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Resumen

RESUMEN

El objetivo general de esta Tesis fue evaluar el efecto de la aplicacién de tratamientos
térmicos suaves y antioxidantes de origen natural ricos en polifenoles, sobre la calidad y

potencial saludable de manzanas frescas cortadas.

En primer lugar se determinaron las caracteristicas fisicoquimicas, contenido de
polifenoles y capacidad antioxidante de dos variedades de manzana de gran importancia
comercial y alto requerimiento de horas de frio: ‘Granny Smith’ y ‘Red Delicious’ y tres
variedades de produccion regional y bajo requerimiento de horas de frio: ‘Caricia’, ‘Eva’ y
‘Princesa’. De acuerdo a los resultados obtenidos, ‘Caricia’, ‘Eva’ y ‘Princesa’ tienen pesos y
tamafos significativamente menores, todas las variedades presentan un contenido de sélidos
solubles similar, ‘Granny Smith’ y ‘Red Delicious’ presentan el menor y mayor pH,
respetivamente, y ‘Caricia’ y ‘Red Delicious’ son significativamente menos firmes que ‘Granny
Smith’. A su vez, ‘Red Delicious’ y ‘Eva’ tienen el mayor y menor contenido de polifenoles

totales, respectivamente, y ‘Eva’ la menor capacidad antioxidante.

Se realizaron ensayos preliminares para evaluar la respuesta de las cinco variedades a
los tratamientos térmicos suaves, y se seleccionaron las variedades ‘Caricia’, ‘Eva’ y ‘Princesa’,
para modelar el efecto del tiempo y la temperatura del tratamiento sobre las caracteristicas
fisicoquimicas y contenido de polifenoles totales de manzanas frescas cortadas, ya que ‘Red
Delicious’ y ‘Granny Smith’ presentaron pardeamiento y pérdidas de firmeza y polifenoles

totales, por efecto del tratamiento térmico.

El efecto del tiempo y la temperatura de calentamiento sobre las caracteristicas
fisicoquimicas y los polifenoles totales de las tres variedades seleccionadas minimamente
procesadas, luego de 1 y 7 dias a 1,5°C, dependi6 de la variedad. A las 24 horas de realizado el
tratamiento térmico se observd que éste incrementd el contenido de polifenoles totales en las
tres variedades, fue efectivo en reducir el pardeamiento enzimatico de ‘Eva’, y el efecto sobre
la firmeza dependi6 de la variedad y condiciones del tratamiento. Los resultados obtenidos a
los 7 dias, indican que para ‘Caricia’ y ‘Princesa’, los tratamientos no tuvieron un efecto
beneficioso sobre la firmeza, el color ni el contenido de polifenoles. Sin embargo, los
tratamientos térmicos entre 40 y 50°C durante 20 a 90 minutos, aplicados a ‘Eva’, aumentaron

los polifenoles totales y redujeron el pardeamiento.
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Resumen

El antioxidante natural elegido para la aplicacion en manzanas ‘Granny Smith’ frescas
cortadas fue la yerba mate (YM), por su alto contenido de polifenoles totales. Esta se combiné
con écidos citrico (AC) y ascorbico (AA), de acuerdo a los resultados obtenidos en una
evaluacién preliminar de su efecto sobre la calidad de manzanas frescas cortadas. Se obtuvieron
modelos matemdticos para representar los cambios en las caracteristicas fisicoquimicas,
atributos sensoriales y capacidad antioxidante de manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas,
en funcién de las concentraciones de YM, AC y AA. A través de la metodologia de
optimizaciéon de respuestas miultiples, se obtuvieron las concentraciones Optimas, que
permitieron minimizar el desarrollo de pardeamiento y maximizar la actividad antioxidante de
las manzanas, sin afectar su calidad sensorial. Las concentraciones éptimas de YM, AC y AA

obtenidas fueron: 1,2%; 0,9% y 1,0%, respectivamente.

Se evalu¢ el efecto del tratamiento quimico aplicado en las concentraciones Gptimas
durante el almacenamiento a 2 y 10°C y se concluyd que la solucién retardé el desarrollo de
pardeamiento enzimadtico sin detrimento de su calidad sensorial, aportando compuestos con
actividad antioxidante. El almacenamiento a 2°C retrasé el crecimiento de aerobios mesoéfilos
totales, psicrotrofos, mohos y levaduras, la pérdida de calidad sensorial y de compuestos

bioactivos.

Por ultimo, se evaluo la aceptabilidad sensorial de manzanas ‘Granny Smith’ frescas
cortadas tratadas con la solucién antioxidante 6ptima. A mds del 78% de los consumidores les
gusto el color, sabor y textura de las manzanas y el 89% de los encuestados manifesté que

compraria un producto similar.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. CONSIDERACIONES GENERALES SOBRE FRUTAS Y HORTALIZAS
FRESCAS CORTADAS

Las frutas y hortalizas frescas son componentes esenciales de la dieta humana y existe
evidencia considerable de los beneficios nutricionales y para la salud asociados a su consumo,
debido a su contenido en vitaminas, minerales, fibras y compuestos biolégicamente activos
(Cassano et al., 2003; Cano et al., 2005; Alegre et al., 2011). La introduccién en el mercado de
frutas y hortalizas minimamente procesadas es una herramienta de gran importancia para
facilitar la incorporaciéon de estos alimentos a la dieta del consumidor ya que ofrecen

conveniencia en cuanto al espacio, tiempo de preparacidn y caracteristicas nutricionales.

Ademads de la concientizacion de los consumidores sobre la alimentacion saludable, los
cambios en el estilo de vida de las personas han generado una demanda creciente de frutas y
vegetales minimamente procesados, con atributos de calidad similares a los de los productos

frescos (Soliva-Fortuny et al., 2001).

La demanda de alimentos convenientes, frescos y saludables ha generado en la industria
la necesidad de aplicar nuevas técnicas de preservacion, que satisfagan los requerimientos de
alimentos con menos conservantes, mayor valor nutricional y atributos sensoriales similares al
del producto fresco. Las tecnologias y técnicas tradicionales de preservacion afectan
severamente las caracteristicas sensoriales y el valor nutricional, por lo que las técnicas de
minimo procesamiento han surgido para reemplazarlas y retener la calidad nutricional y

sensorial de frutas y hortalizas (Balla y Farkas, 2006).

Las frutas y hortalizas minimamente procesadas, también llamadas productos de la IV
gama, se caracterizan por ser vegetales frescos cortados envasados, que presentan la ventaja
para el consumidor de no requerir, o requerir un procesamiento minimo, antes de su consumo.
Estos productos deben satisfacer la funcionalidad esperada sin presentar cambios significativos

de sus propiedades “de fresco” y su valor nutricional durante su vida util (Alegria et al., 2010).

Las operaciones aplicadas para su elaboracion se definen como aquellos
procedimientos, tales como lavado, clasificacion, acondicionamiento, pelado, cortado o
rebanado, que no afectan significativamente la calidad sensorial de fruta u hortaliza fresca

(Chung y Moon, 2009).
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Figura 1.1. Imagenes de hortalizas (a) y frutas frescas cortadas (b) listas para
consumir.

El minimo procesamiento de frutas y hortalizas tiene dos propdsitos: mantener el
producto fresco, sin perder su calidad nutricional y microbioldgica, y asegurar una vida util del
producto suficiente para hacer factible su distribucion, dentro de una determinada regién de

consumo (Laurila y Ahvenainen, 2002).

1.2. MERCADO DE PRODUCTOS CUARTA GAMA

El mercado de cuarta gama visualiza la utilizacion de nuevas tecnologias con el
proposito de ofrecer productos con valor agregado, que sean convenientes, estén listos para
consumir y garanticen calidad y seguridad durante su vida de anaquel (Gonzélez-Aguilar et al.,

2004).

Uno de los factores importantes que ha influido en el incremento de la demanda de los
vegetales frescos cortados, es la incorporacion de la mujer al mercado laboral, lo que ha
provocado un aumento de las comidas fuera del hogar y la biisqueda de alimentos listos para
consumir como una forma de ahorrar tiempo y esfuerzo. El incremento en la demanda de estos
productos ha movilizado a un sector muy importante de la industria de alimentos. Se han creado
nuevas empresas en diferentes regiones, las cuales estdn continuamente en expansion para

poder satisfacer la demanda de los consumidores (Gonzdlez-Aguilar et al., 2004).

Los vegetales listos para usar surgieron en Estados Unidos en las décadas del 70-80,
principalmente para atender la demanda de alimentos institucionales y la industria de comidas
rapidas, por lo tanto, el consumidor norteamericano es el mayor demandante de este tipo de
productos (Piagentini, 1999; Soleno Wilches, 2004). En la década del 90, los productos frescos

cortados tuvieron un gran crecimiento, y en el 2006 representaban el 10% del mercado de frutas
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y hortalizas en Estados Unidos (Saftner et al., 2005). En los afios 2006 y el 2010 las ventas de
frutas y hortalizas frescas cortadas, aumentaron en un 10,9 y 18%, respectivamente y, debido a
la crisis econémica, descendieron en los afos 2008 y 2009. Sin embargo, el desarrollo sostenido
de nuevos productos, el hecho de ser una alternativa saludable y la conveniencia de precio,

hacen creer que las ventas de estos productos continuardn siendo exitosa (Anénimo, 2012).

=i

% g ek SR, W e

Figura 1.2. Imigenes de géndolas de productos de la IV gama tomadas de un supermercado
en Fayetteville (Arkansas, EE.UU, 2014).

De acuerdo a datos de 2004, mientras que un norteamericano promedio llega a consumir
30 kg de vegetales minimamente procesados al afio, la media europea es de 3 kg por persona al
afio. Sin embargo, las diferencias entre paises europeos son muy sustanciales. En el Reino
Unido se llega a 12 kg anuales por habitante, en Francia, que ocupa la segunda posicion, se

consumen 6 kg y en Italia alrededor de 4 kg (Soleno Wilches, 2004).

En 2005, el consumo per cépita de frutas y hortalizas frescas cortadas en Espana, estuvo
entre 1,5 y 2 kg, que se puede considerar bajo en comparaciéon con el consumo en Estados
Unidos o Francia. Dentro de este sector, las hortalizas dominan el mercado, principalmente
lechuga cortada y mezclas de ensaladas, seguidas por espinaca y acelga. La introduccién de las
frutas cortadas ha sido mads lenta, por tratarse de productos mds perecederos; sin embargo, ya
se pueden encontrar una gran variedad de frutas en el mercado incluyendo trozos de pera,

manzana, sandia y kiwi (Montero-Calderén et al., 2009).

La industria de vegetales frescos cortados en Latinoamérica estd muy poco desarrollada
en comparacion con Europa y Estados Unidos. Por otro lado, el mercado latinoamericano de
alimentos ha registrado un rapido crecimiento en la demanda internacional, comparado con el
lento crecimiento de mercados mds maduros como el europeo, norteamericano y oriental. Uno

de los principales factores que ha impulsado tal crecimiento en Latinoamérica es el desarrollo
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de las diversas cadenas de supermercados, que juegan un papel importante en la estimulacién

de las ventas de frutas y verduras frescas cortadas (Gonzélez-Aguilar et al., 2004).

En Argentina en el afio 2000, los productos horticolas minimamente procesados
alcanzaron niveles de participacién en los supermercados cercanos al 10% sobre la facturacion
total de frutas y hortalizas frescas; luego de la crisis econdmica de los afios 2001 y 2002 se
redujo casi al 5% (Alonso y Chiesa, 2009). A su vez, en 2006, los niveles de facturacién de los
productos minimamente procesados alcanzaron 47 millones de pesos para 14 millones de
unidades vendidas, en Argentina. Esto implica un aumento del 60% en el precio, mientras que
los volimenes de venta seguian un 50% por debajo de los niveles del aiio 2000. La participacion
de los productos minimamente procesados en la venta de frutas y hortalizas de los

supermercados e hipermercados alcanzé en 2009 el 8,86% (Alonso y Chiesa, 2009).

Actualmente, en Uruguay, las frutas y hortalizas cuarta gama constituyen un rubro
menor dentro de la oferta de frutas y hortalizas frescas. El hecho de que se puedan consolidar
como una opcidn atractiva y a desarrollar por parte de los supermercados depende de que se
solucione el problema de su corta vida util y de que se puedan generar mecanismos que den

garantias a los consumidores sobre la calidad e inocuidad del producto que compran.

En Uruguay, las empresas que se dedican a la elaboracién de frutas y hortalizas frescas
cortadas abastecen a cadenas de supermercados y se caracterizan por tener una capacidad de
manejo aproximada de 1000-3000 Kg de materia prima por dia y un rendimiento del 60-80%.
Los principales productos disponibles en el mercado uruguayo son: papa (pelada, en bastones,
en cubos, en cuartos), zanahoria (pelada, rallada, en cubos), zapallo y boniato (en trozos),
lechuga (deshojada y cortada), repollo (en tiras), ensaladas y manzana (pelada y cortada)

(Silveira, 2013).
1.3. CARACTERISTICAS DE LAS MANZANAS

La manzana doméstica comun corresponde al género Malus, que pertenece a la
subfamilia Maloidae de la familia Rosaceae. Posiblemente se trate de un hibrido complejo
actualmente designado como Malus x domestica (Borkh.) o Malus domestica (Borkh). El origen
y los ancestros de Malus x domestica siguen siendo desconocidos y la dispersion, cultivo y usos
de la manzana se fue generalizando a lo largo de los milenios, con la expansiéon de imperios y

colonizaciones a diferentes regiones del mundo (Sinha, 2006; Castro et al., 2014).
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La produccién mundial de la manzana ha tenido un continuo crecimiento desde la
Segunda Guerra Mundial, con una breve interrupciéon en la década de 1980. Desde ese
momento, China aporté todo el aumento en la superficie cultivada, incrementando su
participacién en la produccion mundial, del 10,7% en 1990 a 36,7% en 2000. La manzana es
una de las frutas mds ampliamente cultivadas. De acuerdo a la Food and Agriculture
Organization (FAQO), su produccion en 2002 se estimaba en 57 millones de toneladas, siendo

Estados Unidos y China los principales productores (Castro et al., 2014; Sinha, 2006).

Argentina es el primer productor de manzanas de América del Sur, con alrededor de 1
millén de toneladas, principalmente en las zonas de Rio Negro, Neuquén, Mendoza, Buenos
Aires y Chubut. Los cultivares predominantes son ‘Red Delicious’ (junto con sus clones
representa el 66% de la produccion) y ‘Granny Smith’ (19%), seguidas de ‘Gala’, ‘Golden
Delicious’, ‘Rome Beauty’, ‘Fuji’ y ‘Braeburn’ (Seipel et al., 2009; Castro et al., 2014).

MANZANA

pedunculo o rabillo

endocarpio o corazén
epicarpio o piel

semilla o pepita

parte comestible

mesocarpio o pulpa

céliz estambre

Figura 1.3. Partes de la manzana.

La produccién de manzana en Uruguay se concentra principalmente en la zona sur del
pais, particularmente en los departamentos de Canelones, Montevideo, Colonia y San José. En
la campafia 2009-2010, la produccién de manzana en Uruguay fue de 52.226 toneladas, de las
cuales el 56,3% correspondi6 a ‘Red Delicious’ y sus clones, el 19,5% a ‘Gala’ y el 12,2% a

‘Granny Smith’ (Rava et al., 2011).

Desde el punto de vista comercial, las caracteristicas mds importantes de los frutos son
el tamaio, la forma, las caracteristicas sensoriales y el porcentaje de cobertura con el color

caracteristico del cultivar. Tanto el tamafo de los frutos como su forma y color, estin
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determinados por el cultivar, aunque pueden variar con las pricticas de cultivo (Castro et al.,

2014).

1.3.1. Variedades

Existen mds de 7500 variedades conocidas de manzanas. En Argentina, las principales
variedades cosechadas son ‘Red Delicious’ y sus clones; ‘Gala’ y sus clones y ‘Granny Smith’.
Un pequefio porcentaje de la produccion se reparte entre ‘Pink Lady’, ‘Rome Beauty’, ‘Golden
Delicious’, ‘Fuji’ y ‘Braeburn’. Aunque ain es incipiente, se registra un proceso de cambio

varietal como respuesta a las preferencias del mercado mundial (Seipel et al., 2009).

La principal limitante para el cultivo de manzano en regiones mds templadas de
Argentina, como la region central de la Provincia de Santa Fe, era el requerimiento de horas de
frio. Las variedades menos exigentes originalmente necesitaban un minimo de 700 horas de frio
al afio, pero como resultado del mejoramiento genético, existen variedades con exigencias
menores a las 400-500 horas de frio (Seipel et al., 2009). Actualmente existe una gran variedad
de cultivares de manzanos de bajos requerimientos de frio que fueron desarrollados

principalmente en Israel, EE.UU., Japon, Brasil y México (Castro et al., 2014).

Los principales cultivares de bajo requerimiento de frio utilizados en Argentina son
‘Anabela’, ‘Caricia’, ‘Eva’ y ‘Princesa’, todos desarrollados en Brasil. La producciéon se
distribuye en las provincias de Cérdoba, Misiones y Santa Fe como una alternativa productiva
para la region. Su produccion y superficie cultivada es ain pequeiia, sin embargo es posible
observar un aumento paulatino de la misma (Castro et al., 2014). Dichas variedades tienen la
ventaja de que se cosechan en verano, pero antes que las de otras regiones, época en que
disminuye la oferta de manzanas provenientes del sur del pais (Rio Negro y Neuquén) (Seipel

et al., 2009).

1.3.2. Compuestos fenélicos

Desde el punto de vista nutricional, la manzana es una de las frutas mas completas. Se
ha indicado que contiene niveles elevados de compuestos biolégicamente activos entre los
cuales se encuentran los compuestos fendlicos, que comprenden flavonoides como la
quercetina, flavonas, flavonoles y flavanoles; 4dcido hidroxicindmico y &cido clorogénico
(Martinez-Valverde et al., 2000). La ingesta diaria de manzanas estd relacionada con la
disminucion del riesgo de aparicion de cdncer tanto de préstata como higado, colon y pulmones,

asi como con una menor incidencia de enfermedades cardiovasculares. Algunos de estos
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beneficios estarian asociados a la presencia de polifenoles y la actividad antioxidante vinculada

a los mismos (Palomo et al., 2010).

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios de las plantas que se
biosintetizan a través de la via del 4cido shikimico. Existe gran variabilidad en su estructura, el
grupo de los polifenoles incluye tanto compuestos simples (por ejemplo el &cido
hidroxibenzoico) como grandes polimeros (taninos condensados o taninos hidrolizables con

alto peso molecular, por ejemplo) (Tomds-Barberdn y Espin, 2001).

Es necesario tener en cuenta que el contenido de polifenoles en frutas y verduras varia
ampliamente en funcion de la especie, variedad, estacion del afio, region de la que provenga el
vegetal, manejo postcosecha (estrés y dafio mecdnico, asi como la presencia de etileno
estimulan el metabolismo de compuestos fendlicos en el tejido vegetal) (Tomds-Barberdn y
Espin, 2001). Ademads, la concentracion de polifenoles disminuye a medida que los frutos

maduran.

El papel de los polifenoles en la alimentacion engloba aspectos bien diferentes. Por un
lado, son compuestos con notable repercusion en la calidad sensorial del alimento, ya que
influyen, por ejemplo, en el flavor y la apariencia. Los 4cidos fendlicos proporcionan acidez,
las dihidrochalconas sabor dulce, la naringina (flavona) amargor y los taninos son responsables
de la astringencia de muchos productos (Martin, 2011). Algunos fenoles, especialmente
aquellos volétiles, contribuyen al flavor y el aroma. Los ejemplos de estos compuestos incluyen
vainillina, eugenol e isoeugenol. Los polifenoles, también juegan un rol importante en la
apariencia visual de las frutas. Las antocianinas son los pigmentos mayoritariamente
responsables de los colores azul, violeta y rojo (Tomds-Barberdn y Espin, 2001). Por otro lado,
la presencia de compuestos polifendlicos puede tener una connotacién negativa en la apariencia
de frutas y hortalizas (principalmente las frescas cortadas). Esto se debe a que los polifenoles,
tanto monohidroxifenoles como orto-dihidroxifenoles, son sustratos de la enzima polifenol
oxidasa (PPO), que cataliza la reaccién de pardeamiento (Tomds-Barberan y Espin, 2001). En
esta reaccion se forman compuestos amarronados, que son una de las principales causas de la

pérdida de calidad en vegetales minimamente procesados.

1.3.3. Manzanas frescas cortadas
Una de las maneras de incrementar el consumo de manzanas dentro de la poblacidn, asi

como el de otras frutas, es a través de la introduccién en los mercados de los productos
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minimamente procesados con presentacion, apariencia y sabor atractivos (Pirovani et al., 2006;

Rico et al., 2007).

Las manzanas frescas cortadas han surgido recientemente como snacks en locales de
venta de comida, en programas de alimentacion escolar y para consumo familiar (Guan y Fan,
2010). Para las personas activas, las manzanas frescas cortadas constituyen una forma practica

y con bajo aporte de calorias, de consumir frutas “al paso” (Abbott et al., 2004).

Figura 1.4. Imagen de manzanas minimamente procesadas.
El procesamiento minimo de manzanas involucra las siguientes etapas (Figura 1.5):

e Recepcion, seleccion y enfriamiento.

La seleccion y clasificacion por tamafio es extremadamente importante, ya que los
equipos de corte son calibrados para cortar un tamaio especifico de manzana. Después de la
seleccion, los frutos se enfrian hasta una temperatura cercana a los 0°C. Los métodos de

enfriamiento mds comunes son: aire frio forzado y agua.

Las frutas que presenten podredumbres o dafios mecdnicos como cortes, golpes o
magulladuras, deben excluirse al momento de la seleccion. A su vez deben eliminarse los frutos
que no son adecuados para el minimo procesamiento, en general manzanas con mayor
contenido de sélidos solubles, firmeza y acidez titulable, tendrdn mayor firmeza y mejores

atributos de calidad, luego del procesamiento.

e Sanitizacion de las manzanas enteras.

Las manzanas deben lavarse antes de la operacién de corte, para minimizar las
posibilidades de contaminacion cruzada de las superficies cortadas con los microorganismos
presentes en la superficie de los frutos. Es importante que la temperatura del agua de lavado sea
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similar a la temperatura en el centro de las manzanas, para evitar que éstas se contraigan y

absorban agua y microorganismos.

Los sanitizantes quimicos aprobados por la FDA (Food and Drug Administration de los
Estados Unidos) para el agua de lavado de vegetales minimamente procesados son: hipoclorito
de sodio o calcio, cloro gaseoso, diéxido de cloro, dcido peracético, per6xido de hidrégeno y

0Z0ono.

e Pelado y corte.
El pelado consiste en separar la piel de la manzana, y es importante que durante esta

etapa se minimicen los dafios al tejido.

