figura 3.40 Grafica de efectos Principales para el contenido de dcido ascorbico al dia O
de manzanas frescas cortadas impregnadas al vacio

En la ecuacion (Ec. 37) se presenta el modelo reducido obtenido para el contenido de 4cido

ascorbico al dia 0 (C”ano).

C*an0 = 166,24 + 5,76ty +5,72t; (Ec.37)

C*AAO

60,0-120,0
290 B 120,0-180,0
250 Hl 180,0-240,0
240,0-300,0

I 2 3 4 ]
56789[0]1[213]4
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C*as0 (mg AA Kg! FT)
~
(]

Figura 3.41 Grafica de superficie de respuesta estimada para el contenido de 4cido
ascorbico al dia 0 de manzanas frescas cortadas impregnadas al vacio

Enla Figura 3.41 se observa la grafica de superficie de respuesta estimada para el contenido
de 4cido ascérbico al dia 0. De acuerdo a la grifica se puede observar que el C aa0 aumenta a
medida que incrementa el tiempo de vacio hasta llegar a valores maximos de ~283 mg AA Kg~
! de manzana impregnada con ty y t- de 10,6 y 8,8 min respectivamente, dentro del rango

experimental.

e Luego de 7 dias de almacenamiento a 1,5°C
La fruta sin tratar (FF) al dia 7 presentd, en promedio, un contenido de 4cido ascorbico de

5,57 + 1,35 mg AA Kg'!' de FF; porcentaje menor al obtenido en el dia cero.
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El modelo no present6 falta de ajuste significativa (Pfaita de ajuste = 0,0572) y logré explicar

el 81,05% de variabilidad de los datos.

De acuerdo al diagrama de Pareto (Figura 3.42) para C aa7 el término significativo de
mayor efecto fue el lineal del tiempo de vacio (ty), seguido del término lineal del tiempo de
relajacion (t;), luego la interaccién entre el tiempo de vacio y tiempo de relajacidon (tvt;) y
finalmente el término cuadratico del tiempo de relajacién (t,%). En concordancia con la gréfica
de efectos principales (Figura 3.43), se observé que el C'aa7 se incrementa a medida que el t,
y el t; aumentan, ambos términos presentaron efecto positivo, al igual que la interaccidn entre

ambos tiempos, mientras que el término cuadratico de relajacién present6 efecto negativo.

Axv[min] | | | | o+
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Figura 3.42 Diagrama de Pareto estandarizado para el contenido de dcido ascérbico de
dia 7 de manzanas frescas cortadas impregnadas al vacio
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Figura 3.43 Grifica de efectos Principales para el contenido de dcido ascérbico al dia 7
de manzanas frescas cortadas impregnadas al vacio

El efecto de la interaccidn entre el ty y t: sobre el contenido de dcido ascorbico se representa
graficamente en la Figura 3.44. A t, cortos, se obtienen valores de C*aa7 mds bajos,
observandose que el tiempo de relajacion no influye, mientras que a tiempo de vacio altos el

contenido de dcido ascérbico incrementd a medida que aumenta el tiempo de relajacion.
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Figura 3.44 Grafica de interacciones para el contenido de 4cido ascorbico en el dia 7 de
manzanas frescas cortadas impregnadas al vacio

En la ecuacion (Ec. 38) se presenta el modelo reducido obtenido para el contenido de acido

ascorbico al dia 7 (C"aa7).

C*aa7=70,14 - 3,58ty + 8,02t + 1,86tyt; - 0,96tr2 (Ec. 38)
C*AAT
) 0.0-60.0
o 400 60,0-120,0
i 300 B 120.0-180.0
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Figura 3.45 Grifica de superficie de respuesta estimada para el contenido de dcido
ascorbico al dia 7 de manzanas frescas cortadas impregnadas al vacio

En la Figura 3.45 se observa la grafica de superficie de respuesta estimada el contenido de
acido ascorbico al dia 7 en funcién del tiempo de vacio y de relajacién durante la impregnacién
por vacio. De acuerdo a la gréfica se puede observar que el C*aa7 aumenta a medida que
incrementa el tiempo de vacio y el tiempo de relajacion, hasta llegar a valores maximos de =300
mg AA Kg' de manzana impregnada en el dia siete. Asi mismo se puede evidenciar, que los
valores de AA mds bajos (19,3 mg AA Kg! de manzana IV) se presentan en combinaciones de

tiempo de vacio bajo con tiempos de relajacion més altos (1,14 y 14 min, respectivamente).
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3.2.6.2 Contenido de Acido Ascérbico Total

Los resultados experimentales obtenidos para el contenido de dcido ascorbico total (AAT)
en el dia 0y en el dia 7 se presentan en la Tabla 3.24. Los valores de concentracién se expresan
en miligramos de 4cido ascérbico total por Kilogramo de fruta tratada (mg AAT Kg). Mientras
que en la Tabla 3.24 se presenta el ANOVA de modelos obtenidos para contenido d<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>