Los sistemas de corte para manzanas minimamente procesadas son relativamente
simples y emplean laminas radiales montadas adyacentes a un cilindro central que remueve el

centro, realizando un corte en octavos (Toivonen, 2007).

e Desinfeccion después del corte.

El lavado estd indicado para remover fluidos celulares producidos en las operaciones de
pelado y corte, asi como también para remover microorganismos alterantes, responsables de la
pérdida de calidad del producto, y patégenos, que podrian suponer un riesgo para la salud del

consumidor.

e Tratamiento quimico.
Posteriormente, los trozos de manzana deben ser tratados con formulaciones especiales

para evitar principalmente el pardeamiento enzimatico.

e Envasado.

Luego de la aplicaciéon de inhibidores del pardeamiento, los trozos de manzana son
escurridos o secados con aire forzado, antes de su envasado. Existen diversos tipos de envases
para manzanas minimamente procesadas pero los mas comunes son bolsas de films de pldstico

flexibles y bandejas transparentes de poliestireno.

e Almacenamiento.
Las manzanas minimamente procesadas deben ser almacenadas en cdmaras con temperaturas
de refrigeracion proximas a los 0°C. La vida util de estos productos decrece exponencialmente

con la temperatura de almacenamiento.
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Figura 1.5. Diagrama de flujo del procesamiento minimo de manzanas.
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Las caracteristicas de calidad requeridas para las manzanas frescas cortadas difieren de
aquellas que se necesitan para el mercado de fresco. El desarrollo de manzanas minimamente
procesadas requiere una reconsideracion de la seleccion del cultivar asi como un desarrollo del

método de preparacion y almacenamiento (Abbott et al., 2004).
1.4. ATRIBUTOS DE CALIDAD DE FRUTAS FRESCAS CORTADAS

La calidad de frutas y hortalizas frescas cortadas es una combinacién de pardmetros que
incluye apariencia, textura, sabor y valor nutricional (Kader, 2002). Si bien, generalmente los
consumidores juzgan su calidad en el momento de la compra a través de atributos sensoriales
visuales, evaluando principalmente la apariencia y frescura, las adquisiciones posteriores
dependen de la satisfaccion alcanzada en términos de textura y sabor, sin dejar de interesarse

en su calidad nutricional y seguridad (Rico et al., 2007).

El color juega un rol clave en la eleccion, preferencia y aceptabilidad de los alimentos
y puede incluso influir en la percepcidn de otros atributos de calidad, como el sabor. Junto con
la textura, es uno de los principales atributos que se consideran cuando se evalda la frescura de

frutas y hortalizas minimamente procesadas.

Otro atributo de calidad determinante de estos productos es la textura. El consumidor
evalda la textura primero a través de los sentidos del tacto y, posteriormente, por su percepcion
en la boca, momento en que valora la dureza o firmeza, elasticidad, harinosidad y jugosidad.
La firmeza estd determinada principalmente por la anatomia fisica del tejido, particularmente
el tamano y forma de la célula, el espesor de la pared celular y la adhesion entre células, junto
con la turgencia (Toivonen y Brummell, 2008). La firmeza de los frutos es s6lo uno de los
parametros que constituyen la textura. No obstante, la firmeza medida por ensayos de
penetracion continda siendo el método mads utilizado para reflejar las caracteristicas texturales

de las frutas.

Actualmente, la eleccion del consumo de frutas y hortalizas frescas cortadas también
considera el aporte que hacen a la dieta respecto a vitaminas, aminodcidos, azucares y otros
constituyentes como los compuestos fendlicos y otros antioxidantes. El importante rol que
juegan los antioxidantes en el mantenimiento de la salud, ha encaminado las investigaciones
hacia el estudio del efecto del procesamiento y almacenamiento en su retencion. Sin embargo,
las caracteristicas nutricionales, asi como la presencia de compuestos fitoquimicos en frutas
frescas cortadas, han sido significativamente menos estudiadas ya que no se consideran

parametros de calidad comercial. Los trabajos de investigacion realizados sobre la calidad
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nutricional de estos productos determinan la capacidad antioxidante y/o la concentracién de
vitamina C y compuestos fendlicos totales, dado que se ha demostrado que éstos son los
principales responsables de la alta capacidad antioxidante de frutas y hortalizas en general

(Proteggente et al., 2002).

1.4.1. Factores que intervienen en la pérdida de calidad
La comprension de los procesos que ocasionan el deterioro de las frutas frescas cortadas
después del procesamiento es esencial para desarrollar tecnologias que permitan extender su

vida util y mantener su calidad durante el procesado y distribucion.

La vida util de los productos frescos cortados es muy inferior, si se la compara con la
de frutas y hortalizas intactas, porque los frescos cortados sufren un dafio en su tejido.
Usualmente, el dafio en el tejido de una planta induce un incremento en la respiracion y
produccién de etileno, pardeamiento enzimdtico, degradaciéon de la membrana lipidica,
produccion de metabolitos secundarios y pérdida de agua. Entre estas consecuencias negativas,
el pardeamiento enzimdtico es considerado una de las principales limitantes de la vida util de

los productos frescos cortados (Chung y Moon, 2009).

14.1.1. Pardeamiento enzimatico

Uno de los principales cambios de color (o apariencia) que se producen en frutas frescas
cortadas, es consecuencia del pardeamiento generado por enzimas oxidativas, una de las causas
mads importantes en la pérdida de calidad (Piagentini et al., 2002; Rico et al., 2007; Toivonen y
Brummell, 2008). Las enzimas y los sustratos involucrados en esta reaccidn se encuentran
normalmente localizados en diferentes compartimentos celulares, separados por membranas
semipermeables, y su transferencia estd activamente regulada. El dafio fisico que se produce al
tejido vegetal durante el procesamiento minimo, no s6lo dafa fisicamente las membranas
celulares lipido-proteicas, sino que también altera sus funciones de manera que compuestos
incompatibles se mezclan y producen reacciones incontrolables y no deseadas. Por otra parte,
el dafio producido al tejido induce la biosintesis de algunas enzimas o sustratos involucrados en
las reacciones de amarronamiento. Asi, la intensidad del pardeamiento en diversos tejidos puede
estar afectada por las actividades relativas de las oxidasas y las concentraciones de sustratos
(Toivonen y Brummell, 2008). Existen varias enzimas importantes involucradas en el
amarronamiento enzimatico, tales como la polifenol oxidasa (PPO), la peroxidasa (POD) y la
fenilalanina-amonio liasa (PAL) que oxidan los compuestos fendlicos solubles para producir

ortoquinonas. Estas dltimas condensan y reaccionan no enzimdticamente con numerosos
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constituyentes celulares como los aminodcidos, compuestos fendlicos y entre si, para producir
pigmentos de estructura indeterminada, denominados genéricamente melaninas (Sapers, 1993;
Castaiier et al., 1999). La hidroxilacién de monofenoles es el paso lento o determinante de la
velocidad de pardeamiento. Las o-quinonas pueden retrogradarse a los compuestos fendlicos

iniciales en presencia de un compuesto reductor.

OH OH o
OH o
/
hidraxilacin oxidacion polimerizacion polimeros melanoides
enzimatica enzimatica no enzimatica colorsados

/

| /
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Figura 1.6. Esquema de la reaccion de pardeamiento enzimético.

Los sustratos fenélicos de la PPO presentes en la manzana son: dcido clorogénico (en la
pulpa), catecol, catequina (en la piel), 4cido cafeico, 3,4-dihidroxifenilalanina (DOPA), 4cido
3.,4-dihidroxibenzoico, p-cresol, 4-metilcatecol, leucocianidina, dcido p-curdmico y glicésidos

de flavonol (Lozano, 2000).

El pardeamiento enzimdtico generalmente resulta en pérdida de la calidad nutricional,
funcional y sensorial (pérdida de polifenoles, oscurecimiento, y desarrollo de off-flavors). El
grado de pardeamiento depende de varios factores: pH, temperatura, actividad enzimatica,

presencia de oxigeno, cobre y hierro y concentracion de sustratos (Santerre et al., 1988).

14.1.2. Pérdida de firmeza

La disminucién de la firmeza es otra causa de pérdida de calidad en las frutas frescas
cortadas. El ablandamiento del tejido en la fruta fresca es una consecuencia de la maduracién
que causa la despolimerizacion y desesterificacion de los componentes de la pared celular que

resulta en la pérdida de la cohesion (Quiles et al., 2007).

Estos cambios de textura también ocurren durante el procesamiento y almacenamiento,
por la descompartimentacion de enzima y sustrato. Enzimas como la pectinmetilesterasa (PME)

y poligalacturonasa (PG) estdn estrechamente relacionadas con la degradacion de la textura de
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frutas. La PME desesterifica la pectina, convirtiéndola en pectina de bajo metoxilo o 4cido
péctico. La PG hidroliza los enlaces glicosidicos de las sustancias pécticas, reduciendo el peso

molecular del polimero y, por lo tanto, influyendo en la textura (Yildiz y Baysal, 2000).

La velocidad con la que las manzanas se ablandan durante el almacenamiento también
depende de la madurez al momento de la cosecha (se han reportado menores pérdidas de firmeza
en manzanas cosechadas tempranamente en comparacion con aquellas de cosecha tardia) asi
como de la temperatura de almacenamiento (las bajas temperaturas son cruciales para la

retencion de firmeza) (DeElle et al., 2001).

1.4.1.3. Deterioro microbiolégico
Los microorganismos son contaminantes naturales, tanto de los productos frescos como
minimamente procesados, y la contaminacion puede provenir de diversas fuentes, incluyendo

el manejo postcosecha y el procesamiento (Rico et al., 2007).

El crecimiento microbiano es afectado por factores intrinsecos, tales como actividad de
agua, pH, presencia de antimicrobianos, disponibilidad de nutrientes, presencia de oxigeno,
potencial redox y composiciéon del alimento, pero también por factores extrinsecos como
composicion gaseosa de la atmoésfera del envase, temperatura de almacenamiento o humedad

relativa (Soliva-Fortuny et al., 2004).

Las principales caracteristicas de frutas y hortalizas frescas cortadas que pueden
aumentar las probabilidades de dafio microbiolégico y contaminacién incluyen: (1) la presencia
de superficies cortadas y aumento del contenido de humedad, (2) el minimo procesamiento no
asegura la esterilidad o estabilidad microbiana del producto, (3) el metabolismo activo del tejido
vegetal y (4) el confinamiento del producto a un envase con atmdsfera modificada (Rico et al.,

2007).

El minimo procesamiento puede incrementar el dafio microbioldgico en la fruta por
transferencia de la microflora de la piel a la pulpa, donde los microorganismos pueden crecer

rapidamente a expensas de los nutrientes alli presentes (Corbo et al., 2004).

Debido a sus bajos valores de pH, la microflora predominante en frutas frescas estd
compuesta principalmente por hongos. En manzanas, las poblaciones iniciales incluyen mohos
tales como Penicillium spp., Rhizopus spp., Alternaria spp. y Trichoderma spp., y/o levaduras

como Metschnikowia spp., Debaryomyces spp. y Candida spp. Sin embargo, las operaciones
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de procesamiento y condiciones de empaque transforman la ecologia microbiana del producto

(Soliva-Fortuny et al., 2004).

La proliferacion de microorganismos en la superficie de frutas frescas cortadas
actualmente es inhibida o retardada usando bajas temperaturas de almacenamiento, envases con

atmosferas modificadas y sustancias antimicrobianas (Oms-Oliu et al., 2010).

En la actualidad se aplican distintos tipos de sustancias antimicrobianas entre las que se
encuentran los 4cidos orgdnicos, que aumentan la concentracién de protones y por lo tanto
disminuyen el pH externo. El 4cido citrico es ampliamente utilizado y es un conservador

efectivo (Oms-Oliu et al., 2010).

Sin embargo, en los ultimos afos ha habido una considerable presion de los
consumidores por reducir o eliminar los aditivos sintetizados quimicamente, de los alimentos.
La utilizacion de agentes antimicrobianos de origen vegetal puede, por lo tanto, proveer una
alternativa natural a los aditivos alimentarios. Estos productos naturales son usualmente
compuestos GRAS (generally recognized as safe) y son capaces de inhibir el crecimiento

microbioldgico y de favorecer el flavor y la calidad, por la presencia de compuestos voldtiles.

1.5. METODOS DE CONSERVACION DE PRODUCTOS MINIMAMENTE
PROCESADOS

Para seleccionar los métodos de conservaciéon més adecuados para extender la vida util
de frutas frescas cortadas, se debe considerar que las células vegetales son unidades vivas que
estdn constantemente tomando nutrientes y expulsando desechos. En este proceso, los
nutrientes tienen que pasar a través de la pared y la membrana celular. En los procesos de
conservacion tradicionales aplicados a las frutas y hortalizas (esterilizaciéon, congelacion,
secado) se mata a las células vegetales. En el producto minimamente procesado, estas células
estdn atn vivas y deben permanecer asi, o el tejido perdera su deseable calidad de fresco (King
y Bolin, 1989). Por lo tanto, los tratamientos de conservacion aplicados a estos productos deben

tener en cuenta estas caracteristicas.

Una metodologia interesante para inhibir el crecimiento de microorganismos y mejorar
la estabilidad de los alimentos, es el desarrollo del concepto de barreras u obstaculos, también
conocida como tecnologia de factores combinados. Esta metodologia debe aplicarse
cuidadosamente a las frutas y hortalizas frescas cortadas. Las barreras seleccionadas deben

mantener la seguridad, la calidad sensorial y nutritiva, y extender la vida util del producto. La
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seleccion de dichas barreras en términos de nimero requerido, intensidad de cada una y
secuencia de aplicacion para alcanzar el objetivo propuesto, son de significativa importancia y
marcardn el fututo desarrollo de frutas y hortalizas frescas cortadas (Allende et al., 2006). Los
métodos de conservacion o barreras que pueden incluirse son: tratamientos quimicos
(comprendiendo acidulantes, antioxidantes, antimicrobianos, etc.), tratamientos térmicos

suaves, envasado en atmdsfera modificada y conservacion refrigerada, entre otros.

Se debe tener en cuenta que la diferencia entre las distintas frutas asi como la
variabilidad intrinseca de cada una (determinada por factores de precosecha y postcosecha)
hace que no siempre las tecnologias adoptadas para una fruta puedan ser aplicadas a otras. Por
esta razon, el estudio de los efectos de los distintos tratamientos sobre la calidad sensorial y

nutricional no puede aislarse de la fruta de origen.

1.5.1. Aplicacién de tratamientos térmicos suaves

Se ha encontrado que los tratamientos por inmersion en agua a distintas temperaturas
han ayudado a mantener la calidad en varias frutas y hortalizas. Se ha demostrado que un
tratamiento de 90 segundos a 45°C reduce el pardeamiento en lechuga fresca cortada (Allende
et al., 2006). La aplicacion de shock térmico a lechuga fresca cortada reduce la actividad de las
enzimas polifenol oxidasa (PPO) y peroxidada (POD), con el consecuente descenso en el

desarrollo de pardeamiento (Allende et al., 2006; Martin-Diana et al., 2005).

Kim et al. (1993) estudiaron el efecto de diferentes tratamientos térmicos suaves y el
minimo procesamiento sobre 11 variedades de manzanas. Evaluaron la susceptibilidad al
pardeamiento durante y después de realizados los tratamientos. También determinaron los
cambios en firmeza, velocidad de respiracidn, s6lidos solubles y acidez de las manzanas frescas
cortadas tratadas térmicamente. Encontraron que el desarrollo de pardeamiento dependia de la
variedad y la temperatura del tratamiento, y que las manzanas tratadas a 45°C generaban trozos

con menos pardeamiento y textura mas firme, en comparacién con las manzanas no tratadas.

Abreu et al. (2003) estudiaron el efecto de los tratamientos térmicos suaves realizados
en distintas combinaciones de tiempo/temperatura, sobre la calidad de pera fresca cortada.
Evaluaron y modelaron los cambios en color, firmeza, contenido de sélidos solubles y pH.
Determinaron que los tratamientos térmicos suaves fueron exitosos en reducir o mantener el
pardeamiento de cuartos de peras ‘Rocha’, siendo los tratamientos a 35-45°C por 40-150
minutos los mds apropiados. Observaron un incremento en la firmeza para las peras tratadas a

temperaturas mayores a 45°C, independientemente del tiempo del tratamiento. A su vez, luego
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de 7 dias de almacenamiento a 2°C, las peras frescas cortadas no desarrollaron pardeamiento

aunque sufrieron una reduccién de la firmeza.

Koukounaras et al. (2008) encontraron que el tratamiento de duraznos a 50°C por 10
minutos realizado 4 horas antes del corte, controld efectivamente el pardeamiento y retuvo la
firmeza de la fruta fresca cortada durante el almacenamiento refrigerado. Los autores reportaron
una actividad significativamente mayor de la enzima pectinmetilesterasa (PME) durante los
primeros dos dias de almacenamiento, en los duraznos tratados térmicamente, mientras que no
detectaron diferencias significativas en la actividad de las enzimas polifenol oxidasas (PPO)

presentes en los duraznos tratados térmicamente y sin tratar.

El shock térmico, junto con el corte y la exposicion a niveles alterados de oxigeno y
diéxido de carbono, entre otros, es uno de los estreses abidticos utilizados durante la
postcosecha como herramienta tradicional para extender la vida util de frutas y hortalizas,
considerando principalmente los cambios en color, textura y flavor. Ademds, estos estreses
afectan la acumulacién o pérdida de fitoquimicos induciendo un aumento o reduccién en la

actividad de las enzimas claves de los caminos metabdlicos secundarios.

La exposicion de frutas y hortalizas a diferentes estreses abidticos controlados tiene un
impacto significativo sobre la calidad y potencial saludable de frutas y hortalizas cortadas. Estos
afectan la biosintesis de los tres principales grupos de metabolitos secundarios: terpenos,

compuestos fendlicos y compuestos nitrogenados (Cisneros-Zevallos, 2003).

1.5.2. Aplicacion de tratamientos quimicos
Los tratamientos con soluciones antioxidantes, son una de las barreras utilizadas para

preservar el color inicial en frutas frescas cortadas.

Uno de los compuestos mas usados es el 4cido ascérbico (AA) porque reduce
efectivamente el pardeamiento, es GRAS (generally recognized as safe), conveniente desde el
punto de vista econémico y atractivo para los consumidores. El AA es capaz de prevenir el
pardeamiento enzimatico reduciendo las quinonas nuevamente a compuestos fendlicos antes de
que formen los pigmentos amarronados (Figura 1.6). Sin embargo, el 4cido ascoérbico se oxida
a dcido dehidroascérbico (ADHA), luego de un cierto tiempo, permitiendo la acumulacién de
la o-quinonas (Rojas-Graii et al., 2009). Por lo tanto, provee una proteccion temporal a menos
que se utilice en muy altas concentraciones (Gil et al., 1998) y puede ser insuficiente para evitar
el pardeamiento enzimatico y mantener el valor comercial de los productos frescos cortados

(Jang y Moon, 2011). Este agente reductor indirectamente también puede inactivar la PPO por
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degradacion del radical libre de la molécula de histidina en el sitio activo y por reduccion del

cofactor Cu**a Cu*, lo que facilita la disociacion del ion cuproso de la enzima.

El 4cido ascorbico y sus derivados (solo o en combinacién con 4cido citrico) se han
usado en numerosos estudios en frutas y hortalizas en concentraciones que varian entre 0,5 y
4,0%, y su efecto para prevenir el amarronamiento ha sido demostrado (Piagentini y Giiemes,
2002; Toivonen y Brummell, 2008; Piagentini et al., 2012; Rodriguez Arzuaga et al., 2013). Se
ha reportado una inhibicién del 90 al 100% de la actividad de la enzima PPO en cubos de
manzanas usando una solucién de 1% de acido ascorbico y 0,2% de 4cido citrico. Ademads, el
dcido ascorbico, en su acciéon como agente reductor, previene la disminucién del contenido

fendlico (Soliva-Fortuny y Martin-Belloso, 2003).

Giacalone y Chiabrando (2013) compararon el efecto de un compuesto comercial que
contiene ascorbato de calcio (Natureseal), con dos sales de calcio asociadas con acido citrico,
sobre la calidad de manzanas ‘Golden Delicious’ cortada en cubos y almacenada a 1°C por 5
dias. Se encontr6 que el producto comercial fue el més efectivo en mantener la calidad de las
manzanas frescas cortadas, pero que la combinacién de cloruro de calcio con dcido citrico
también podria ser un buen tratamiento para preservar la calidad de este producto por cinco
dias, aunque en algunas muestras se detectaron sabores extrafos. En cuanto al tratamiento
realizado con propionato de calcio y 4cido citrico, permitié gran desarrollo de pardeamiento, y
se lo asoci6 en algunas muestras a sabores extraios, a pesar de ser efectivo en mantener la
firmeza, la acidez total y los sélidos solubles del producto. Los autores indican que la aplicacién
del tratamiento con cloruro de calcio y dcido citrico podria utilizarse en pequeiias industrias de
frescos cortados como una alternativa mds econémica (aproximadamente 30% mads barato) a

los productos comerciales.

El pardeamiento también puede ser evitado mediante la eliminacion de uno de los
componentes necesarios para su actividad: oxigeno, enzima, cobre (cofactor de las enzimas) y
sustrato. Una de las formas habituales de resolver este problema es la reduccion de las quinonas
formadas por la PPO o la inhibicién o inactivaciéon de la PPO. Sustancias acidulantes como
dcidos citrico, mélico o fosférico pueden inhibir a la PPO reduciendo el pH (la actividad de la
PPO es 6ptima a pH 6,0-6,5, mientras que a pH inferiores a 4,5 la actividad es muy baja) y/o
quelando el cobre presente en las frutas (Jiang et al., 2004). Agentes reductores como el dcido
ascorbico, la cisteina o los sulfitos ayudan también a reducir el pardeamiento enzimatico

disminuyendo la concentracién del oxigeno presente. Sin embargo, los sulfitos se encuentran
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cuestionados debido a sus efectos adversos para la salud. Es por ello, que en afios recientes, se
ha incrementado la necesidad de la sustitucion de estos compuestos sintéticos por sustancias

naturales.

1.5.2.1. Aplicacion de antioxidantes de origen natural

Se ha evaluado el efecto inhibidor de miel, extracto de cebolla y té verde sobre la PPO,
pero se encontrd poca informacion acerca de la utilizacion de infusiones de yerba mate y otras
hierbas con ese fin (Jeon y Zhao, 2005; Kim et al., 2005; Lee et al., 2007; Soysal, 2009; Martin
et al., 2010).

La actividad inhibitoria de estos compuestos naturales sobre la PPO se debe a que son
ricos en compuestos fendlicos. Los compuestos fendlicos constituyen los sustratos que al
oxidarse enzimdticamente contribuyen al pardeamiento de las superficies cortadas en los
vegetales frescos cortados. Pero por otra parte, estos compuestos son importantes metabolitos
secundarios que pueden actuar como neutralizantes de los radicales libres y ser una importante
fuente de antioxidantes naturales (Martinez-Valverde et al., 2000). Los antioxidantes fendlicos
interrumpen la propagacion de la cadena de autoxidacion del radical libre, entregando un dtomo
de hidrégeno del grupo fenilhidroxilo, lo que genera la formacién de un radical libre
relativamente estable que no inicia ni propaga procesos de oxidacion posteriores (Martin-Diana

et al., 2008).

El mate (Ilex paraguariensis St. Hill., Aquifoliaceae) es un &arbol ampliamente
distribuido en el sur de Brasil, nordeste de Argentina, Paraguay y Uruguay. En dicha region,
las hojas desecadas y molidas (“yerba mate” o “yerba”) se utilizan en la preparacion de una
bebida tradicional (“mate”). El habito de beber mate se encuentra firmemente arraigado en

Argentina, sur de Brasil, Paraguay y Uruguay (Dellacassa y Bandoni, 2001).

El alto contenido de compuestos polifendlicos en el mate es responsable de sus notables
propiedades antioxidantes (Bravo et al., 2007). Aunque la concentracién de polifenoles en una
infusién de mate depende del tipo de yerba mate, su grado de molienda y la mezcla con otros
tés, en promedio la cantidad de polifenoles extraida del mate es 92 mg equivalentes de acido
clorogénico por gramo de hojas secas. A su vez, la concentracion de polifenoles en el mate ha

demostrado tener una alta correlacion con su actividad antioxidante total (Heck y Mejia, 2007).

Los compuestos polifendlicos del mate difieren significativamente de los de otros tipos
de té, como el té verde, porque el mate presenta alto contenido de 4cido clorogénico y no

presenta catequinas. Los derivados del cafeoil encontrados en el mate incluyen los é4cidos
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cafeico, clorogénico, 3.,4-dicafeoilquinico, 3,5-dicafeoilquinico y 4,5-dicafeoilquinico. Los
derivados del cafeoil son los principales responsables de la capacidad antioxidante del mate

(Heck y Mejia, 2007; Filip et al., 2000).
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Figura 1.7. Compuestos polifendlicos derivados del cafeoil encontrados en el mate: dcido
clorogénico, acido 4,5-dicafeoilquinico, 4cido 3,5-dicafeoilquinico y 4cido 3,4-
dicafeoilquinico (Heck y Mejia, 2007).

La habilidad del mate para atrapar especies reactivas de oxigeno ha sido correlacionada
con la actividad peroxidasa. Esta actividad estd fuertemente relacionada con la concentracion

de polifenoles en el mate: a mayor concentraciéon de polifenoles mayor actividad peroxidasa

(Heck y Mejia, 2007).

Martin et al. (2010) aplicaron infusiones de yerba mate al 1 y 2% (m/v) a extractos de
la enzima PPO de manzanas variedad ‘Princesa’ y concluyeron que los extractos de yerba mate

ejercen un efecto inhibitorio importante sobre la actividad de dicha enzima.

Rodriguez Vaquero et al. (2010) estudiaron el contenido de compuestos fendlicos y las
actividades antioxidantes y antibacterianas de la infusion acuosa de 13 hierbas argentinas.
Encontraron que Ilex paraguaiensis (yerba mate) presentd la mayor cantidad de compuestos
fendlicos totales y flavonoides. La alta correlacion entre actividad antioxidante y contenido de
compuestos fendlicos totales indicé que los compuestos fendlicos son los principales
contribuyentes a esta capacidad. Ademas, la infusion de Ilex paraguaiensis fue la mas efectiva

en reducir la viabilidad de Escherichia coli y Staphylococcus aureus.
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1.6. OBJETIVOS

1.6.1. Objetivo general
Evaluar el efecto de la aplicacion de tratamientos térmicos suaves y antioxidantes de
origen natural ricos en polifenoles, sobre la calidad y potencial saludable de manzanas frescas

cortadas.

1.6.2. Objetivos especificos

1.6.2.1. Respecto de las variedades de manzana

e Determinar las caracteristicas fisicoquimicas, contenido de polifenoles totales y capacidad
antioxidante de cinco variedades de manzanas: dos de gran importancia comercial y alto
requerimiento de horas de frio (‘Granny Smith’ y ‘Red Delicious’) y tres variedades de

produccién regional y de bajo requerimiento de horas de frio (‘Caricia’, ‘Eva’ y ‘Princesa’).

1.6.2.2. Respecto de la aplicacion de tratamientos térmicos suaves

e Determinar las curvas de calentamiento-enfriamiento y los tiempos de semienfriamiento
de las cinco variedades de manzana.

e Evaluar el efecto de la aplicacion de tratamientos térmicos suaves (cuya aplicacion no ha
sido estudiada para las variedades regionales) sobre las caracteristicas fisicoquimicas y el
contenido de polifenoles totales de las cinco variedades de manzana.

e  Modelar el efecto inicial y luego de 7 dias de almacenamiento refrigerado, del tiempo y la
temperatura del tratamiento térmico sobre las caracteristicas fisicoquimicas y contenido de

polifenoles totales de manzanas frescas cortadas.

1.6.2.3. Respecto de la aplicacion de tratamientos quimicos

e Evaluar las propiedades de diferentes infusiones de yerba mate.

e Realizar una evaluacion preliminar de la aplicacidn de tratamientos con infusiones de yerba
mate, sola o en combinacién con &cido citrico y dcido ascérbico, como inhibidor del
pardeamiento enzimdtico en manzanas frescas cortadas.

e Modelar el efecto de las diferentes concentraciones de los componentes de la solucién
antioxidante sobre el pH, diferencias de color, actividad antioxidante y calidad sensorial de

manzanas frescas cortadas

e Determinar las concentraciones 6ptimas de una solucién acuosa de infusién de yerba mate,
dcido ascorbico y 4cido citrico, para reducir el pardeamiento enzimatico e incrementar el

potencial saludable sin alterar la calidad sensorial de manzanas frescas cortadas.

45



Introduccion

Evaluar el efecto del minimo procesamiento y del tratamiento quimico con una solucién
antioxidante en las concentraciones 6ptimas determinadas, sobre las caracteristicas

fisicoquimicas, bioactivas, microbiologicas y sensoriales de manzanas ‘Granny Smith’.

Evaluar el efecto del tratamiento quimico aplicado en las concentraciones optimas sobre
las caracteristicas fisicoquimicas, bioactivas, microbioldgicas y sensoriales de manzanas

‘Granny Smith’ frescas cortadas durante el almacenamiento a diferentes temperaturas.

Evaluar la aceptabilidad sensorial de manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas tratadas
con la solucién antioxidante en las concentraciones Optimas determinadas.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1. MATERIA PRIMA

Se utilizaron manzanas de cinco variedades diferentes, dos de gran importancia
comercial y alto requerimiento de horas de frio: ‘Granny Smith’ y ‘Red Delicious’, y tres
variedades adaptadas al cultivo en la zona centro-Este de la Provincia de Santa Fe, con bajo
requerimiento de horas de frio: ‘Caricia’, ‘Eva’ y ‘Princesa’ (Figura 2.1). Las manzanas
‘Granny Smith’ y ‘Red Delicious’ se adquirieron en un local comercial de la ciudad de Santa
Fe y se mantuvieron en cdmara de frio a 1,5°C hasta el momento de su utilizacién. Las
manzanas ‘Caricia’, ‘Eva’ y ‘Princesa’ se obtuvieron del Campo Experimental de Cultivos
Intensivos y Forestales (CECIF) de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional

del Litoral en la localidad de Esperanza, provincia de Santa Fe.

Caricia Princasa Eva

n Variedades con alto requerimiento

de horas de frio

Variedades con bajo
requerimiento de horas
de frio

Red Granny
Delicious Smith

Figura 2.1. Variedades de manzanas.

2.1.1. Caracterizacion de la materia prima.
Para evaluar las caracteristicas fisicoquimicas de las variedades de manzanas ‘Caricia’,

‘Eva’, ‘Granny Smith’, ‘Princesa’ y ‘Red Delicious’ utilizadas, se determinaron:

- Peso y didmetro

-pH

- Contenido de s6lidos solubles
- Firmeza

- Compuestos bioactivos y capacidad antioxidante.

Las determinaciones se realizaron sobre 20 frutas de cada variedad en dos periodos de
cosecha: afios 2010-2011 y 2011-2012.
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2.2. ESTUDIO DE LA APLICACION DE TRATAMIENTOS TERMICOS SUAVES A
MANZANAS ENTERAS

2.2.1. Determinacion de las curvas de calentamiento-enfriamiento y tiempo de
semienfriamiento.

Se obtuvieron los perfiles de temperatura de calentamiento - enfriamiento de cada una
de las 5 variedades de manzanas ensayadas (‘Caricia’, ‘Eva’, ‘Granny Smith’, ‘Princesa’ y ‘Red
Delicious’). Los perfiles se determinaron durante una primera etapa de calentamiento, realizada
similarmente a como se describe en el punto 2.2.2, a 3 temperaturas del bafio térmico (40, 45 y
50°C), y posterior enfriamiento hasta la temperatura de almacenamiento en cdmara refrigerada
(1,5°C) mediante el registro de la temperatura en el centro de cada fruta utilizando termocupla

y data-logger.

A modo de ejemplo, en la Figura 2.2 se presenta un perfil de temperatura en el que se
grafica la temperatura del producto (T) en funcién del tiempo (t). Como se puede observar, a
t=0, T es igual a la temperatura inicial (To), mientras que a t=oo, T seria igual a la temperatura

del aire de la camara de frio (Ta).

Calentamiento | Enfriamiento

¢ Bafio
B Eva
Céamara

v‘W|

4
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Tiempo (min)

Figura 2.2. Perfil de temperatura de manzana variedad ‘Eva’ durante las etapas de

calentamiento en bafio de agua y enfriamiento en cdmara.
Temperatura inicial manzana (To) = 2,7°C; Temperatura del bafio de agua (Tbaiio) = 40°C; Temperatura del aire
de la camara (Ta)= 1,5°C.

Los datos de temperatura de las manzanas en funcién de tiempo de la etapa de
enfriamiento en aire en la cdmara refrigerada (volumen de cdmara 3x3x2m?, vel. aire: 0,5 m/s)

posterior al calentamiento, se utilizaron para la determinacion del tiempo de semienfriamiento.

El tiempo de semienfriamiento, o t12, se define para enfriamiento con aire o agua como

el tiempo necesario para reducir a la mitad la diferencia de temperatura entre el producto y el
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medio de enfriamiento. ti2 depende del método de enfriamiento (medio y movimiento del
medio de enfriamiento), del tipo de embalaje, estiba, geometria, dimensiones, propiedades
térmicas; y es independiente de la temperatura inicial del producto y de la temperatura del
medio de enfriamiento (Calvelo, 1987) . Puede considerarse constante durante el enfriamiento

y se utiliza generalmente para comparar la velocidad de enfriamiento entre diferentes métodos.
Es decir:

T-Ta
T, - T

Si, =05 = (tr-t) =ty Ecuacion 2.1
donde: T es la temperatura del producto

Ta es la temperatura del aire

To es la temperatura inicial del producto
De acuerdo a las ecuaciones de transferencia de calor en estado no estacionario sin cambio de
fase (Toledo, 1999; Calvelo, 1987) el cambio de temperatura del producto (T) en funcién del

tiempo (t) se puede expresar como:

2 2 2
72T, 2T
ot |9x? oy? 0y

Ecuacion 2.2

donde: OL = ———= difusividad térmica, [m?/s] Ecuacion 2.3

p.cp
k; conductividad térmica, [J/s.m.°C]
p: densidad, [kg/m?]

cp: calor especifico, [J/g °C]

Las soluciones exactas para formas regulares tienen la siguiente forma:

T*= Z_; Cn(x) -e_“n B Ecuacién 2.4
donde: T* (temperatura adimensional) = TT'T; Ecuacién 2.5
O-1a

Cn = f (Bi, geometria, posicion)

Wn = £ (Bi, geometria)
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h
N°de Biot=Bi= —— Ecuacién 2.6

kb
D
siendo: h el coeficiente de transferencia de calor [J/s.m?’] y D [m] la dimensién

caracteristica que para esferas (geometria a la que se asemeja una manzana) es

el radio

o.t
D2

Estas series convergen rdpidamente (para Fo >> 0,2) y es posible utilizar s6lo el primer término

Fourier = Fop= Ecuacién 2.7

sin grandes errores. Es decir:

2
— - K .
T*=C,.e M1to Ecuacién 2.8
linealizando:
In Ty* =1n A; - 2. Fo Ecuacién 2.9
a partir de esta ecuacién se puede obtener: ty, = n2.D’ Ecuacion 2.10
o

Construyendo el perfil de temperatura como T* en funcién de t, el tiempo de
semienfriamiento puede obtenerse graficamente. En la Figura 2.3 se presenta el perfil de

temperatura obtenido para la etapa de enfriamiento para la variedad ‘Granny Smith’.

1.2

1 4

0.8 -

0.6

T*

0.4

0.2 -

—_— |

0 t) 100 200 300 400 500

0

Tiempo (min)
Figura 2.3. Determinacion grafica del tiempo de semienfriamiento de manzanas variedad

‘Granny Smith’.
Temperatura del aire (Ta)= 1,5°C; Temperatura inicial (To)= 45°C.
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Utilizando una escala logaritmica se linealizaron los perfiles de temperatura y se obtuvo
la ecuacidn de la recta. Este procedimiento se repitid para las 5 variedades y se parti6 de tres
temperaturas iniciales distintas (40, 45 y 50°C) para cada una de ellas. En la Figura 2.4 se

presenta como ejemplo, el perfil de temperatura de ‘Granny Smith’ luego de la linealizacion.

10
1 .
250
*
=
01 -
y=1.27893¢0.0157Lx
R?=0.99888
0.01

Tiempo {min)

Figura 2.4. Linealizacion de la Ecuacion 2.8 (InT* en funcién del tiempo de enfriamiento) de

manzanas variedad ‘Granny Smith’.
Temperatura del aire (Ta)= 1,5°C; Temperatura inicial (To)= 45°C.

De acuerdo a la Ecuacién 2.9, que es la linealizaciéon de la Ecuaciéon 2.8 (que
corresponde al primer término de la ecuacién de Fourier y es valida si Fo>>0,2), y considerando
la Ecuacién 2.7, la pendiente de la recta obtenida del perfil de temperatura linealizado
corresponde a —p;2.0.t/D? De esta forma, se obtuvieron los valores correspondientes a —
wi2.o/D?, para cada una de las cinco variedades estudiadas, y con esta informacion se obtuvieron

los tiempos de semienfriamiento a partir de la Ecuacién 2.10.

2.2.2. Evaluacion preliminar. Seleccion de variedades para la aplicacion de tratamientos
térmicos

Se realizaron ensayos preliminares con el objetivo de evaluar la respuesta de las cinco
variedades de manzanas con distintos requerimientos de horas de frio a los tratamientos
térmicos suaves, principalmente a través del desarrollo de pardeamiento y cambios en la

firmeza, de manera de preseleccionar la o las variedades de manzanas més apropiadas.

Para ello, para cada ensayo se seleccionaron 6 manzanas de similar didmetro, de cada
variedad, almacenadas en cdmara refrigerada a 1,5°C. Inmediatamente fueron colocadas en
canastillas de acero inoxidable y ubicadas en un bafio de agua (volumen de agua: 18-19 litros)

con agitacion y calentamiento mediante resistencia eléctrica, provisto de termostato (Figura
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2.5). El tratamiento térmico suave se realiz6é a 45°C y durante 55 minutos. Luego, las manzanas
se colocaron en cdmara de frio a 1,5°C. Al dia siguiente de la realizacion de las experiencias,
se evalud el color de la pulpa, firmeza y contenido de polifenoles, tanto de las manzanas tratadas
térmicamente como de aquellas sin tratar (control). Para los ensayos posteriores, se
seleccionaron las variedades de manzanas que no desarrollaron pardeamiento ni tuvieron una

severa pérdida de firmeza o compuestos polifendlicos.

Figura 2.5. Bafo de agua termostatizado y con agitacion.

2.2.3. Diseno experimental.

Utilizando la metodologia de superficie de respuesta (RSM), siguiendo un disefio
experimental 3% + 2 repeticiones en el punto central (variables: tiempo y temperatura en 3
niveles), se estudiard el efecto del tratamiento térmico en las variedades de manzanas

seleccionadas en el inciso 2.2.2.

22.3.1. Limites del dominio experimental

Teniendo en cuenta los datos publicados en bibliografia sobre la aplicacion de
tratamientos térmicos suaves a frutas se decidi6 aplicar temperaturas en el rango de 40 y 50°C
durante 20 a 90 minutos (Koukokaras et al., 2008; Lamikanra et al., 2005; Vicente et al., 2005;
Abreu et al., 2003).
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2.2.3.2. Variables y respuestas estudiadas.
Para estudiar el efecto del tratamiento térmico se utilizard la metodologia de superficie
de respuesta, través de un disefio factorial completo de 2 variables (tiempo y temperatura) en 3

niveles cada una, con dos repeticiones en el punto central (3% + 2).

Se supuso que existia una funcién matematica para la respuesta en funcién de las dos

variables independientes de proceso (Montgomery, 1991).

Y« =f(T, t) Ecuacién 2.11
Donde: Yk = Respuesta
T = temperatura del agua (°C)
t= tiempo de calentamiento (min)

Para aproximar las funciones se usaron ecuaciones polinomiales de 2do orden:
Yk = Bo + 2 Bii.Xi + 2 Bii. Xi? + = Byij. Xi. X Ecuacién 2.12

Donde: Bo, Bui, Bkii y Bkij: son los coeficientes.

Xj: son las variables independientes.

Las variables independientes y sus niveles se presentan en la Tabla 2.1. Las respuestas

estudiadas (Y ) fueron:

- Porcentaje de retencién de pH.

- Porcentaje de retencién de acidez.

- Porcentaje de retencion de s6lidos solubles.

- Porcentaje de retencion de firmeza.

- Porcentaje de retencion de polifenoles totales.

- Cambio porcentual de los parametros instrumentales de color: 6L*, 6a*, 6b*, 6Cap* y Shap.

Entendiendo como porcentaje de retencidn al cociente entre el valor del pardmetro de la
muestra tratada térmicamente (TT) y sin tratar (control) multiplicado por 100, por ejemplo %
retencion pH= (pHtr/pHc).100. A su vez, los cambios porcentuales de color se refieren a la
diferencia del valor del pardmetro de la muestra TT y la muestra control dividida entre el valor
del parametro de la muestra control y multiplicado por 100, por ejemplo:  dL*= [(L*rr—

L*¢)/L*c] 100.
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Tabla 2.1. Variables independientes y niveles usados.

. Varlab.les Simbolo Niveles
independientes
4
Temperatura del 0
o T 45
agua (°C)
50
Tiempo de 20
calentamiento T 55
(min) 90
2.2.3.3. Elaboracion de las muestras

Las manzanas enteras se colocaron en bafio de agua a la temperatura y durante el tiempo
definidos por el disefio experimental (2.2.3.2). Una vez cumplido el tiempo de calentamiento,
las manzanas se retiraron del bafio y se llevaron a cdmara a 1,5°C. Luego de permanecer 24
horas en cdmara de enfriamiento, las manzanas tratadas térmicamente (TT) se procesaron
aplicando un procedimiento general de elaboracion (pelado, descorazonado, cortado en octavos,
envasado). Se procedi6 de igual forma con manzanas sin tratar térmicamente o control (C). La
mitad de las muestras procesadas (tanto tratadas como control) se envasaron en potes de PET
(4 octavos por pote) y se almacenaran en cdmara a 1,5°C para analizarse después de 7 dias, y

la otra mitad se analiz6 inmediatamente.

2.2.34. Analisis estadistico

El programa estadistico STATGRAPHICS Centurion XV 15.02.06 (StatPoint
Technologies, Inc., Warrenton, VA, EE. UU.) se utiliz6 para el andlisis de los datos a través del
andlisis de varianza (ANOVA) y para comprobar la idoneidad de los modelos propuestos.
Asimismo, permiti6 ajustar las ecuaciones polinomiales de 2° orden a los datos experimentales
tanto en variables codificadas como sin codificar, graficar las superficies predichas a partir de

los modelos.
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2.3. ESTUDIO DE LA APLICACION DE TRATAMIENTOS QUIMICOS A
MANZANAS FRESCAS CORTADAS

Se realizaron ensayos de inhibicion del desarrollo de pardeamiento enzimadtico de
manzanas aplicando antioxidantes naturales ricos en polifenoles (infusiéon de yerba mate) y

sintéticos (4cido ascorbico y dcido citrico), en forma individual o combinada.

2.3.1. Evaluacion de las propiedades de la infusion de yerba mate (YM)

La actividad antioxidante de las infusiones de YM depende de su concentracion.
Ademds, estas infusiones presentan un color amarillo verdoso que podria trasladarse a la fruta,
por lo que se propone una decoloracién de las infusiones con carbén activado, evaluando
ademds el efecto de esta operacidon sobre la concentracién de polifenoles y capacidad

antioxidante de la infusion.

2.3.1.1. Preparacion de las infusiones de YM.
Para la preparacion de las infusiones de YM se utiliz yerba mate comercial de origen

argentino, del mismo afio de produccidn y lote, adquirida en un comercio de la zona.

Las infusiones de YM se prepararon calentando 500 mL de agua hasta alcanzar los 90°C.
Una vez alcanzada la temperatura se detuvo el calentamiento y se agregé la cantidad de YM
correspondiente, segin la concentracion (% m/v) que se deseara obtener en la infusion. Se agito,
se tapo y se dejé en reposo durante 5 minutos. Al cabo de este tiempo se realiz6 una filtracion
con algodon, y se dejé alcanzar la temperatura ambiente. Se agregd agua hasta alcanzar el
volumen total inicial de 500 mL y la infusion se filtr6 nuevamente, esta vez utilizando papel de

filtro.

2.3.1.2. Decoloracion de las infusiones de YM.

Se tom6 una alicuota de 50 mL de cada infusién de YM y se le agregaron 0,05; 0,10;
0,15; 0,20; 0,30; 0,40 y 0,50 gramos de CA (segtn se quisiera decolorar la infusién con 0,1;
0,2; 0,3; 0,4; 0,6; 0,8 0 1,0 % (m/v)). Se agité durante 1 minuto y se filtré con papel de filtro
Whatman 42. Las muestras se prepararon por duplicado.
2.3.1.3. Efecto de la concentraciéon de YM y carb6n activado sobre las propiedades de

las infusiones de YM.

Se estudi6 la variacién del contenido de polifenoles totales, actividad antioxidante y
color de cada infusion de YM en funcién de la concentracion de decolorante para definir una
combinacion de concentracién de YM y decolorante, que no interfiriera con el color natural del

alimento y tuviera maxima capacidad antioxidante y aporte de polifenoles.
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Se estudiaron las propiedades de infusiones de 1,0; 2,0; 3,0 y 4,0% YM sin decolorar,
asi como de infusiones con 2,0; 3,0 y 4,0% de YM decoloradas con 8 niveles de carb6n

activado: 0,0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,6; 0,8 y 1,0%, cada una.
Para todas las infusiones de YM (sin decolorar y decoloradas) se determinaron:
- Pardmetros instrumentales de color: L*, a*, b*, Cap* y hap.
- Polifenoles totales.
- Capacidad antioxidante por los métodos del radical DPPH* y FRAP.

La variacion de cada una de estas caracteristicas de las infusiones de YM aqui estudiadas

en funcién de la concentracion de CA, se puede describir con la siguiente ecuacion general:
+dP/dCca =kp . [P]" Ecuacion 2.13

Donde: P = caracteristica evaluada
Cca = concentracion de carbon activado
n = orden de reaccion

kp = constante de variacidon de cada caracteristica

[T

El signo “+” aplica a caracteristicas crecientes con la concentracion de CA y el signo “—

“a aquellos decrecientes.

En este trabajo se encontr6 que el modelo de primer orden (n = 1) era el mds adecuado
para describir los cambios en los pardmetros medidos. Integrando y linealizando la Ecuacién

2.13 resulta:

InP =InPo £ kp . Cca Ecuacion 2.14

La constante de variacion de cada caracteristica evaluada, kp, (pendiente de la recta) y

el InPo (ordenada en el origen) se estiman por andlisis de regresion lineal.

2.3.14. Analisis estadistico. Coeficiente de correlacion de Pearson

El programa estadistico STATGRAPHICS Centurion XV 15.02.06 (StatPoint
Technologies, Inc., Warrenton, VA, EE.UU.) se utiliz6 para determinar el efecto de la
concentracion de YM y decolorante (carbon activado) sobre los pardmetros instrumentales de
color, contenido de polifenoles y capacidad antioxidante de las infusiones de yerba mate a
través del andlisis de varianza (ANOVA). También se aplicé el Test de rangos multiples de
Tukey, con un nivel de confianza del 95% para detectar diferencias significativas entre
muestras.
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Por otra parte, para comprender las relaciones entre las distintas respuestas estudiadas,
se realiz6 un andlisis de correlacion de Pearson. El coeficiente de correlacion de Pearson es un
indice que mide el grado de covariacion entre distintas variables relacionadas linealmente. Los
coeficientes de correlacion miden la fuerza de la relacion lineal entre dos variables en una escala
de —1 a +1. Entre mayor sea el valor absoluto de la correlacién, més fuerte es la relacion lineal
entre las dos variables, el signo refleja so6lo el sentido, es decir si la correlacion es positiva o

negativa (Statgraphics, 20006).

Coeficiente de correlacion Producto-Momento de Pearson:

14

x, %Ny, —7) .
: Ecuacién 2.15

i

F =

II"’ L .
[l -7 30, -5F

I.I ] -

Para cada par de variables, se determind. rij, el coeficiente de correlacion de Pearson
estimado entre la variable fila i y la variable columna j; y el Pij, un P-valor que puede ser usado
para probar la hipdtesis nula de que la correlacion entre dos variables es igual a 0. P-Valores
pequeiios (menores que 0,05 si se opera a un nivel de significancia del 5%) corresponden a

correlaciones estadisticamente significativas (Nieves Hurtado y Dominguez Sanchez, 2010).
Partiendo de dos hipdtesis:

Ho: 1;j=0 (EI coeficiente de correlacién obtenido procede de una poblacién cuya correlacion es

0).

Hi: ;70 (EI coeficiente de correlacion obtenido procede de una poblacion cuya correlacion es

distinta de 0).

Dado un cierto coeficiente de correlacion rij; obtenido de una determinada muestra se
intenta comprobar si se encuentra dentro de la distribuciéon muestral especificada por la
hipétesis nula, para lo que se calcula el estadistico t (Ecuacién 2.16) y se compara con una t
distribucién con n-2 grados de libertad, para determinar la significacion del coeficiente de

correlacion determinado.

Ecuacion 2.16
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2.3.2.

Ensayos preliminares

Se realizaron ensayos preliminares de aplicacion de infusiones de YM sola o combinada

con dcido citrico y 4cido ascorbico para evaluar el efecto sobre la calidad de manzanas frescas

cortadas

2.3.2.1.

Etapas de procesamiento para la obtenciéon de manzanas frescas cortadas

Se trabaj6 con manzanas variedad ‘Granny Smith’, adquiridas en un comercio local de

la ciudad de Santa Fe, Argentina. El minimo procesamiento aplicado a las manzanas ‘Granny

Smith’ se muestra en la Figura 2.6 y comprendio las siguientes etapas:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Lavado y desinfeccidn: las manzanas enteras se sumergieron en una solucién de 100

ppm de Clz (pH= 7,0 y T=20°C), en una relacién de 1 kg de manzanas/3 L de solucidn,
durante 2 minutos. Transcurrido este tiempo, las manzanas se retiraron de la solucién y

se escurrieron por gravedad, durante 2 minutos.

Pelado: las manzanas se pelaron manualmente utilizando un cuchillo afilado de hoja

lisa, para minimizar el dafio en el tejido.

Descorazonado y cortado en octavos: esta etapa se llevd a cabo con un utensilio

disefiado para este fin, con cuchillas afiladas y de hoja lisa.

Desinfeccidn: los octavos se sumergieron en una solucién de 30 ppm de Cl> (pH=7,0 y
T= 20°C), en una relacion de 1 kg de octavos de manzana/3 L de solucién, durante 2
minutos. Transcurrido este tiempo, los octavos se retiraron de la solucién y se
escurrieron durante 2 minutos por gravedad y posteriormente se colocaron durante otros

2 minutos en papel absorbente (1 minuto de cada lado del octavo).

Tratamiento quimico: los octavos desinfectados se sumergieron en la solucién

antioxidante correspondiente dependiendo del tratamiento que se deseara aplicar, en una
relacion de 1 kg de octavos/3 L de solucidn, durante 3 minutos. Una vez finalizado este
tiempo se repiti6 el proceso de escurrido por gravedad y en papel absorbente descripto

en el punto anterior.

Envasado: los octavos se envasaron en bandejas de tereftalato de polietileno (PET) con
tapa, previamente desinfectadas con alcohol, a razén de 4 octavos por bandeja (80-
100g). Caracteristicas del envase: PET de 0,42 mm de espesor, 270 cm?® de capacidad,

2

con un drea superficial de 0,036 m~ y velocidades de transmisién: 29-59

[cm?/m?.dfa.atm] para Oz (a 23°C y 0% RH) y 12-18 [g/m>.dia] para vapor de agua (a
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38°C y 90% RH). Finalizada esta etapa las muestras fueron analizadas inmediatamente

o almacenadas como se describe a continuacion, segiin correspondiera.

7) Almacenamiento: las bandejas conteniendo los octavos se almacenaron a 2°C o 10°C,

segun el ensayo que se estuviera llevando a cabo.
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Materia Prima: manzanas
‘Granny Smith’

Lavado y desinfeccion de
manzanas enteras.

Pelado, descorazonado y
cortado en octavos.

Desinfeccion.
Tratamiento quimico.

Escurrido.

Envasado.
Almacenamiento.

Figura 2.6. Diagrama del minimo procesamiento aplicado a manzanas ‘Granny Smith’.
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2.3.2.2. Evaluacion preliminar del efecto de los diferentes tratamientos antioxidantes
sobre la calidad de manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas.

Las manzanas minimamente procesadas segun 2.3.2.1. fueron tratadas quimicamente

con diferentes soluciones (Tabla 2.2.)

Tabla 2.2. Tratamientos aplicados.

Tratamiento/ Cym Cic Cia
Muestra (%) (%) (%)
TO (MP) - ; )

T1 (agua) 0 0 0
T2 4 0 0
T3 2 0 0
T4 1 0 0
TS5 0 1 1
T6 2 1 1
T7 1 1 1

Cywm: concentracion infusion yerba mate.
C4c: concentracion acido citrico.
C4a: concentracién dcido ascorbico.

Se realizaron las siguientes evaluaciones a las soluciones T2 a T7 antes de aplicarlas a

las manzanas:
_ pH
- Solidos solubles

- Capacidad antioxidante por los métodos del radical DPPH* y FRAP

Las manzanas frescas cortadas tratadas con las soluciones T1 a T7 fueron

inmediatamente analizadas, evaluandose:
_ pH
- Sélidos solubles
- Pardmetros instrumentales de color: L*, a*, Cax* y hay, inmediatamente después de

procesadas las muestras (tiempo 0), luego de 180 minutos a temperatura ambiente y

luego de 24 horas en cdmara a 2,0°C.

- Diferencia total de color: AEa= (AL*? + Aa*? + Ab*?)!”2_ siendo:
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AL* = L*0min — L*180min
Aa* = a*omin — a*180min
Ab* = b*omin — b*180min

- Polifenoles totales
- Capacidad antioxidante por los métodos del radical DPPH* y FRAP.

- Andlisis sensorial descriptivo: un panel sensorial evalud los atributos “Apariencia
General” y “Pardeamiento”.

2.3.3. Disefio experimental

A través de la metodologia de superficie de respuesta (RSM), se realizaron las
experiencias de aplicacion de soluciones antioxidantes a la fruta fresca cortada. Se estudiaron
tres variables (concentracion de dcido ascorbico, concentracidn de dcido citrico y concentracion
de infusién de yerba mate) en 3 niveles. Las frutas fueron peladas, descorazonadas y cortadas.
Posteriormente, las frutas fueron tratadas quimicamente siguiendo el disefio experimental y se
evaluaron diferentes atributos de calidad. Se desarrollaron modelos matemdticos que

permitieron determinar las mejores combinaciones de agente antioxidante-concentracion.

Ademas, se validaron los modelos matematicos obtenidos, a través de la realizacion de

ensayos complementarios en las mejores condiciones determinadas.

2.3.3.1. Limites del dominio experimental.

Los rangos entre los que se variaron las concentraciones de yerba mate, 4cido citrico y
dcido ascérbico se determinaron analizando los resultados obtenidos en los ensayos
preliminares (seccion 2.3.2) . Se concluy6 que se trabajaria con concentraciones de yerba mate

de entre 0,0 y 2,0% y de 4cidos citrico y ascorbico de entre 0,0 y 1,0%.

2.3.3.2. Diseiio de Box-Behnken. Variables y respuestas estudiadas.
Las manzanas ‘Granny Smith’ se procesaron de acuerdo al punto 2.3.2.1, aplicando, en
cada corrida experimental, la solucién correspondiente al disefio experimental que a

continuacion se detalla, en la etapa de “Tratamiento quimico”.

Se utiliz6 un disefio de Box-Behnken (Box y Behnken, 1960) con tres factores en tres
niveles (13 corridas y 2 repeticiones en el punto central), para modelar las respuestas y
optimizar la composicién de una solucién antioxidante para manzanas frescas cortadas. En la

Tabla 2.3 se presentan las variables y niveles evaluados.
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Tabla 2.3. Disefio Experimental de Box-Behnken,

Variables independientes y sus niveles.

Niveles de las variables

Variable Simbol codificadas?
Independiente Imbolo
-1 0 1

Concentracion de yerba mate

X 0,00 1,00 2,00
(Cywm; %, p/v) !
Concentracion de acido citrico

X 0,00 0,50 1,00
(Cic; %, p/v) 2
Concentracion de acido ascorbico

X3 0,00 0,50 1,00

(C4aa; %, plv)

#Ecuaciones de codificacién: X = (Cym — 1,00)/1,00; X= (C4c — 0,50)/0,50; X3=(C4a — 0,50)/0,50.

Se supuso que existia una funcidon matemdtica para cada respuesta en funcion de las tres

variables independientes estudiadas de proceso.

Yk = (Cym, Cic, CAa) Ecuaci6n 2.17

Donde:

Yk = Respuesta
CymMm = concentracion de la infusion de yerba mate (%, p/v)
Cic = concentracion de acido citrico (%, p/v)

C4a = concentracién de 4cido citrico (%, p/v)

Las respuestas evaluadas (Yx) sobre las manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas

tratadas con las diferentes soluciones antioxidantes fueron:

pH
Actividad antioxidante por los métodos del radical DPPH* y FRAP.

Cambios de color medidos como: AX; = Xomin — X240min, Siendo X los pardmetros
instrumentales de color L*, a*, b* y Cap*.

Atributos sensoriales: pardeamiento, gusto dcido y off-flavors.

Para aproximar las funciones se usaron ecuaciones polinomiales de 2do orden

(Montgomery, 1991):
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Yio = Bro + Xini BiiXi + Titg BiiX? + X Xilivq Puij XiX Ecuacion 2.18
Donde: Yk son las respuestas evaluadas.
Bko, Bki, y Bkij son los coeficientes de la ecuacion.

Xj son las variables independientes codificadas.

Los subindices de los coeficientes o variables indican: 1= concentracién de yerba mate,

2= concentracion de 4cido citrico y 3= concentracion de dcido ascérbico.

2.3.3.3. Determinacion de las concentraciones éptimas

Una vez desarrollados los modelos matematicos para cada atributo de calidad en funcién
de las concentraciones de los distintos agentes antioxidantes usados, se determinaron las
concentraciones optimas de cada uno de los agentes antioxidantes que permitieran reducir el
pardeamiento enzimdtico e incrementar el potencial saludable sin alterar la calidad sensorial de

manzanas frescas cortadas.

Para la determinacion de las concentraciones 6ptimas de YM, AC y AA, se utilizé la
metodologia de Optimizacion de Respuestas Multiples (Derringer y Suich, 1980), que permite

la optimizacion simultdnea de las respuestas estudiadas.

La Optimizacion de Respuestas Multiples determina los valores de los factores
experimentales (variables independientes, Xi) que cubren las caracteristicas deseadas para mds
de una respuesta simultdneamente. Esto se hace por la construcciéon de la funcién de

deseabilidad, basada en los valores de las variables respuesta (Yi), la cual se maximiza.

Para usar este procedimiento, primero se deben construir los modelos para cada
respuesta en funcion de las variables independientes en forma individual (polinomio de segundo
orden, seccidn 2.3.3.2.). Luego se define una funcién de deseabilidad para cada respuesta. La
funcion de deseabilidad d (y) varia entre O, para una respuesta completamente indeseable, y 1,
para una respuesta completamente deseable. Esta funcién toma diferentes formas, dependiendo
de si la respuesta debe ser maximizada, minimizada o alcanzar un valor objetivo (Statgraphics,

2006).

Cuando se realiza la Optimizacion de Multiples Respuestas se combinan las respuestas

multiples en una sola funcién que puede ser maximizada.

Para combinar las deseabilidades de m respuestas, se crea una sola funciéon compuesta

D de deseabilidad. Si todas las variables respuestas son consideradas igualmente importantes,

65



Materiales y Métodos

entonces la funciéon compuesta es la media geométrica de las deseabilidades individuales,

calculada por:
D = (di.da...dw)"™ Ecuaci6n 2.19

Si alguna de las respuestas son consideradas mds importantes que otras, puede definirse un

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

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

coeficiente de impacto:
D = (di".d2". . .dp™) Y Ecuaci6n 2.20

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

de los diferentes criterios es globalmente optima.

2.3.34. Analisis estadistico

El programa estadistico STATGRAPHICS Centurion XV 15.02.06 (StatPoint
Technologies, Inc., Warrenton, VA, EE.UU.) se utiliz6 para el andlisis de los datos a través del
andlisis de varianza (ANOVA) y para comprobar la idoneidad de los modelos propuestos.
Asimismo, permiti6 ajustar las ecuaciones polinomiales de 2° orden a los datos experimentales
tanto en variables codificadas como sin codificar, graficar las superficies predichas a partir de

los modelos y realizar operaciones de optimizacion en los rangos experimentales ensayados.

2.3.3.5. Validacion de los modelos obtenidos
La validacion de los modelos obtenidos para cada respuesta se realizé para valores de
las variables independientes coincidentes con los valores 6ptimos de las concentraciones de

yerba mate, dcido ascorbico y dcido citrico determinados como se indicé en la seccion 2.3.3.3.

Se elaboraron las muestras de manzana frescas cortadas tratadas con la solucidon
antioxidante en las concentraciones determinadas en la seccién 2.3.3.3. y de acuerdo al

procedimiento descripto en la seccion 2.3.2.1. Se evaluaron:

e Actividad antioxidante por los métodos del radical DPPH* y FRAP;

e Cambios de color medidos como: AXi = Xomin — X240min, siendo x los pardmetros
instrumentales de color L* y a*.

e Atributos sensoriales: pardeamiento, gusto 4cido y off-flavors.
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Los resultados experimentales y los valores predichos por los modelos se compararon

estadisticamente para determinar diferencias significativas.

2.3.4. Ensayo de almacenamiento de manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas

Se realizé un ensayo de almacenamiento con el objetivo de evaluar el comportamiento
de las manzanas frescas cortadas tratadas con la solucién antioxidante de YM, AC y AA en las
concentraciones Optimas determinadas en la seccién 2.3.3.3., y procesadas como se indicé en
la seccidn 2.3.2.1. (muestras T). Ademas, se elaboraron muestras de manzanas frescas cortadas
con el mismo procedimiento pero sin el tratamiento de solucidn antioxidante, dando lugar a las

muestras control (C).

Tanto las muestras tratadas (T) como aquellas sin tratar (C) se almacenaron a 2 y 10°C.
Durante el almacenamiento a ambas temperaturas, se estudié la evolucidn de los pardmetros
fisicoquimicos, compuestos bioactivos y capacidad antioxidante, recuentos microbiolégicos y
atributos sensoriales de las muestras C y T. Los mismos atributos fueron determinados en la
materia prima utilizada (MP). Esto permiti6 analizar cada una de las respuestas en funciéon de
los tres pardmetros: tratamiento quimico (C y T), temperatura de almacenamiento (2°C y 10°C)

y tiempo de almacenamiento (en dias).

También se evalud la incidencia del minimo procesamiento con y sin tratamiento
quimico, comparando la materia prima utilizada para el estudio (MP), con las manzanas
minimamente procesadas sin tratar quimicamente (C) y tratadas con la solucién antioxidante

optima (T) el dia de elaboracion.

Las manzanas ‘Granny Smith’ minimamente procesadas tratadas quimicamente (T) y
sin tratar (C) fueron almacenadas durante 18 dias en cdmara a 2°C y durante 15 dias en cdmara
a 10°C (punto 7 del item 2.3.2.1). Las temperaturas de almacenamiento fueron seleccionadas
con el fin de considerar la temperatura de refrigeracion industrial (2°C) y doméstica (10°C).
Los siguientes pardmetros se evaluaron en la MP, y en las muestras T y C durante el

almacenamiento a 2 y 10°C:

- pH
- Sélidos solubles

- Firmeza

- Pardmetros instrumentales de color: L*, a*, b*, Cap™*, hap.
- Polifenoles totales.

- Acido ascérbico y 4cido ascorbico total (vitamina C).
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- Capacidad antioxidante por los métodos del radical DPPH* y FRAP.
- Recuento de microorganismos aerobios mesofilos totales, psicrotrofos, mohos y levaduras.
- Anélisis sensorial descriptivo.
- Composicion de la atmdsfera en el interior del envase
2.34.1. Analisis estadistico

El programa estadistico STATGRAPHICS Centurion XV 15.02.06 (StatPoint
Technologies, Inc., Warrenton, VA, EE.UU.) se utiliz6 para determinar el efecto del tiempo y
temperatura de almacenamiento, y del tratamiento aplicado sobre cada respuesta a través del
andlisis de varianza (ANOVA). También se aplic6 el Test de rangos multiples de Tukey, con
un nivel de confianza del 95% para detectar diferencias significativas entre muestras. Ademas,
para comprender las relaciones entre las distintas respuestas estudiadas, se realizé un anélisis

de correlacion de Pearson, ya descripto en la seccion 2.3.1.4.

2.3.5. Estudio de aceptabilidad

Finalmente, se realizo un estudio de aceptabilidad de manzanas ‘Granny Smith’ frescas
cortadas, tratadas con la solucién antioxidante de YM, AC y AA en las concentraciones Optimas
determinadas en la seccién 2.3.3.3., procesadas como se indic6 en la seccion 2.3.2.1. El objetivo
principal de los tests afectivos es evaluar la respuesta personal (preferencia y/o aceptabilidad)

de clientes actuales o potenciales de un producto (Meilgaard et al., 1999).

El estudio de aceptabilidad se realiz6 con un panel de 96 consumidores de entre 18 y 68
afios, compuesto por 63 mujeres y 33 hombres, funcionarios, estudiantes o docentes de la

Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional del Litoral.

Las muestras fueron evaluadas por los consumidores, luego de 24 horas de
almacenamiento en cdmara a 2°C. Los consumidores evaluaron el color, sabor, textura y agrado
general de las muestras en una escala hedoénica estructurada de 9 puntos (1= “Me disgusta
muchisimo”, 5= “Me es indiferente”, 9= “Me gusta muchisimo”). Cada uno de los

consumidores respondid, ademds, si compraria un producto similar. (Figura 2.7)
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Fecha:
Sexo: Edad:

Usted recibira una muestra de manzana. Por favor, evalle sus atributos y conteste la pregunta a continuacion
marcando una cruz en la casilla correspondiente.

COLOR O O ([} O O [l O O O
Me disgusta Me es Me gusta
muchisimo indiferente muchisimo
SABOR O O ([} O O [l O O O
IMe disgusta Me es Me gusta
muchisimo indiferente muchisimo
TEXTURA O O ([} O O [l O O O
Me disgusta Me es Me gusta
muchisimo indiferente muchisimo
AGRADO GENERAL [ O O O O | O O O
e disgusta Me es Me gusta
muchisimo indiferente muchisimo

¢Compraria un producto como este? Si [1 No [
Muchas gracias.

Figura 2.7. Boleta de evaluacion de manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas tratadas, para
estudio de aceptabilidad.

Los resultados del estudio de aceptabilidad se presentaron a través de graficos de
frecuencia para los puntajes obtenidos en los atributos color, sabor, textura y agrado general,
que fueron agrupados dependiendo de si al consumidor le gust6 la muestra (puntaje entre 6 y

9), le result6 indiferente (puntaje de 5) o no le gustd la muestra evaluada (puntaje entre 1 y 4).

2.3.6. Analisis estadistico

El programa estadistico STATGRAPHICS Centurion XV 15.02.06 (StatPoint
Technologies, Inc., Warrenton, VA, EE.UU.) se utiliz6 para el anélisis de los datos del estudio
de aceptabilidad. Se realizé un ANOVA unifactorial para evaluar si los puntajes asignados por
los consumidores dependia de su franja etaria y una prueba t de Student para evaluar si

dependian del sexo.
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2.4. METODOS Y TECNICAS ANALITICAS

2.4.1. Determinacion de peso y diametro
El didmetro y peso de cada manzana se determinaron utilizando una balanza analitica

Metler PC 4400 Delta Range con division 0,01 g y un calibre, respectivamente.

2.4.2. Determinacion de pH

La determinacion de pH se realiz6 utilizando un pHmetro compacto Twin pH Horiba
B-213 (Figura 2.8) calibrado diariamente con soluciones buffer de pH= 7 y pH= 4, segin la
Norma ISO 1842:1991.

La determinacién de pH de las infusiones de yerba mate y de las soluciones
antioxidantes se realizé directamente sobre el liquido, mientras que en el caso de las manzanas

se realiz6 sobre su jugo extraido mediante la utilizacién de una prensa ajo.

Figura 2.8. pHmetro y refractometro utilizados para la determinacion del pH y los

solidos solubles, respectivamente.

2.4.3. Determinacion de acidez titulable

La determinacion de la acidez total de las muestras de manzana se realizé por valoracion
potenciométrica, de acuerdo a la Norma ISO 750:1998. Se pesaron aproximadamente 10 g de
muestra previamente molida en una prensa ajo, se agregé agua destilada hasta un volumen que
permitiera sumergir completamente el electrodo BOECO BA 17 (aproximadamente 100 mL) y
se agitd en un bafio con ultrasonido TESTLAB durante 10 minutos. Se valord utilizando
hidréxido de sodio 0,1 N hasta pH= 8,1, medido en peachimetro digital Testo 230. Los
resultados se expresaron como g de dcido malico/100g de muestra, por ser el 4cido maélico el

mayoritario en la manzana, y se calcul6 de acuerdo a la siguiente expresion:

Acidez (g ac. malico/100g) = (NNaou™*PEsc.matico* GNaon )/ 10* Tmuestra Ecuacion 2.21
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Donde:
- Nnaon es la normalidad de la solucién de NaOH expresada en [eq/L].
- PEscmilico €8 €l peso equivalente del dcido malico (67 g/eq.)
- Gnaon es el gasto leido al alcanzar un pH de 8,1 [ml].
- Tmuestra €s €l peso de la muestra utilizada en la valoracion [g].
Las determinaciones se realizaron por triplicado.

2.4.4. Determinacion del contenido de solidos solubles

Para la determinacion se utilizé un refractometro portatil digital Pocket ATAGO PAL-
ALFA (Figura 2.7) autocompensado por temperatura, verificado diariamente con agua
destilada. En el caso de los extractos de yerba mate y las soluciones antioxidantes la lectura se
realiz6 directamente sobre el liquido, mientras que en el caso de las manzanas se realiz6 sobre
el jugo obtenido mediante una prensa ajo. El resultado se expresé en grados Brix (°Brix). En

todos los casos las determinaciones se realizaron por triplicado.

2.4.5. Determinacion de firmeza en manzanas

El método mds comun para medir la firmeza de manzanas es el penetrémetro operado
manualmente (conocido como Effegi). Este registra la fuerza maxima necesaria para forzar un
cilindro metdlico con un didmetro determinado, a penetrar la pulpa de la manzana una distancia

determinada. Es un método destructivo (De Belie et al., 2000).

En este caso, la determinacion instrumental de la firmeza se realiz6 a través de ensayos
de penetracion con un penetrometro Penefel DFT 14 (Digital Firmness Tester Agro
Technologie). La firmeza se determiné sobre la pulpa de la fruta pelada y cortada en octavos,
Cada octavo se colocé sobre una base de forma especifica para permitir mantener su estabilidad
durante la penetracion. Se utilizé una punta de 1 1mm y el resultado se expresé en Newton (N).

Las determinaciones se realizaron por duplicado en cada octavo.

2.4.6. Determinacion del color

Existe un gran nimero de métodos disponibles para medir el color. Estos van desde
simples comparaciones visuales subjetivas a instrumentos objetivos disefiados especificamente
para medir color y diferencias en el color (colorimetros o espectrofotometros). Cualquier
método que elimina el factor humano como un factor decisivo en la determinacién del color,

puede considerarse objetivo (Gould, 2013).
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Figura 2.9. Espectrofotémetro utilizado para la medicién del color.

La evaluacion instrumental del color se realizé utilizando un espectrofotémetro Minolta
CM 508-d (Figura 2.9), en las siguientes condiciones: iluminante D65, dngulo del observador
10°, SCE (componente especular excluido), evaludndose los pardmetros CIELab y sus indices
derivados: dngulo de tono y croma. La luminosidad varia de L*=100: blanco; a L*=0: negro; el
parametro a* indica el grado de componente rojo o verde (a*>0: rojo; a*<0: verde) y b*
determina el grado de componente amarillo o azul (b*>0: amarillo b*<0: azul). Por otro lado,
el espacio L*Cap*hap, usa el mismo diagrama que el espacio L*a*b*, pero en coordenadas
cilindricas (Figura 2.10). La luminosidad es la misma en ambos sistemas, y por su parte Cap™*
(croma) y hab (dngulo de tono) son definidos a partir de a* y b* donde Cap* = (a*? + b* %)% y

hap = arctg (b*/a*) (0°: rojo; 90° amarillo; 180°: verde; 270°: azul) (Piagentini et al., 2012).

El color de las frutas se evalu6 sobre la superficie cortada (10 lecturas por muestra),

mientras que en las infusiones de yerba mate la determinacion se realizé por triplicado.
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+h* (Amarillo)
Bl

~60 (Azul)

Figura 2.10. Representacion grafica de los espacios de color L*a*b* y L*Cap™ hap.
2.4.7. Preparacion del extracto de manzana para la determinacion de polifenoles totales
y capacidad antioxidante
Se pesaron 5 g de cada muestra de manzana a analizar, previamente molida. Se agregd
50 mL de una solucién extractante de acetona/agua en una proporcién 80/20, y se sonicaron
durante 15 min en un bafio con ultrasonido TESTLAB. Posteriormente se centrifugé a 12000 g
a 4°C durante 15 minutos. Se separé el sobrenadante y se lo utilizé para la determinacion de
polifenoles totales y capacidad antioxidante de las muestras de manzanas. Se realizaron dos

extracciones por muestra.

2.4.8. Determinacion de polifenoles totales

La determinacion de polifenoles totales se llevé a cabo a través del método de Folin-
Ciocalteu adaptado por Singleton y Rossi (1965), mediante el cual la oxidacién de fenoles es
llevada a cabo por derivados del reactivo molibdicotungstato-fosférico, bajo condiciones
alcalinas alcanzadas con carbonato de sodio y en la cual la absorbancia médxima alcanzada para
el producto es a 760 nm, medidas con un espectrofotometro. Se utiliz6 dcido gdlico (AG) como

reactivo estandar.

2.4.8.1. Reactivo de Folin-Ciocalteu (F-C) modificado

25 g de tungstato de sodio (Na2WOs4), 5,0037 g de dcido fosfomolibdico (H3PMO12014),
12,5 mL de 4cido fosfoérico (H3PO4) y aproximadamente 190 mL de agua destilada se calentaron
a reflujo por 2 horas a ebullicion controlada. Se dejé en reposo durante 12 h y luego se llevo a
un volumen total de 250 mL con agua destilada. El reactivo se mantuvo protegido de la luz y

del contacto con materia organica.

2.4.8.2. Solucion de carbonato de sodio

Se prepar6 una solucién acuosa de carbonato de sodio al 10%.
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2.4.8.3. Curva de calibracion de acido galico.

Se prepar6é una soluciéon madre de 4cido gélico p.p.a. 100 ppm y a partir de ésta se
prepararon cinco diluciones de concentraciones: 10, 20, 40, 60 y 80 ppm. 1 mL de cada solucién
se hizo reaccionar como se describe en el punto (2.4.8.4). Graficando la absorbancia a 760 nm
en funcion de la concentracion de las soluciones se obtuvo una curva de calibracién (Figura

2.11). La curva se realiz6 por triplicado.
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Figura 2.11. Curva de calibracion de dcido gédlico para la determinacién del contenido de
polifenoles totales.

2.4.8.4. Medida de polifenoles totales

En tubos Falcon de 15 mL de capacidad se colocé un volumen predeterminado (de 0,05
a 0,5 mL dependendiendo de la concentracién estimada de polifenoles en la muestra) de
extracto de manzana, obtenido segin punto 2.4.7, o de extracto de yerba mate, obtenido segin
punto 2.3.1.1, 0,5 mL de reactivo de F-C modificado, 1 mL de solucién de Na;COs3 y el volumen
de agua destilada necesario para completar un volumen total de 10 mL. Los tubos se agitaron
en un vortex V1 plus BOECO, se centrifugaron durante 15 minutos y se dejaron reaccionar
durante otros 15 minutos. Posteriormente se midié la absorbancia a 760 nm en un
espectrofotometro Genesis 5 (Milton Roy, Ivyland, EE.UU.). Se preparé6 un blanco
sustituyendo el volumen de extracto por agua destilada, que se hizo reaccionar y se midié en
las mismas condiciones. A la medida de absorbancia obtenida para el extracto se le rest la

obtenida para el blanco.

La concentracion de polifenoles totales se calculé mediante las Ecuaciones 2.22 y 2.23.
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PT en manzanas (mg AGE/ 100g)= ((A-Abco)*10%50%100)/(81,58*Ve*T) Ecuacion 2.22
PT en extracto de YM (mg AGE/100mL)= ((A-Abeo)*10%100)/(81,58*Ve*D) Ecuacién 2.23

Donde: PT: polifenoles totales (mg AGE/100g, o mg AGE/100mL)
A: absorbancia de la muestra a 760 nm.
Abco: absorbancia del blanco a 760 nm.
81,58: pendiente de la curva de calibracion (unid Abs.mL reaccion/mg AG).
Ve (mL): volumen de extracto (de manzana o yerba mate) agregado al tubo Falcon para
la reaccion.
T (g): toma de manzana utilizada para la preparacion del extracto.

D: dilucién aplicada al extracto de YM para la reaccion, cuando sea necesario.

Los anélisis se realizaron por triplicado y el resultado se expresé en miligramos de 4cido
gilico equivalente (AGE) por 100 gramos de fruta fresca en el caso de la manzana o en

miligramos de AGE por 100 mL de infusién de yerba mate.

2.4.9. Determinacion de capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante se determiné a través de la capacidad secuestrante de
radicales libres usando un radical libre disponible comercialmente (2,2 difenil-1-picrilhidrazil)
DPPH" segiin Brand-Williams et al. (1995), y por medio de la técnica del poder antioxidante
de reduccion del hierro (FRAP) adaptado de Benzie y Strain (1996).

2.4.9.1. Método del radical DPPH*
El radical DPPH* (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) es uno de los pocos radicales orgédnicos

nitrogenados estables. Tiene un color purpura intenso (Prior et al., 2005).

Figura 2.12. Estructura del radical DPPH*.

El método se basa en la capacidad reductora de los antioxidantes sobre el DPPH*. La
reduccién del DPPH* se determina registrando el descenso de la absorbancia a una longitud de

onda caracteristica (517 nm) durante la reacciéon. En su forma radical el DPPH* absorbe a 517
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nm, pero a medida que es reducido por un antioxidante (AH) u otro radical (R*) la absorcién

desaparece (Brand-Williams 1995):
DPPH* + AH — DPPH-H + A*
DPPH* + R* — DPPH-R

Por lo tanto, es posible cuantificar la capacidad captadora de radical libre que poseen
determinados compuestos mediante la determinacion del grado de decoloracién que provocan

a una solucién metandlica de DPPH*.

La actividad antirradicalaria de los extractos se cuantifico a través de la medida de la

disminucion de la absorbancia de una solucién metandlica de DPPH* 30 mg/L a 517 nm.

2.4.9.2. Soluciéon metanélica de DPPH*
Se preparé una solucién de 0,03 g/ de DPPH* en metanol. La solucién se prepard

inmediatamente antes de utilizarla y se mantuvo al resguardo de la luz.

2.4.9.3. Medida de la capacidad antioxidante

Se hicieron reaccionar tres volimenes de extracto de manzana (2.4.7) o yerba mate
(2.3.1.1): 0,1; 0,2 y 0,3 mL para las manzanas y 0,05; 0,1 y 0,15 mL para las infusiones de
yerba mate con 3,9 mL de solucién metandlica de DPPH* (2.4.9.11) en tubos de ensayo. Se
realizé un blanco para cada volumen de extracto que se sustituyd por metanol. Los tubos se
agitaron en un vortex V1 plus BOECO y se guardaron al resguardo de la luz durante 30 minutos.
Al cabo de ese tiempo se midi6 la absorbancia a 517 nm con un espectrofotémetro Genesis 5

(Milton Roy, Ivyland, EE.UU.).

La actividad antioxidante se expresé como capacidad antioxidante equivalente al 4cido

ascorbico (AEAC) utilizando la siguiente Ecuacién 2.24 (Lim et al., 2007):
AEAC [mg AA/100g o 100ml] = ICso(4a/ICsomuestRA) *10°  Ecuacién 2.24
Donde:

- ICs0(aa)es la cantidad de 4cido ascorbico en 1 mL de reaccidn necesaria para disminuir
al 50% la concentracion inicial de DPPH*. Se obtiene de la gréifica construida utilizando
la metodologia descripta anteriormente pero sustituyendo los extractos por soluciones
estandar de dcido ascérbico (AA) (mg AA/mL reaccién = 0 —0,0010 — 0,0021 — 0,003 1
—0,0041 - 0,0052). Siempre se trabaj6 con 0,1 mL de la solucién estdndar y 3,9 mL de

la solucién metédnolica de DPPH* obteniéndose la curva de porcentaje de DPPH*
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remanente vs. Concentracién (mg de AA/mL de reaccién), que se observa en la Figura
2.13. El valor determinado fue: ICso(AA) = 2.85 10 mg.mL"".

- IC50 muestra €s la cantidad de muestra en 1 mL de reaccion necesaria para disminuir al
50% la concentracion inicial de DPPH*, obtenida de la gréfica de porcentaje de DPPH*
remanente vs. Concentracion (mg de muestra/mL de reaccion) que se realizé para cada
muestra.

= A7TET= + 100,55
R==0,3993
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Figura 2.13. Curva de calibrado con dcido ascérbico del % de DPPH* remanente.
El porcentaje de DPPH* remanente se calcula de la siguiente forma:
% DPPH I‘emanente = (Amuestra/Acontro])*loo EcuaCién 2.25

Donde: Amuestra €5 la absorbancia de la muestra

Acontro1 €5 1a absorbancia del control (metanol)

2.4.94. Método F RAP (ferric reducing-antioxidant power)

El ensayo de FRAP se realiz6 de acuerdo al procedimiento de Benzie y Strain (1996)
modificado. El método de FRAP se desarroll6 para determinar la capacidad reductora del hierro
de los fluidos bioldgicos y las soluciones acuosas de compuestos puros y consiste en medir el
cambio en la absorbancia a 593 nm debido a la formacién del compuesto azulado Fe (II)-
tripiridiltriazina a partir de la forma incolora oxidada del Fe (III), por la accién de los

antioxidantes donadores de electrones (Rodriguez Vaquero et al., 2010).
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2.494.1. Reactivo de FRAP

El reactivo de FRAP consiste en una solucién de buffer acetato 300 mM (pH 3,6), 2,4,6-
tris 2-piridil-s-triazina (TPTZ) 10 mM en HCI 40 mM vy solucién de cloruro de hierro (III) 20
mM, en una proporcién de 10:1:1 en volumen, respectivamente. El reactivo de FRAP se prepar6
cada dia de anélisis y se mantuvo a 37°C hasta el momento de su utilizacion.

24942, Curva de calibracion de sulfato de hierro (II) para la capacidad antioxidante en
manzanas

Se prepar6 una solucién madre de sulfato de hierro (II) aproximadamente 1500 mM y a
partir de ésta se prepararon 9 diluciones de concentraciones: 150, 300, 450, 600, 750, 900, 1050,
1200 y 1350 mM.

50 uL de cada solucidn se hicieron reaccionar como se describe en 2.4.9.4.4. La curva
se realizd por triplicado. Graficando la absorbancia a 593 nm en funcién de la concentracién de

las soluciones de sulfato de hierro (II) se obtuvo la curva de calibracién (Figura 2.14).

1,6

—

1,4
1’2 \il' = n,Q7n1 X
R2=0,9984

1,0

0,8 /
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0,4 /

0,0

Absorbancia

0 0,5 1 1,5 2
Concentracién de FeSO,(mM)

Figura 2.14. Curva de calibracion de sulfato de hierro (II) para la determinacién de la
capacidad antioxidante por el método de FRAP en muestras de manzana.

2.4.94.3. Curva de calibracion de sulfato de hierro (II) para la capacidad antioxidante en
infusiones de yerba mate

Se prepar6 una solucién madre de sulfato de hierro (II) aproximadamente 1000 mM y a
partir de ésta se prepararon 9 diluciones de concentraciones: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700,
800 y 900 mM.

50 uL de cada solucidn se hicieron reaccionar como se describe en 2.4.9.4.5. La curva
se realizd por triplicado. Graficando la absorbancia a 593 nm en funcién de la concentracién de

las soluciones de sulfato de hierro (II) se obtuvo la curva de calibracién (Figura 2.15).
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Figura 2.15. Curva de calibracion de sulfato de hierro (II) para la determinacién de la
capacidad antioxidante por el método de FRAP en infusiones de yerba mate.

24944, Medida de la capacidad antioxidante en muestras de manzana

La medida de la capacidad antioxidante en manzanas por el método de FRAP se ha
evaluado utilizando distintas proporciones de extracto y reactivo de FRAP y distintos tiempos
de extraccion (Aguayo et al., 2010; Bouayed et al., 2011; Khanizadeh et al., 2008; Ceymann et
al., 2012).
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Absorbancia a 593 nm
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Figura 2.16. Absorbancia a 593 min en funcién del tiempo de incubacién a 37°C durante la

puesta a punto del método de FRAP para manzanas.

Las barras representan la desviacion estdndar. Letras distintas indican diferencias significativas
(p<0,05, test de Tukey).

Para la presente tesis se seleccionaron los siguientes volimenes de reaccion: 50 uL. de
extracto de manzana, 130 uL de agua destilada y 900 uL de reactivo de FRAP y se evalué el
cambio en la absorbancia a 593 nm con el tiempo de incubacién a 37°C, que se evalud entre 5

y 40 minutos. De acuerdo a los resultados obtenidos (Figura 2.16), la capacidad antioxidante
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aumenta con el tiempo de incubacidn hasta un tiempo de 25 minutos y a partir de este tiempo
el aumento no es estadisticamente significativo (p<0,05). El tiempo de incubacién se fij6 en

30 minutos.

En tubos Eppendorf se agregaron 50 uL de extracto (2.4.7), 130 uL de agua destilada y
900 pL de reactivo de FRAP a 37°C. Se agit6 en vortex V1 plus BOECO y se incub6 en estufa
a 37°C durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo se midié la absorbancia en
espectrofotometro a una longitud de onda de 593 nm. Se midi6 la absorbancia de un blanco
preparado en las mismas condiciones pero sustituyendo los 50 uL de extracto de manzana por
agua destilada. Todas las medidas se realizaron por triplicado. Los resultados se expresaron en

umoles Fe/100g.

2.4.945. Medida de la capacidad antioxidante en infusiones de yerba mate

La determinacion se realiz6 de acuerdo a la modificacion del método de Benzie y Strain
(1996) propuesta por Rodriguez Vaquero et al. (2010). En tubos Eppendorf se agregaron 50 uL.
de la infusién (2.3.1.1) y 1,5 mL de reactivo de FRAP a 37°C. Se agit6 en vortex V1 plus
BOECO y se incub6 en estufa a 37°C durante 4 minutos. Transcurrido este tiempo se midi6 la
absorbancia en espectrofotdmetro a una longitud de onda de 593 nm. Se midi6 la absorbancia
de un blanco preparado en las mismas condiciones sustituyendo los 50 uL de infusién de YM
por agua destilada. Todas las medidas se realizaron por triplicado. Los resultados se expresaron

en umoles Fe/100mL.

2.4.10. Determinacion de acido ascorbico y vitamina C

El dcido L-ascérbico (AA), la principal forma biolégicamente activa de la vitamina C,
es oxidado reversiblemente a dcido L-dehidroascérbico (ADHA). Esta tltima forma también
exhibe actividad bioldgica pero una oxidacién posterior e irreversible genera &cido
dicetoglucénico, que no tiene actividad bioldgica (Figura 2.17). 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 (Hernandez et al., 2006; Van de Velde et al., 2012).

80



Materiales y Métodos

2HY2e

HO HO
H () % ()
m:\/\g“ 5 u{:\/\;—(”

— {—
HCY 0O 0¥ 0

L-pzcorhie acid L-dehydroaseorhic acid
AA [3HA

Hy0

||l!
HID

iy [} ]

2. -diketogulonic acid

Figura 2.17. Oxidacién del dcido L-ascoérbico (Herndndez et al., 2006).

La determinacién de 4cido ascoérbico y vitamina C se realizé6 de acuerdo a una

adaptacion del método propuesto por Van de Velde et al. (2012).

2.4.10.1. Equipamiento utilizado

Se utiliz6 un equipo de cromatografia liquida KONIK KNK-500-A series, unido a un
detector UV de longitud de onda variable (UVIS 200 Konik Instruments, Barcelona, Espafia).
Las muestras se inyectaron en el sistema cromatografico a través de un inyector manual

Rheodyne 77251, provisto de un loop de 20 uLL (Rheodyne, Berkely, CA, EE.UU.).

2.4.10.2. Fase movil
La fase mdvil consistié de: 95% buffer acetato de sodio/dcido acético 0,03 M y 5%
metanol. El pH se ajust6 a 5,8 y la fase mévil fue filtrada a través de una membrana Millipore

de 0,45 um y desgasificada usando vacio.

2.4.10.3. Extraccion y determinacion

Se tomaron 25 g de muestra, se le agregaron 50 mL de solucién extractante de dcido
metafosférico (30 g/L) y 4cido acético (80 g/L), y se homogeneizaron durante 1 minuto.
Posteriormente la mezcla se sonicé en bafo con ultrasonido TESTLAB y se centrifugé a

12000g durante 20 minutos a 4°C.

Para la determinacién del 4cido ascérbico (AA) se tomé 1 mL del sobrenadante, se le
agregd 1 mL de fase movil y se filtr6 en membrana Millipore de 0,45 uM vy se inyect6 en el

HPLC. Para la determinacién de la vitamina C (AAT) se tomaron 2 mL del sobrenadante y se
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le agregé 0,5 mL de solucién de DL-ditiotreitol (DTT) 5 g/L, preparada en fosfato de potasio
dibésico 2,58 M, la mezcla se dej6 reaccionar durante 2 horas en la oscuridad. Luego, se tom6
I mL de la mezcla de sobrenadante y solucién de DTT y se le agregé 1 mL de fase movil, se

filtr6 en membrana Millipore de 0,45 uM y se inyect6 en el HPLC.

El contenido de dcido dehidroascérbico (ADHA) de las muestras se calculé como la
diferencia entre los contenidos de AAT y AA (Sénchez-Mata et al., 2000). Todas las muestras

se protegieron de la luz y se manipularon en bafio de hielo para evitar pérdidas por oxidacion.

2.4.104. Curva de calibracién

Se preparé una solucién madre de 4cido ascérbico 4 g/L, pesando 0,1 g de 4cido
ascorbico previamente secado durante 1 hora en estufa a 105°C, que se disolvié en 25 mL de
solucion extractante. La solucién madre se protegié del contacto con la luz y se almacen6 a 4°C
hasta su uso. A partir de la solucién madre se realizaron las diluciones correspondientes para la

realizacidon de la curva de calibracidn. La ecuacidn de la curva de calibracion obtenida es:
Area (mAU.s)=78%Csa (ug/ml) + 85.9 Ecuacién 2.26

2.4.10.5. Condiciones cromatograficas
La separacion se realiz6 en una columna de fase reversa Phenomenex Gemini 5y C18
110A con un guardacolumna (Phenomenez Inc CA, EE.UU.), a temperatura ambiente (25°C).

La velocidad de flujo se fij6 en 1,15 mL/min y las medidas se realizaron a 251 nm.
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Figura 2.18. Cromatograma de vitamina C (AAT) obtenido para manzanas ‘Granny Smith’
frescas cortadas luego de 18 dias de almacenamiento a 2°C.
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2.4.11. Analisis sensorial
La evaluacion sensorial ha sido definida como un método cientifico utilizado para
evocar, medir, analizar e interpretar aquellas respuestas a los productos tal como se perciben a

través de los sentidos de la vista, el olfato, el gusto y el oido (Stone y Siedel, 2004).

Las técnicas de evaluacion sensorial se pueden dividir en tres grandes grupos (Lawless

y Heymann, 2010):

I.  Tests de diferencia, que se utilizan para determinar si existen diferencias perceptibles
entre dos productos;
II.  Andlisis descriptivo, que cuantifica las intensidades de caracteristicas sensoriales
percibidas por un producto; y
III.  Pruebas afectivas, que tienen como objetivo cuantificar el grado o desagrado de un

producto.

En el desarrollo de la presente tesis se aplicaron tanto la técnica de andlisis descriptivo

como pruebas afectivas, como ya se ha mencionado en el estudio de aceptabilidad (2.3.5.)

24.11.1. Analisis sensorial descriptivo

Involucra la deteccién (discriminacion y descripcion) de caracteristicas sensoriales
cualitativas y cuantitativas de un producto por un panel de jueces. Los aspectos cualitativos de
un producto incluyen: aroma, apariencia, flavor, textura, retrogusto y sonido, que lo distinguen
de otros. Los jueces sensoriales cuantifican estos aspectos del producto para facilitar la

descripcion de los atributos percibidos (Murray et al., 2001).

Los jueces que integran el panel son previamente seleccionados, de acuerdo a su
capacidad para detectar y describir los atributos sensoriales de una muestra, y son entrenados
para diferenciar y cuantificar la intensidad de estos atributos y definir en qué grado cada

caracteristica estd presente en la muestra (Meilgaard et al., 1999).

El andlisis sensorial descriptivo fue realizado por un panel entrenado del Instituto de

Tecnologia de Alimentos (ITA-FIQ-UNL).

En las evaluaciones participaron 8 jueces del panel, quienes previo a la evaluacion
elaboraron por consenso una lista de los atributos sensoriales presentes en las manzanas
‘Granny Smith’ frescas cortadas tratadas y sin tratar. En la Tabla 2.4 se presentan todos los
atributos evaluados y sus definiciones, que fueron tomadas y adaptadas de Piagentini (1999) y

Corollaro et al. (2013).
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Tabla 2.4. Atributos sensoriales utilizados para el andlisis sensorial descriptivo de

manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas y sus definiciones.

Atributo

Definicion

Apariencia general

Relacionado con el aspecto general o
impacto visual del producto, comprende
aspectos como frescura, color, brillo y/o
deshidratacion superficial, todos

percibidos por la vista.

Pardeamiento

Relacionado a la presencia de tonos

marrones o pardos.

Flavor caracteristico

Relacionado con la combinaciéon de
sensaciones  olfativas, gustativas y
trigeminales  percibidas durante la
degustacion, que caracterizan a las

manzanas ‘Granny Smith’.

Gusto acido

Sensacion de gusto 4cido.

Sensacion residual de sequedad en la

Astringencia o
superficie de la lengua.
Sonido producido por la muestra en la
Crujencia primera masticaciéon realizada con los
dientes frontales.
‘ Cantidad de jugo liberada por la muestra
Jugosidad ) o
durante las primeras tres masticaciones.
Aparicién o desarrollo de cualquier sabor
Off-flavors extrafo, diferente al sabor natural del
producto.
Aparicién o desarrollo de cualquier olor
Off-odors extraio, diferente al olor natural del

producto.
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Los jueces recibieron un entrenamiento especifico en los atributos “Apariencia general”
y “Pardeamiento” del producto minimamente procesado que realizaron en 5 sesiones de 30
minutos. Manzanas con distinto grado de pardeamiento se emplearon durante las sesiones de
entrenamiento de los jueces. Las muestras utilizadas como referencia y sus puntajes asignados
se presentan en la Figura 2.19 y la Tabla 2.5, respectivamente. Observando las referencias se

puede se puede decir que manzanas con apariencia general mayor o igual a 6 y valores de

pardeamiento inferiores a 4, presentan una “buena” apariencia.

Figura 2.19. Manzanas frescas cortadas con distinto grado de desarrollo de pardeamiento
utilizadas como referencia durante el entrenamiento de los jueces.

Tabla 2.5. Puntajes de “Apariencia general” y “Pardeamiento” asociados a las muestras de
referencia presentadas en la Figura 2.19.

N° Muestra referencia Apariencia general Pardeamiento
1 1 9
2 3 7
3 3,5 6,5
4 5 5
5 5,5 4,5
6 9 1
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Nombre: Fecha:
N° muestra:

Por favor, evalie las muestras que se le presentan con respecto a los atributos
mencionados a continuacién. Coloque una linea vertical sobre la escala para indicar su
calificacidn, y el nimero correspondiente a la muestra evaluada.

Abra un envase por vez y evalie el atributo off-odors inmediatamente, luego continde
con la evaluacién de los demas atributos.

Off-odors i i
Apenas perceptible Intenso
Apariencia general I |
Mala Muy buena
Pardeamiento | :
Muy poco Mucho
Flavor caracteristico I |
Apenas perceptible Intenso
Gusto acido I I
Apenas perceptible Intenso
Astringencia I |
Muy poca Mucha
| |
Crujencia ! !
Muy poca Mucha
Jugosidad : I
Muy poca Mucha
Off-flavors : |
Apenas perceptible Intenso

Figura 2.20. Boleta de evaluacion sensorial para andlisis sensorial descriptivo.
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El analisis sensorial descriptivo de las manzanas ‘Granny Smith’ minimamente
procesadas se realizé en el Area para Evaluacién Sensorial que dispone el Instituto de
Tecnologia de Alimentos. Se disponen de 8 cabinas realizadas en madera recubierta con
laminado pléastico de color crema. Cada cabina consiste de una mesada ubicada a 80 cm del
suelo con 3 paneles (2 laterales y 1 en el fondo), de 60 cm de altura por encima de la mesada.
Cada panelista se ubica frente a la mesada correspondiente sin posibilidad de ver a otros
panelistas. La iluminacién se realiza con luz fluorescente, y la ventilacion en la sala es

adecuada.

Cada panelista evalu6 las muestras identificadas con niimeros aleatorios de tres cifras y
completd una boleta de evaluacion similar a la de la Figura 2.20. La intensidad de cada atributo
se indicé colocando una marca sobre una escala lineal no estructurada, con términos ancla
ubicados a 1 cm de cada extremo de la linea de 10 cm. La cuantificacion de las respuestas se
realiz6 midiendo la distancia desde el extremo izquierdo hasta la marca sefalada por el

panelista.

2.4.12. Analisis microbiolégico

Se utilizé el método de recuento en placa. Para esto, 10 g de manzana o de infusién de
YM se trituraron u homogeneizaron en 90 mL de agua de peptona al 0,1% mediante el uso de
un Stomacher. Inmediatamente se realizaron las diluciones decimales necesarias con el mismo
diluyente y se sembraron en placas por duplicado, para cada recuento. Posteriormente se
adicionaron los medios de cultivo correspondientes, fundidos y termostatizados. Las placas se
incubaron en forma invertida a las temperaturas y durante los tiempos requeridos para cada
recuento. En todos los casos, al término de la incubacidn se realizaron las observaciones de las
placas y los resultados, correspondientes al promedio del nimero de colonias de la dilucién
elegida para el conteo multiplicada por la inversa de dicha dilucién, se expresaron en unidades

formadoras de colonias (UFC)/g.

2.4.12.1. Aerobios meséfilos totales (AMT).
Se utiliz6 Agar para Recuento en Placa (PCA) como medio de cultivo y las placas

sembradas se incubaron a 30°C durante 48 horas.

2.4.12.2. Microorganismos psicrotrofos.
Se utiliz6 Agar para Recuento en Placa (PCA) como medio de cultivo y las placas

sembradas se incubaron a 7°C durante 10 dias.
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2.4.12.3. Mohos y levaduras.
Se utilizé6 Agar Extracto de Levadura, glucosa y cloranfenicol como medio de cultivo y

las placas sembradas se incubaron a 28°C durante 3 a 5 dias.

2.4.13. Determinacion de la composicion gaseosa en el interior del envase

El andlisis se realiz6 por cromatografia en fase gaseosa en un cromatdgrafo SRI, modelo
8610, usando un detector de conductividad térmica (TCD). La respuesta de este detector es
proporcional a la diferencia de conductividad térmica entre el gas portador y la muestra. Cuanto
mayor sea esta diferencia, mayor serd la linealidad de la respuesta. La selectividad del TCD es

universal.

Se evalud la composicion del espacio de cabeza durante el almacenamiento a 2 'y 10°C
de tres envases con muestras control y tres con manzanas tratadas. Para poder llevar a cabo el
andlisis de la composicidn gaseosa, cada envase estuvo dispuesto con un septum para permitir
extraer la muestra gaseosa del espacio de cabeza mediante la utilizaciéon de una jeringa

Hamilton.

Para analizar la composicion gaseosa del envase se inyecté 1 mL de gas extraido del
envase con una jeringa Hamilton. Se us6 una columna CTRI (concéntrica) Cat. N°8700 que
permitié la determinacién simultdnea de oxigeno, didxido de carbono y nitrégeno. La
temperatura del horno se fijé en 55°C y el inyector y el detector se mantuvieron en 110°C. El
flujo del gas portador utilizado (Hz) se mantuvo en 65 mL/min. La sefial del detector se procesa

directamente con el programa de integracién cromatogrifica Peaksimple II version 3.91.

2.4.13.1. Determinacion de la concentracion de los gases.

Se utiliz6 el método de normalizacién de las dreas. Este método determina el porcentaje
de un compuesto en una mezcla y consiste en referir el contenido de un determinado compuesto
al total de areas del cromatograma. En este caso, las dreas de los compuestos no son
directamente proporcionales a la composicién porcentual, es decir, el detector tiene respuestas
diferentes para los distintos compuestos, por lo tanto, es necesario determinar los factores de
respuesta para cada sustancia. Una vez determinados, estos factores de respuesta pueden usarse

para calcular la composicion porcentual (Ecuacion 2.27).

(Aj / FRi)

1= m .100 Ecuacion 2.27

Donde: %i = la concentracién del componente i (mL/100mL)
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1=CO02, 020 N2
A; = Area bajo el pico de i (mV.s)

Fri = Factor de respuesta del componente i (mV.s/mL)

2.4.13.2. Determinacion de los factores de respuesta

Para la determinacién de los factores de respuesta del CO2, O2 y No, se inyectaron
cantidades exactas de cada uno de ellos, dentro del rango de trabajo. Los valores de las dreas
del pico correspondiente se grafican en funcidn del volumen conocido inyectado. Esta grafica
deberia ser lineal y pasar por el origen (Ecuacién 2.28). La pendiente de dicha recta es el factor

de respuesta correspondiente.
Ai = Fri*Vi Ecuacion 2.28
Donde: V; = volumen inyectado de i (ml)

La determinacién de los factores de respuesta se realizé utilizando un gas patrén con las

siguientes caracteristicas:

- Tipo de gas: mezcla.

- Composicion porcentual: 5,2% CO2; 21,2% O2; 73,6% No.

- Certificado de andlisis N°55297, Laboratorio de Control de Calidad de AGA S.A.
Division de Gases Especiales, planta Pilar (Buenos Aires).
De esta manera, como se observa en las Figuras 2.21, 2.22 y 2.23, se obtuvieron los

factores de respuesta (Tabla 2.6).

A CO2 = 609.03VCO2
35 Rz =0.991

= 25 pd
2 20 e
5 10 pd +FRCO2
2 10 . yd
5 e

0 0.02 0.04 0.06
Vol CO2 (ml)

Figura 2.21. Curva de calibracion para COo.
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Figura 2.22. Curva de calibracién para Ox.
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Figura 2.23. Curva de calibracién para No».

Tabla 2.6. Factores de respuestas (Fri) y coeficientes de determinacién (R?).

GAS Fri (mV.s/mL) R?

CO2 609,03 0,9910
02 1275,18 0,9998
N2 1418,70 0,9982
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. CARACTERISTICAS DE LA MATERIA PRIMA

Para el estudio se utilizaron cinco variedades manzanas: dos de gran importancia
comercial y alto requerimiento de horas de frio, ‘Granny Smith’ y ‘Red Delicious’, y tres
variedades adaptadas al cultivo en la zona centro-Este de la Provincia de Santa Fe, con bajo

requerimiento de horas de frio, ‘Caricia’, ‘Eva’ y ‘Princesa’.

Inicialmente se realizd una caracterizacion de las cinco variedades utilizadas. En la

Figura 3.1 se presentan los resultados de peso y didmetro obtenidos.

(a) 350 -
300 -
250 +
2200 -
2
L 150 -
100 -
50
0 .
Caricia Granny Princesa
Smith DeI|C|ous
Variedad
10
(b) 95 -
— 9 ]
£ 85 -
(&)
5. 87
£75 8
E 77
0
5 65
6 _
55 -
5 T T
Caricia Granny Princesa
Smith DeI|C|ous
Variedad

Figura 3.1. Peso (a) y diametro (b) de las variedades de manzana ‘Caricia’, ‘Eva’, ‘Granny
Smith’ ‘Princesa’ y ‘Red Delicious’.
Las barras representan la desviacion estdndar. Letras distintas indican diferencias significativas entre variedades.
(p<0,05, test de Tukey).

Las variedades ‘Caricia’, ‘Eva’ y ‘Princesa’ tienen pesos y tamafios significativamente
menores (p<0,05) que ‘Granny Smith’ y ‘Red Delicious’. Los pesos de las manzanas ‘Caricia’,
‘Eva’ y ‘Princesa’ variaron entre 106 y 182 g mientras que las manzanas ‘Granny Smith’ y
‘Red Delicious’ pesaron entre 274y 321 g.
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Tabla 3.1. pH, solidos solubles y firmeza de las variedades de manzana ‘Caricia’, ‘Eva’,
‘Granny Smith’, ‘Princesa’ y ‘Red Delicious’.

Variedad pH ;‘;ﬂg& " Firmeza
(°Brix) (N)
‘Caricia’ (3,50 £0,13)>  (13,4+0,6)* (48,1 £12,5)
‘Eva’ (3,81 +£0,07)°  (13,8+03)* (53,9 +3,2)"
‘Granny Smith’ (3,31 £0,05)*  (13,8+0,4)* (70,6 +4,8)
‘Princesa’ (3,52+0,03)° (142+0,7* (66,1 +3,0)%*°

‘Red Delicious” (4,08 £0,08)¢ (13,8 +0,5)® (52,1 £16,4)*

Promedio + desviacion estandar. Letras distintas entre filas indican diferencias
significativas (p<0,05, test de Tukey) entre variedades.

Los resultados de pH, s6lidos solubles y firmeza se presentan en la Tabla 3.1. No se
detectaron diferencias significativas (p>0,05) entre el contenido de s6lidos solubles de las
manzanas, que promediaron 13,6°Brix. Se detect6 diferencia significativa (p<0,05) entre el pH
de las cinco variedades estudiadas, siendo ‘Granny Smith’ y ‘Red Delicious’ las variedades con
menor y mayor pH, respectivamente. En cuanto a la firmeza de la pulpa, ‘Caricia’ y ‘Red

Delicious’ son significativamente menos firmes (p<0,05) que ‘Granny Smith’.

Piagentini et al. (2009) compararon las caracteristicas de las mismas cinco variedades.
Sus resultados coinciden con los aqui presentados en que ‘Granny Smith’ es la de menor pH y
mayor firmeza, mientras que ‘Red Delicious’ presenta los valores més altos de pH y mas bajos

de firmeza.

Los resultados de polifenoles totales presentados en la Figura 3.2, muestran que ‘Red
Delicious’ es la variedad con mayor contenido de polifenoles totales (98,61 mg AGE/100g),
aunque el mismo no difiere significativamente del de ‘Princesa’ y ‘Caricia’. Por otro lado, ‘Eva’
presentd el menor nivel de polifenoles totales (30,27 mg AGE/ 100g). Piagentini et al. (2009)
compararon el contenido de polifenoles totales de la pulpa de las cinco variedades estudiadas
en la presente tesis y coincidieron en que ‘Red Delicious’ es la de mayor contenido en

polifenoles, aunque el nivel mas bajo lo obtuvieron para ‘Granny Smith’.
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Figura 3.2. Polifenoles totales de las variedades de manzana ‘Caricia’, ‘Eva’, ‘Granny
Smith’, ‘Princesa’ y ‘Red Delicious’.
Las barras representan la desviacion estdndar. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05, test de
Tukey) entre variedades.

Por ultimo, la Figura 3.3 representa la capacidad antioxidante de las cinco variedades.
‘Red Delicious’ es la variedad con mayor capacidad antioxidante (CAO) junto con ‘Princesa’,
‘Caricia’ y ‘Granny Smith’, mientras que ‘Eva’ present6 una CAO significativamente menor
(p<0,05). La capacidad antioxidante de las variedades estudiadas esté entre 41,46 mg AAe/100g
(Eva) y 101,2 mg AAe/100g (‘Red Delicious’). Piagentini et al. (2009) compararon la
capacidad antioxidante de las mismas cinco variedades por el método del radical DPPH* y
concluyeron que ‘Red Delicious’ presentaba la mayor capacidad antioxidante y no detectaron

diferencias significativas entre las variedades ‘Caricia’, ‘Eva’, ‘Granny Smith’ y ‘Princesa’.
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Figura 3.3. Capacidad antioxidante de las variedades de manzana ‘Caricia’, ‘Eva’, ‘Princesa’,
‘Granny Smith’ y ‘Red Delicious’.
Las barras representan la desviacion estdndar. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05, test de
Tukey) entre variedaes. AEAC= Capacidad antioxidante equivalente al 4cido ascérbico.

3.2. APLICACION DE TRATAMIENTOS TERMICOS SUAVES A MANZANAS
ENTERAS
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La exposicion de frutas y hortalizas a diferentes estreses abidticos controlados tiene un
impacto significativo sobre la calidad y potencial saludable de frutas y hortalizas cortadas. Estos
afectan la biosintesis de los tres principales grupos de metabolitos secundarios: terpenos,
compuestos fendlicos y compuestos nitrogenados (Cisneros-Zevallos, 2003). Los estreses
abidticos se usan durante la postcosecha como herramientas tradicionales para extender la vida
util de frutas y hortalizas, considerando principalmente los cambios en color, textura y flavor.
Se ha encontrado, que la aplicacion de tratamientos térmicos suaves por inmersion en agua a
distintas temperaturas puede ayudar a mantener la calidad en varias frutas reduciendo el
pardeamiento, la pérdida de textura y la incidencia de alteraciones microbioldgicas, pero los
resultados dependen de la variedad y la temperatura del tratamiento (Allende et al., 2006;

Martin-Diana et al., 2005; Kim et al., 1993; Abreu et al., 2003; Koukounaras et al., 2008).

Por lo tanto, se propone evaluar el efecto de la aplicacion de tratamientos térmicos
suaves sobre el color, firmeza y contenido de polifenoles entre otras caracteristicas, de
variedades de manzanas con distintos requerimientos de horas de frio durante su desarrollo.
3.2.1. Determinacion de las curvas de calentamiento-enfriamiento y tiempo de

semienfriamiento.

Se determinaron los perfiles de temperatura durante el calentamiento en bafno de agua
con agitacion a 40, 45 y 50°C; y posterior enfriamiento en cdmara refrigerada a 1,5°C de las
cinco variedades de manzanas, determindndose los tiempos de semienfriamiento. En las Figuras
3.4 y 3.5 se presentan algunos de los perfiles de temperatura obtenidos para cada una de las

cinco variedades estudiadas.
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Figura 3.4. Curvas de calentamiento-enfriamiento manzanas ‘Granny Smith’ (a) y ‘Red
Delicious’ (b).

95



Resultados y Discusion

60

50

40

30

20

Temperatura (2C)

10

0

\

200

S A

400

Tiempo (min)

Temperatura (°C)

60

50

40

30

20

10

(a) (b)

M w
o o

Temperatura (2C)

=
o

o

600 0 200 400 600
Tiempo (min)
(c)
H
:
0 200 400 600

Tiempo (min)

Tbhafo e Taire -« Tproducto

Figura 3.5. Curvas de calentamiento-enfriamiento manzanas ‘Caricia’ (a), ‘Eva’ (b) y

‘Princesa’ (c).

En la Tabla 3.2 se presentan los tiempos de semienfriamiento obtenidos para cada

variedad. Como se puede observar, las variedades con alto requerimiento de frio durante su

desarrollo (‘Granny Smith’ y ‘Red Delicious’) presentan los mayores tiempos de

semienfriamiento, entre 72 y 75 minutos, para didmetros entre 8,3 y 8,5 centimetros. Por otra

parte, los tiempos de semienfriamiento de las variedades Caricia, Eva y Princesa, con didmetros

entre 5,8 y 6,8 cm, variaron entre 43 y 55 minutos. En las condiciones en que se realizaron los

ensayos, el tiempo de semienfriamiento s6lo depende de las dimensiones y propiedades

térmicas del producto y es independiente de la temperatura inicial y del medio de enfriamiento.

Como se observa en la Tabla 3.2, los mayores tiempos de semienfriamiento corresponden a

aquellas manzanas con mayor diametro (‘Granny Smith’ y ‘Red Delicious’).
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Tabla 3.2. Tiempos de semienfriamiento correspondientes a las variedades de manzana
‘Caricia’, ‘Eva’, ‘Granny Smith’, ‘Princesa’ y ‘Red Delicious’.

Variedad D (cm) t12 (min)
‘Caricia’ 5,76 £ 0,51 47,65 = 2,60
‘Eva’ 6,75 = 0,30 55,09 + 18,66
‘Granny Smith’ 8,36 + 0,05 72,79 £ 3,72
‘Princesa’ 6,70 £ 0,61 43,62 + 10,99

‘Red Delicious’ 8,50 £ 0,28 75,03 + 2,30

Promedio * desviacion estdndar.
D= didmetro promedio, ti»= tiempo de semienfriamiento.
3.2.2. Seleccion de las variedades para la aplicacion de tratamientos térmicos
Para realizar una evaluacion preliminar del efecto de los tratamientos térmicos suaves
sobre la calidad de las 5 variedades de manzana, se aplicaron tratamientos térmicos a 45°C
durante 55 minutos a las 5 variedades. Se evalu6 su efecto sobre el color, firmeza y contenido
de polifenoles de las manzanas luego de 24 h de realizado el tratamiento y se compar6 con los

resultados obtenidos en manzanas sin tratar (control) (seccion 2.2.2 de Materiales y métodos).

En la Tabla 3.3 se presentan los resultados de color obtenidos. El tratamiento térmico
aumento la luminosidad (L*) de ‘Eva’ y mantuvo la de ‘Princesa’, mientras que ‘Caricia’,
‘Granny Smith’ y ‘Red Delicious’ se oscurecieron durante el tratamiento. Sin embargo,
mientras que la reduccion de L* en ‘Caricia’ fue del 4%, en ‘Grannny Smith’ y ‘Red Delicious’

fue mds pronunciada (8 y 10%, respectivamente).
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Tabla 3.3. Parametros de color L*, a* y b* de manzanas variedades ‘Caricia’, ‘Eva’,
‘Granny Smith’, ‘Princesa’ y ‘Red Delicious’, tratadas térmicamente a 45°C durante 55
minutos (tratadas) y sin tratar (control).

L* a* b*
Variedad
Control Tratadas Control Tratadas Control Tratadas
‘Caricia’ (76,4i2,0)b (73,2+£3,9)* (-0,1%1,2)? (2,0£’>,0)b (26,7+3,7)* (31,914,8)b
‘Eva’ (77,0£1,8)* (78,8+0,9)° (0,2+0,4)* (0,3+£0,4)* (23,0+1,5)* (23,9+1,9)°

‘Granny Smith’ (76,220,9)° (70,424,0)* (-0,5+0,9)* (2,1224)° (193222)* (22,1%3,6)"
‘Princesa’ (76,3£1,0)* (76,5+1,8)* (0,240,6)* (2,4+1,5)° (28,0+1,8)" (28,243,2)"

‘Red Delicious’ (78,7+0,7)> (70,9+2,8)* (1,3£0,5)* (3,8+1,1)" (20,8+0,9)* (26,0£2,1)°

Promedio + desviacion estandar.

Letras distintas entre columnas, para un mismo parametro, indican diferencia significativa (p<0,05, t de Student).
Los resultados de color obtenidos coinciden con las observaciones visuales, donde se

constato que las variedades ‘Granny Smith’ y ‘Red Delicious’ no eran aptas para el tratamiento

térmico por desarrollar un alto grado de pardeamiento (Figura 3.6).

Figura 3.6. Manzanas ‘Granny Smith’ (a) y ‘Red Delicious’ (b) luego de 24 h de realizado un
tratamiento térmico a 45°C por 55 minutos.

En la Tabla 3.4 se presentan los porcentajes de retencion de firmeza y polifenoles totales
de las cinco variedades luego del tratamiento térmico a 45°C durante 55 minutos, con respecto
al control. ‘Red Delicious’ sufri6 la mayor pérdida de firmeza y polifenoles totales (67,2 y
46,1%, respectivamente). ‘Granny Smith’ fue la segunda variedad en pérdida de polifenoles
totales (12,6%), mientras que en todas las variedades con bajo requerimiento de horas de frio

(‘Caricia’, ‘Eva’ y ‘Princesa’) se obtuvo un incremento del contenido de compuestos
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polifendlicos. Las variedades ‘Caricia’ y ‘Princesa’ fueron las Uinicas en presentar un ligero
aumento en la firmeza después del tratamiento térmico.
Tabla 3.4. Porcentaje de retencion de firmeza y polifenoles totales de manzanas

variedades ‘Caricia’, ‘Eva’, ‘Princesa’, ‘Granny Smith’ y ‘Red Delicious’, tratadas
térmicamente a 45°C durante 55 minutos.

Variedad %R Firmeza' %R Polifenoles totales?
‘Caricia’ 107,4 105,2
‘Eva’ 85,2 115,8
‘Granny Smith’ 86,2 87,4
‘Princesa’ 101,4 119, 4
‘Red Delicious’ 32,8 53,9

I %R Firmeza= Firmezassc_ssmin/Firmezaconto™ 100
2 %R Polifenoles totales= Polifenolesssec-ssmin/Polifenolescontror 100

Por lo tanto, la aplicacién del tratamiento térmico a 45°C por 55 min a variedades de
manzanas de climas frios (Granny Smith y Red Delicious) no aumenta su firmeza ni reduce el
desarrollo de pardeamiento, provocando pérdidas en el contenido de polifenoles. Sin embargo,
el mismo tratamiento aplicado a manzanas de climas templados (Caricia, Eva y Princesa) arrojo
mejoras en el color, firmeza y/o concentracion de polifenoles totales. En ‘Caricia’ la
luminosidad se redujo, pero tanto la firmeza como los polifenoles se incrementaron. En ‘Eva’
disminuy9 la firmeza, pero aument6 el contenido de polifenoles y se mantuvo el pardmetro L*
de las muestras, mientras que en ‘Princesa’ se mantuvieron constantes la firmeza y la

luminosidad de las muestras pero se obtuvo un aumento en los polifenoles.

Esto concuerda con lo observado por Kim et al. (1993) que concluyeron que la
aplicacion de tratamientos térmicos suaves por inmersion en agua a distintas temperaturas
puede ayudar a mantener la calidad en varias frutas reduciendo el pardeamiento y la pérdida de
textura, aunque los resultados dependen de la variedad y la temperatura del tratamiento.

3.2.3. Efecto de los tratamientos térmicos suaves sobre la calidad de manzanas de las
variedades seleccionadas luego de 24h

Una vez seleccionadas las variedades de manzana a tratar (3.2.2), se realizaron disefios
factoriales completos con 2 factores: tiempo y temperatura de calentamiento, en 3 niveles,
segtn lo indicado en la seccién 2.2.3 de Materiales y Métodos. Todos los anélisis se llevaron a
cabo después de 24h de realizado el tratamiento térmico sobre las manzanas tratadas
térmicamente (TT) y manzanas sin tratar o control (C). Los resultados se expresaron como una
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relacion entre ambos. Las respuestas evaluadas luego de 24 h de realizado cada tratamiento

térmico fueron:

e % de retencién del pH: %RpH= (pHT1/pHc).100

e % de retencion de acidez: %RAc= (Acidezrt/Acidezc).100

o 9% de retencién de sélidos solubles: %RSS= (Solidos solublestr/Soélidos solublesc)*100
e 9% de retencion de firmeza: %RF= (Firmezart/Firmezac).100

e Cambio porcentual de L*: OL*= [(L*1t — L*c)/L*c].100

e Cambio porcentual de a*: Ja*= [(a*tT — a*c)/a*c].100

e Cambio porcentual de b*: ob*= [(b*rT — b*c)/b*c].100

e Cambio porcentual de Cap*: OCap*= [(Cap*1T — Cab™c)/Cab*c 1.100

e Cambio porcentual de hab: Shab= [(habTT - habc)/habc].100

e 9% de retencion de polifenoles totales: %RPT= (Polifenolestr/Polifenolesc)*100

En primer lugar se comprobd la idoneidad del modelo elegido para cada respuesta y
variedad de manzana, con los tests de diagndsticos basados en los residuos. Los resultados de
los tests de diagnésticos (no mostrados) indican que se cumple adecuadamente con las
suposiciones de homogeneidad de la varianza, independencia y normalidad de los errores. Por
lo tanto, como no existen transgresiones severas podemos aplicar el ANOVA para los modelos

propuestos para cada una de las respuestas evaluadas en cada variedad de manzana.

3.2.3.1. Manzanas variedad ‘Caricia’
En la Tabla 3.5 se presenta el disefio factorial utilizado y los resultados experimentales
correspondientes al porcentaje de retencion del pH (%RpH), acidez (%RAc), s6lidos solubles

(%RSS), firmeza (%RF) y polifenoles (%RPT) de manzanas variedad ‘Caricia’.

En la Tabla 3.6 se presenta el ANOVA obtenido para las respuestas pH, acidez, s6lidos

solubles, firmeza y polifenoles.
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Tabla 3.5. Resultados experimentales del disefio factorial para el porcentaje de retencién de

pH, acidez, solidos solubles, firmeza y polifenoles de manzanas ‘Caricia’.

Variables

N° Independientes Respuestas
ensayo T t %RpH  %RAc  %RSS  %RF  %RPT
O (min)

1 40 55 97,6 113,7 84,5 95,0 100,9
2 40 90 99.6 117,5 88,4 108,7 103,4
3 50 20 99.4 116,1 102,0 102,3 103,0
4 45 55 101,9 123,3 103,0 104,2 105,2
5 50 55 102,5 106,1 101,5 108,4 107,9
6 45 55 102,7 122,8 96,8 107,3 104,9
7 40 20 98,5 96.9 82,1 110,3 99,3
8 50 90 104,7 102,2 91,2 68,3 103,0
9 45 20 99,7 129,1 100,7 111,3 105,9
10 45 90 100,6 98.9 89,8 103,3 107,1
11 45 55 102,6 108,3 98,1 110,7 106,2

Tabla 3.6. Andlisis de varianza de los resultados experimentales de los porcentajes de
retencion de pH, acidez, sélidos solubles, firmeza y polifenoles de manzanas variedad

‘Caricia’.

Suma de cuadrados

Fuente de variacion G.L. %RpH _ %RAc %RSS %RF %RPT
X1 (T) 1 19,79%%* 2,11 261,39*  201,55* 17,95%*
X2 (b) 1 8,85%* 92,00 39,67 317,81* 4,59
X 1 2,02 123,30 70,52 158,50 18,99*
X1.X2 1 4,40* 297,34 73,26 261,52* 4,21
Xo? 1 1,63 21,01 22,47 13,72 1,18
Falta de ajuste 3 2,67 409,65 38,52 514,53 16,74
Error puro 2 0,20 144,65 21,31 21,60 0,97
Coef. Determinacién (R?) 82% 51% 89% 65% 74%

G.L: grados de libertad; * p<0,05; ** p<0,01 *** p<0,001.
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¢ Efecto sobre el pH
Las manzanas ‘Caricia’ sin tratar térmicamente (control) presentaron un pH de 3,50 +

0,13.

El modelo no presentd falta de ajuste significativa (pfaita de ajuste= 0,0704) y logré explicar
el 82% de la variacion de los datos. En la Tabla 3.6 se puede observar que tanto la temperatura
como el tiempo de calentamiento incidieron significativamente (p= 0,0099 y 0,0218,
respectivamente) en el porcentaje de retencion del pH. A su vez, la interaccién entre ambos
factores también fue significativa. Tanto en el diagrama de Pareto (Figura 3.7) como en la
gréifica de efectos principales (Figura 3.8) se observa que tanto el efecto de la temperatura como
del tiempo es positivo, es decir que a medida que aumentan estos factores, aumenta el

porcentaje de retencion de pH.

Diagrama de Pareto Estandarizada para %RpH

A:Temperatura I+
[ -
B:Tiempo
AB
AA
BB
0 2 4 6 8 10

Efecto estandarizado

Figura 3.7. Diagrama de Pareto estandarizado para el porcentaje de retencion del pH (%RpH)
de manzanas ‘Caricia’.
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Figura 3.8. Gréfica de efectos principales para el porcentaje de retencién de pH (%RpH) de
manzanas ‘Caricia’.
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El efecto de la interaccion entre la temperatura y el tiempo de calentamiento sobre la
retencion del pH se presenta graficamente en la Figura 3.9. A bajas temperaturas, se obtienen
los porcentajes de retencion de pH mds bajos (alrededor del 100%), independientemente del
tiempo de calentamiento, es decir, el pH no se modifica por estos tratamientos. Por otro lado, a
altas temperaturas de calentamiento, la retenciéon de pH aumenta a medida que aumenta el

tiempo de calentamiento, obteniéndose valores de pH superiores al control (%RpH>100).

106 [ R

104 B Tiempo=90,0
T L ]
€ 102 | ]
0\0 L 4

100 - Tiempo=20,0

[ Tiempo=90,0
98 b Tiempo=20,0 .
40,0 50,0
Temperatura

Figura 3.9. Gréfica de interacciones para el porcentaje de retencién de pH (%RpH) de
manzanas ‘Caricia’.

En la Ecuacién 3.1 se presenta el modelo reducido obtenido para el porcentaje de
retencion de pH, aplicando el método “stepwise”. El método “stepwise” tiene como objetivo
buscar, de entre todas las posibles variables, aquellas que mds y mejor expliquen a la variable
independiente, sin que ninguna de ellas sea combinacion lineal de las restantes (Rodriguez y

Morar, 2002).
%RpH = 97,47 + 0,034*T - 0,235%t + 0,006*T*t  Ecuacion 3.1

¢ Efecto sobre la acidez

La acidez promedio de las manzanas ‘Caricia’ control fue de 0,61 + 0,03 g acido
malico/100g.

Para la acidez se obtuvo un modelo sin falta de ajuste (pfaita de ajuste= 0,3647) que explic
el 51% de la variabilidad de los datos. Ninguno de los factores tuvieron un efecto significativo

(p>0,05) sobre el porcentaje de retencion de acidez de ‘Caricia’.

¢ Efecto sobre los s6lidos solubles
Las muestras control ‘Caricia’ presentaron, en promedio, un contenido de solidos

solubles de 13,42 + 0,65 °Brix.
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El modelo propuesto para los s6lidos solubles no present6 falta de ajuste (pfaita de ajuste=
0,4833) y logré explicar el 89% de la variabilidad de los datos. De acuerdo a los resultados
obtenidos, el porcentaje de retencidon de los sélidos solubles tiene una dependencia lineal

positiva (Figura 3.10) con la temperatura de calentamiento.

A:Temperatura o+
= -

AB

AA

B:Tiempo

BB

0 1 2 3 4 5
Efecto estandarizado

Figura 3.10. Diagrama de Pareto estandarizado para el porcentaje de retencion de los sélidos
solubles (%RSS) de manzanas ‘Caricia’.

El modelo reducido para explicar en el porcentaje de retencion de sélidos solubles se
presenta en la Ecuacion 3.2.

%RSS =34,97 + 1,32*T Ecuacion 3.2

%RSolidos solubles

80,0-90,0
Il 90,0-100,0
» 106¢ 100,0-110,0
3 101}
S F
o 96F
[0)] 3
g 91
2 86
3 81
$ 76 E
s j
02 oy 46 48 g5 O Tiempo (min)

Temperatura (°C)

Figura 3.11. Superficie de respuesta obtenida para el porcentaje de retencidn de soélidos
solubles de manzanas ‘Caricia’.

En la Figura 3.11 se observa la superficie de respuesta estimada para el porcentaje de
retencion de los sélidos solubles en funcién de la temperatura y tiempo de calentamiento. De
acuerdo a la gréifica y los resultados obtenidos (Tabla 3.6), los tratamientos térmicos a las

menores temperaturas reducen el contenido inicial de sélidos solubles de la fruta, mientras que
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en condiciones de alta temperatura y bajos tiempos, el tratamiento térmico genera un ligero

aumento de los mismos.

¢ Efecto sobre la firmeza

Las manzanas ‘Caricia’ frescas cortadas sin tratamiento térmico (control) presentaron

una firmeza promedio de 48,1 + 12,5 N.

El modelo obtenido no presentd falta de ajuste (pfaia de ajuste= 0,0598), aunque sélo
explico el 65% de la variabilidad de los datos. Se encontré una dependencia lineal negativa con
el tiempo y la temperatura de calentamiento, a su vez, la interaccién de ambos factores también

fue significativa (Figura 3.12).

B:Tiempo /-
0 -

AB
A:Temperatura

AA

BB

Efecto estandarizado

Figura 3.12. Diagrama de Pareto estandarizado para el porcentaje de retencion de
firmeza (%RF) de manzanas ‘Caricia’.
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Figura 3.13. Grifica de interacciones para el porcentaje de retencion de firmeza
(%RF) de manzanas ‘Caricia’.
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Como se observa en la Figura 3.13, a bajas temperaturas la firmeza es independiente del
tiempo de calentamiento, mientras que a altas temperaturas la firmeza disminuye conforme el

tiempo de calentamiento aumenta.

En la Ecuacién 3.3 se presenta el modelo reducido para el porcentaje de retencion de

firmeza de ‘Caricia’.
9%RF =51,94 + 1,38*T + 1,87*t - 0,05*T*t Ecuacion 3.3
¢ Efecto sobre los polifenoles

Las manzanas ‘Caricia’ control presentaron un contenido promedio de polifenoles

totales de 65,28 + 31,85 mg AGE/IOOg.

AA

A:Temperatura

B:Tiempo

AB

BB

o
\V]
N
(o))
o)

Efecto estandarizado

Figura 3.14. Diagrama de Pareto estandarizado para el porcentaje de retencion de polifenoles
(%RPT) de manzanas ‘Caricia’.

El modelo propuesto para el porcentaje de retenciéon de los polifenoles totales no
presento falta de ajuste (prata de ajuste= 0,0811) y explico el 74% de la variabilidad de los datos.
De acuerdo a la Tabla 3.6, el dnico factor que incide significativamente en el porcentaje de
retencion de polifenoles es la temperatura. La dependencia de los polifenoles con la temperatura

es lineal y cuadratica (Figura 3.14).
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Figura 3.15. Grifica de efectos principales para el porcentaje de retencion de polifenoles
(%RPT) de manzanas ‘Caricia’.

Como puede verse en la Figura 3.15, la retencién de polifenoles aumenta a medida que
aumenta la temperatura, hasta un valor determinado, donde se obtiene el valor maximo de
retencion. A excepcion del tratamiento realizado a 40°C por 20 min, el resto de los tratamientos
produce un incremento en el contenido de polifenoles de hasta 8% con respecto al control.
%RPolifenoles

95,0-100,0

I 100,0-105,0
105,0-110,0

%RPolifenoles

2 4 a4
Temperatura (°C)

50 O Tiempo (min)

Figura 3.16. Superficie de respuesta obtenida para el porcentaje de retencion de polifenoles
de manzanas ‘Caricia’.

La superficie de respuesta obtenida para la respuesta %RPT (Figura 3.16) muestra que
el mayor incremento en el contenido de polifenoles totales se obtiene a temperaturas superiores

a43°C

La Ecuaciéon 3.4 corresponde al modelo reducido de porcentaje de retenciéon de

polifenoles totales para manzanas ‘Caricia’.

%RPT = -146,20 + 10,86*T - 0,12+T> Ecuacién 3.4
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¢ Efecto sobre los cambios en los parametros instrumentales de color.

En la Tabla 3.7 se presentan los resultados correspondientes a los cambios en los

pardmetros instrumentales de color obtenidos para el disefio factorial.

Tabla 3.7. Resultados experimentales del disefio factorial para los cambios porcentuales en

los pardmetros instrumentales de color de manzanas ‘Caricia’.

Variab.les Respuestas
N® Independientes
ensayo T t
) (min) oL* oa* ob* 0Cap™ Ohab
1 40 55 -5,5 -2914.4 19,1 19,6 -5,5
2 40 90 -10,4  -5554.8 31,8 33,1 -9,6
3 50 20 -3,7 -1858,1 14,3 14,5 -3,8
4 45 55 -4,5 -3795.4 17,4 17,7 -4,6
5 50 55 2,0 2061,5 2,5 2,7 43
6 45 55 -4,2 -2209,8 19,8 19,9 -3,6
7 40 20 -1,4 516,6 3,4 -3,5 1,3
8 50 90 -13,7  -5344,1 8,9 11,4 -10,2
9 45 20 -1,7 -146,7 9,5 9,6 -0,2
10 45 90 -3,4 -2370,7 4,6 4,7 -4,2
11 45 55 -6,3 -3066,2 23,0 23,4 -5,8

El anélisis de varianza multifactorial realizado para los cambios porcentuales de color

medidos instrumentalmente se presenta en la Tabla 3.8.
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Tabla 3.8. Andlisis de varianza de los resultados experimentales de los cambios porcentuales
en los pardmetros instrumentales de color de manzanas ‘Caricia’.

Suma de cuadrados

Fuente de variacion G.L. oLe . b ACa® ohat
X1 (T) 1 0,68 1,32.10° 13594 127,03 2,77
X2 (t) 1 71,35% 231.10"* 55,14 78,84  75,67%
X,? 1 2,32 201758 0,29 0,042 0,043
X1.X2 1 0,21  1,67.10° 284,75% 267,65% 4,71
X2? 1 7,97 766422 4198 38,37 5,23
Falta de ajuste 3 96,19% 2,66.10" 300,52 349,05 94,92*
Error puro 2 2,60 1,26.10° 16,11 16,65 2,40
Coef. Determinacién (R?) 46% 49% 62% 58% 48%

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

Efecto sobre OL*
Las muestras control de la variedad ‘Caricia’ presentaron, en promedio, un L* de 76,45

+ 1,96.

El modelo propuesto presentd falta de ajuste (pfaita de ajuste= 0,0393), por lo que no fue
posible modelar el cambio en la luminosidad de las muestras en funcién de los pardmetros del
tratamiento térmico. Todas las muestras tratadas térmicamente, con excepcién de una,
presentaron un valor de L* menor que el control, por lo que los tratamientos aplicados no fueron
eficientes en reducir el desarrollo de pardeamiento en la variedad ‘Caricia’ luego de 24h de
tratadas. La muestra tratada a 50°C por 55 min fue la tnica muestra que presentd un valor de
L* superior al control (2%). Del resto, las muestras que presentaron la menor diferencia de
luminosidad con el control fueron aquellas tratadas a 40°C por 20 minutos (reduccién del 1,4%)
y a 45°C por 20 minutos (reduccién del 1,7%). Por otro lado, el mayor oscurecimiento de la
pulpa (la mayor reduccion del parametro L*, 13,7%) se obtuvo para las manzanas ‘Caricia’
tratadas a 50°C por 90 minutos. A pesar de que el modelo no pudo ajustarse, en la Figura 3.17
se observa que JL* tiene una tendencia a disminuir con el tiempo de calentamiento, lo que se

traduce en un oscurecimiento de la muestra.
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Figura 3.17. Grifica de efectos principales para OL* de manzanas ‘Caricia’.

Efecto sobre da*

El promedio del parametro a* para las manzanas ‘Caricia’ control fue de -0,09 + 1,18.

Fue posible ajustar el modelo para 0a* (pfaita de ajuste= 0,0670), pero éste s6lo explico el
49% de la variabilidad de los datos. De acuerdo a los resultados obtenidos, el tnico factor
significativo (p= 0,0262) fue el tiempo de calentamiento, que tiene una relacion lineal negativa
con 0a* (Figura 3.18). El valor de a* de las muestras control es negativo, lo que implica que se
obtengan valores de da* ([(a*Tt — a*c)/a*c]*100) positivos cuando a*rr es menor que a*c vy,
por lo tanto, el tratamiento fue efectivo en evitar el pardeamiento de las muestras (50°C-55 min
y 40°C-20 min). Sin embargo, para el resto de los tratamientos, los valores de 0a*<0, es decir,
a*rr > a*c, las muestras tratadas presentaron un tono rojizo, indicador de desarrollo de

pardeamiento.

1
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Cot

A:Temperatura
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Figura 3.18. Diagrama de Pareto estandarizado para 0a* de manzanas ‘Caricia’.
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El modelo reducido obtenido para explicar el cambio en el pardmetro a* se presenta en
la Ecuacion 3.5.

Oa*=841,78 — 50,11%*t Ecuacioén 3.5.

En la Figura 3.19 se presenta la superficie de respuesta estimada para los cambios

porcentuales del pardmetros instrumental de color a*, en la variedad ‘Caricia’.

%da
-6600,0--4550,0
I -4550,0--2500,0

1400 -2500,0--450,0

_ -450,0-1600,0
600}
3 -2600F
2 :

-4600 [ B 100
-6600 -
4
0 42 44 46 48 50 O Tiempo (min)

Temperatura (°C)

Figura 3.19. Superficie de respuesta obtenida para da* de manzanas ‘Caricia’ frescas
cortadas.

Efecto sobre db* y 0Cap*
Las muestras control ‘Caricia’ promediaron 26,74 + 3,60 y 26,76 = 3,62 en b* y Cap*,

respectivamente.

Ambos modelos pudieron ajustarse (Pfalta de ajuste= 0,0753 para cb* y 0,0675 para 0Cap™)
y explicaron el 62% de la variabilidad de los datos de db* y el 58% de la variabilidad de los
datos de 0Cap*.

El Unico término significativo (p<0,05) en ambos casos, fue la interaccion de ambos
factores. En las Figuras 3.20 se puede observar que, para ambos pardmetros, a 40°C las
diferencias con respecto al control son mayores cuanto mayor es el tiempo de calentamiento,
mientras que a 50°C, si bien el efecto es menos pronunciado, las diferencias de estos pardmetros

de color son ligeramente superiores para los menores tiempos de calentamiento.
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Figura 3.20. Grafica de superficie y contorno para db*(a) y 0Cap* (b) de manzanas ‘Caricia’.

Los modelos reducidos obtenidos para cb* y 0Cap* se presentan en las Ecuaciones 3.6

y 3.7, respectivamente.

ob*=-67,27 + 1,70*T + 2,26xt — 0,048 *T*t Ecuacién 3.6.
0Cab*=-65,44 + 1,65*T + 2,21%t — 0,047*T*t Ecuacién 3.7.
Efecto sobre Ohan

El ohap promedio obtenido para las muestras ‘Caricia’ control fue de 90,39 + 2,22 (tono

amarillo).

No fue posible ajustar un modelo para chab, ya que el propuesto presentd falta de ajuste
(Pfalta de ajuste= 0,0368). En la Tabla 3.7 se puede observar que solo dos tratamientos presentaron
ohap > 0, es decir, dichas muestras tratadas fueron las tnicas que no presentaron desarrollo de
pardeamiento. Dichos tratamientos, que generan los mayores valores de hap, fueron 40°C-20

min y 50°C-55 min.

3.2.3.2, Manzanas variedad ‘Eva’
En la Tabla 3.9 se presentan los resultados experimentales para el disefio factorial
utilizado correspondiente al porcentaje de retencidon de pH, acidez, sélidos solubles, firmeza y

polifenoles de manzanas variedad ‘Eva’.
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Tabla 3.9. Resultados experimentales del disefio factorial para el porcentaje de retencién de
pH, acidez, s6lidos solubles, firmeza y polifenoles de manzanas ‘Eva’.

Variables Respuestas
N° Independientes P
ensayo
T t %RpH  %RAc %RSS %RF %RPT
O (min)
1 40 20 98,0 943 104,1 99,1 140,9
2 50 20 1014 78,7 98,1 93,9 1494
3 40 90 99,5 81,8 93,3 74,5 116,0
4 40 55 101,2 92,6 95,4 85,8 120,1
5 50 55 103,8 79,9 96,0 86,9 169,6
6 45 55 103,6 88,1 98,8 107,9 112,4
7 50 90 103,9 83,2 97,4 76,4 123,2
8 45 55 103,3 83,9 96,5 96,0 118,7
9 45 90 102,5 88,6 97,4 76,2 112,2
10 45 55 101,9 86,8 93,8 103,5 142,0
11 45 20 100,7 88,7 102,9 106,9 117,5

En la Tabla 3.10 se presenta el ANOVA obtenido para las respuestas porcentaje de

retencion de pH, acidez, solidos solubles, firmeza y polifenoles, para la variedad ‘Eva’.
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Tabla 3.10. Andlisis de varianza de los resultados experimentales de los porcentajes de

retencion de pH, acidez, s6lidos solubles, firmeza y polifenoles de manzanas variedad ‘Eva’.

. Suma de cuadrados
Fuente de variacion G.L.

%RpH % RAc % RSS % RF % RPT

X1 (T) 1 18,19*  120,53* 0,28 0,79 707,56
X2 (b) 1 5,67 10,96 47,82 886,42%* 528,15
X,? 1 1,23 12,36 4,41 282,80 910,29
X1.X2 1 0,22 71,28 25,23 12,40 0,41

X2? 1 6,37 0,10 24,67 73,03 312,39
Falta de ajuste 3 0,76 26,20 1,83 104,69 721,42
Error puro 2 1,63 9,15 12,64 72,52 487,40
Coef. Determinacién (R?) 93% 86% 87% 89% 65%

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

¢ Efecto sobre el pH

La muestra control de ‘Eva’ presentd un pH promedio de 3,81 = 0,07,

El modelo no present6 falta de ajuste (pfaita de ajuste= 0,8216) y logré explicar el 93% de
la variacion de los datos. En la Tabla 3.10 se puede observar que el tnico factor que incide

significativamente (p= 0,0420) en el porcentaje de retencion del pH, es la temperatura.

En la Figura 3.21 se observa que el pH de las muestras tratadas tiene una dependencia

lineal positiva con la temperatura de calentamiento.

= -
|
|
|

Efecto estandarizado

Figura 3.21. Diagrama de Pareto estandarizado para el porcentaje de retencion de pH

(%RpH) de manzanas ‘Eva’.
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En la Ecuacién 3.8 se presenta el modelo reducido para el porcentaje de retencion de

pH de ‘Eva’.
%RpH = 86,16 + 0,35*T Ecuacion 3.8

¢ Efecto sobre la acidez

Las manzanas ‘Eva’ control presentaron una acidez promedio de 0,57 + 0,04.

En cuanto a la acidez, se obtuvo un modelo sin falta de ajuste (praita de ajuste= 0,3620) que
explico el 86% de la variabilidad de los datos. Al igual que en el caso del pH, el tnico factor
significativo (p= 0,0359) fue la temperatura, pero en este caso y correlacionando con lo que
sucede con el pH, el porcentaje de retencion de acidez presenté una dependencia lineal negativa
con la temperatura (Figura 3.22).

En la Ecuacion 3.9 se presenta el modelo de porcentaje de retencion de acidez reducido.

%RAc = 126,39 - 0,90*T Ecuacion 3.9

«|
| [
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|

BB

Efecto estandarizado
Figura 3.22. Diagrama de Pareto estandarizado para el porcentaje de retencion de acidez
(%RACc) de manzanas ‘Eva’.

¢ Efecto sobre los sélidos solubles

El modelo propuesto para los s6lidos solubles no present6 falta de ajuste (pfaita de ajuste=
0,9550) y logré6 explicar el 87% de la variabilidad de los datos. De acuerdo a los resultados
obtenidos, el porcentaje de retencion de los sélidos solubles no depende significativamente
(p>0,05) de ninguno de los factores estudiados.

Las manzanas ‘Eva’ control promediaron un contenido de solidos solubles de 13,8 + 0,3
°Brix y al tratar térmicamente las manzanas, entre 40 y 50°C durante 20 a 90 minutos, el

contenido de sélidos solubles se mantuvo practicamente constante (aumenté un 0,6%).
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¢ Efecto sobre la firmeza

Las manzanas ‘Eva’ control promediaron una firmeza de 53,92+ 3,16 N.

El modelo obtenido para explicar la variacion del porcentaje de firmeza con temperatura
y tiempo de calentamiento no presento falta de ajuste (pfaita de ajuste= 0,5459) y explico el 89% de
la variabilidad de los datos. De acuerdo a los resultados del ANOVA presentados en la Tabla
3.10, el Unico factor que afect significativamente la firmeza de las muestras fue el tiempo (p=
0,0386). En la gréfica de efectos principales (Figura 3.23) se observa claramente que la firmeza

disminuye con el tiempo de calentamiento.

112 | -
107 | -

102 |- -

%RFirmeza

40,0 50,0 20,0 90,0
Temperatura Tiempo

Figura 3.23. Grifica de efectos principales para el porcentaje de retencion de firmeza (%RF)

de manzanas ‘Eva’.
La Ecuacion 3.10 presenta el modelo de porcentaje de retencion de firmeza reducido.

%RF = 110,664 - 0,347276*t Ecuacion 3.10

¢ Efecto sobre los polifenoles

Las muestras ‘Eva’ control promediaron un contenido de polifenoles de 30,27 + 4,58

mg AGE/100g.

El modelo propuesto para el porcentaje de retencion de polifenoles totales no presentd
falta de ajuste (pfaita de ajuste= 0,5390) y explico el 65% de la variabilidad de los datos. Ninguno
de los factores influye significativamente en el contenido de compuestos polifendlicos totales

de ‘Eva’ (Tabla 3.10).

Sin embargo, el tratamiento térmico generd un incremento promedio del 30% en el

contenido de polifenoles de las manzanas ‘Eva’.

¢ Efecto sobre los cambios en los parametros instrumentales de color.
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EnlaTabla3.11 se presentan los resultados correspondientes a los cambios porcentuales

en los pardmetros instrumentales de color obtenidos para el disefio factorial.

Tabla 3.11. Resultados experimentales del disefio factorial para los cambios porcentuales en
los pardmetros instrumentales de color de manzanas ‘Eva’.

Variables Respuestas
N° Independientes
T t oL* on ob*  0Cw*  ohw
°0O) (min)
1 40 20 2.8 -171,2 -4,0 -4,0 0,8
2 50 20 22 257,0 5,6 5,6 -1,0
3 40 90 1,0 156,7 4.4 4.4 -0,6
4 40 55 1,9 37,3 3,8 3,8 -0,1
5 50 55 1,8 -107,1 29 29 0,5
6 45 55 1,9 -57,9 -1,6 -1,6 0,3
7 50 90 1,6 49,8 4,2 4,2 -0,2
8 45 55 24 -243.4 5,1 5,1 -0,9
9 45 90 1,4 102,5 1,6 1,6 -0,4
10 45 55 2,8 139,9 10,0 10,0 -0,5
11 45 20 2.4 4,6 0,8 0,7 0,0

El andlisis de varianza multifactorial realizado para los cambios de color medidos

instrumentalmente se presenta en la Tabla 3.12.
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Tabla 3.12. Andlisis de varianza de los resultados experimentales de los cambios
porcentuales en los pardmetros instrumentales de color de manzanas ‘Eva’.

Suma de cuadrados

Fuente de variacion G.L.

OL* o0a* ob* 0Cab* Ohab
X1 (T) 1 0,0022 5216,17 11,89 11,92 0,082
X2 (t) 1 1,87  7968,83 10,26 10,29 0,15
X;? 1 0,15 841461 0,10 009 0,17
X1.X2 1 0,35 71617,10 24,06 24,15 1,24
X2? 1 0,13  2403,69 10,11 10,07 0,074
Falta de ajuste 3 0,16 48233,70 17,01 17,07 0,79
Error puro 2 0,46 46871,30 68,17 68,24 0,79
Coef. Determinacién (R?) 81% 50% 40% 40% 51%

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

Ninguno de los modelos obtenidos present6 falta de ajuste, aunque el modelo para L *
fue el que logré explicar en mayor medida la variabilidad de los datos (81%). No se obtuvieron
términos significativos en ninguno de los modelos propuestos para el cambio en los pardmetros

instrumentales de color.

En la Tabla 3.13 se presentan los promedios obtenidos para cada pardmetro de color en
las manzanas ‘Eva’ control y tratadas térmicamente, asi como el porcentaje de cambio promedio
(%0) obtenido para cada pardmetro, calculado como la diferencia entre los pardmetros
promedios obtenidos para las muestras tratadas y sin tratar, divido por el promedio obtenido
para las muestras sin tratar y multiplicado por 100. El tratamiento térmico generd un incremento
en los pardmetros L*, a*, b* y Cap* (aunque sélo fue significativo en el caso de los pardmetros
L*y Cap™), lo que implica un aumento de luminosidad (més claridad), un ligero incremento en
los tonos rojo y amarillo y por lo tanto un pequefio aumento en la cromaticidad. Por otro lado,
se obtuvo una reduccion (no significativa) del 4ngulo de tono de las manzanas, hacia los tonos

10jizos (hab=90° tono amarillo; hap= 0°, tono rojo).
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Tabla 3.13. Parametros instrumentales de color obtenidos para las manzanas ‘Eva’ frescas

cortadas tratadas térmicamente.

Parametro Control Tratadas Porcentaje de
térmicamente cambio (% 0)
L* (76,96 £ 1,77) (78,52 £ 0,44)° 2,03
a* (0,15 £ 0,35)* (0,25 £0,21)* 59,55
b* (23,03 £1,53)* (23,71 £0,87)* 2,98
Cap* (23,03 £1,53)* (23,72 £0,87)° 2,98
han* (89,62 + 0,88)* (88,44 £0,51)* -0,19

Promedio + desviacidn estdndar. Letras distintas entre columnas indican diferencia significativa entre las muestras
control y tratadas térmicamente (t de Student, p<0,05).

3.2.3.3. Manzanas variedad ‘Princesa’
En la Tabla 3.14 se presenta el disefio factorial utilizado y los resultados experimentales
correspondientes al porcentaje de retencion del pH, acidez, sélidos solubles, firmeza y

polifenoles de manzanas variedad ‘Princesa’.

En la Tabla 3.15 se presenta el ANOV A obtenido para las respuestas pH, acidez, s6lidos

solubles, firmeza y polifenoles.

¢ Efecto sobre el pH
El modelo no present6 falta de ajuste (pfaita de ajuste= 0,6485) y logré explicar el 59% de
la variacion de los datos. Ninguno de los factores estudiados incide significativamente en el

porcentaje de retencion del pH.

Las manzanas variedad ‘Princesa’ tratadas térmicamente promediaron un pH de 4,10 +

0,11, un 16% mas alto que las manzanas control (3,52 + 0,03).

¢ Efecto sobre la acidez

La acidez promedio de las manzanas ‘Princesa’ control fue de 0,22 + 0,02 g acido
malico/100g.

El modelo propuesto no present6 falta de ajuste (ptaita de ajuste= 0,4796) y explicé sélo el
32% de la variabilidad de los datos. Ninguno de los factores estudiados afectd
significativamente la acidez de las manzanas ‘Princesa’ (p>0,05).

Las manzanas ‘Princesa’ tratadas presentaron, en promedio, una acidez un 1% menor

que las muestras control.
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Tabla 3.14. Resultados experimentales del disefio factorial para el porcentaje de retencién
de pH, acidez, solidos solubles, firmeza y polifenoles de manzanas ‘Princesa’.

Variables Respuestas
Ne Independientes

ensayo

o (mtin) % RpH %RAc %RSS %RF  %RPT
1 50 90 106,5 100,7 104,2 77,7 114,9
2 40 20 103,1 100,2 98,7 98,7 99,5
3 45 55 107,0 97,8 97,1 92,5 108,83
4 45 55 107.4 92,7 97,6 93,3 1157
5 40 90 102,6 99,5 96,4 99,7 124,6
6 45 90 106,2 100,3 106,1 97,3 120,1
7 45 20 106,7 98,0 105,6 120,6 103,4
8 40 55 99,7 105,7 99,7 90,6 106,5
9 50 20 101,1 100,2 96,5 91,2 110,8
10 50 55 106,8 95,0 101,0 102,0 1180
11 45 55 102,4 99,7 108,2 1184 1183

¢ Efecto sobre los s6lidos solubles

El modelo propuesto para los s6lidos solubles no present6 falta de ajuste (pfaita de ajuste=
0,8709) y sélo explico el 43% de la variabilidad de los datos. De acuerdo a los resultados
obtenidos, el porcentaje de retencion de los sélidos solubles no depende significativamente de
los factores estudiados.

Las muestras control presentaron un contenido de s6lidos solubles promedio de 14,2 +
0,7 °Brix y el tratamiento térmico generd un aumento de tan solo un 1% (las muestras tratadas

térmicamente promediaron 14,3 + 0,2 °Brix).

¢ Efecto sobre la firmeza

El modelo obtenido para explicar la variacion del porcentaje de firmeza con temperatura
y tiempo de calentamiento no presentd falta de ajuste (pfaita de ajuste= 0,6592), pero sélo logré
explicar el 44% de la variabilidad de los datos. Ni el tiempo ni la temperatura de calentamiento

tuvieron un efecto significativo sobre el porcentaje de retencion de la firmeza (Tabla 3.15).
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El tratamiento térmico generd en ‘Princesa’ una reduccion promedio en la firmeza de
tan solo un 1,7% (las muestras control promediaron 66,13 + 3,00 N, mientras que las tratadas
promediaron 65,05 + 4,17 N).

Tabla 3.15. Andlisis de varianza de los resultados experimentales de los porcentajes de

retencion de pH, acidez, s6lidos solubles, firmeza y polifenoles de manzanas variedad
< . 2
Princesa’.

Suma de cuadrados

Fuente de variacion G.L.
% RpH % RAc % RSS %RF % RPT

X1 (T) 1 13,65 15,10 7,78 54,53 27,82
Xa (t) 1 3,38 0,75 5,72 213,65 350,17
X,? 1 19,11 12,91 39,14 332,44 0,82
X1.X2 1 8,47 0,36 25,21 53,13 109,91
X2? 1 0,54 2,70 6,31 4,09 3,10
Falta de ajuste 3 15,45 49,20 27,12 415,84 44 47
Error puro 2 15,57 26,85 79,05 436,54 48,36
Coef. Determinacién (R?) 59% 32% 43% 44% 84%

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

¢ Efecto sobre los polifenoles

El modelo propuesto para el porcentaje de retencion de los polifenoles totales no
presento falta de ajuste (Prata de ajuste= 0,6685) y explicé el 84% de la variabilidad de los datos.
Ninguno de los factores influy¢ significativamente en el contenido de compuestos polifendlicos

totales de ‘Princesa’ (Tabla 3.15).

Las muestras tratadas térmicamente promediaron (101,52 + 12,31 mg AGE/100g) un
13% de polifenoles totales més que las control (90,02 £ 19,00 mg AGE/ 100g).

¢ Efecto sobre los cambios en los parametros instrumentales de color.
Enla Tabla 3.16 se presentan los resultados correspondientes a los cambios porcentuales

en los pardmetros instrumentales de color obtenidos para el disefio factorial.

El andlisis de varianza multifactorial realizado para los cambios de color medidos

instrumentalmente se presenta en la Tabla 3.17.
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Tabla 3.16. Resultados experimentales del disefio factorial para los cambios porcentuales en
los parametros instrumentales de color de manzanas ‘Princesa’.

Variab.les Respuestas
N° Independientes
ensayo T ¢
©C) (min) O0L* oa* ob* 0Cap™ Ohab
1 50 90 -5,7 2785,2 59 7.3 -9,5
2 40 20 -0,9 394,7 -2,8 -2,7 -1,4
3 45 55 0,3 1411,0 0,7 1,2 -4,9
4 45 55 -0,9 1686,5 6,4 6,9 -5,8
5 40 90 -8,0 1919,8 16,3 16,9 -5,9
6 45 90 -5,8 2314,5 19,9 20,7 -7,0
7 45 20 -0,7 7774 0,3 0,5 -2,9
8 40 55 -1,1 742,0 3,1 32 0,0
9 50 20 0,0 8174 -4,6 -4.4 -3,1
10 50 55 -3,5 1727,4 12,0 12,5 -5,5
11 45 55 0,8 -423,3 -1,8 -1,7 1,5
Efecto sobre OL*

Las manzanas ‘Princesa’ control promediaron un L* de 76,29 + 0,96.

El modelo obtenido no presenté falta de ajuste (praita de ajuste= 0,22) y explico el 89% de

la variabilidad de los datos.

El tnico factor significativo fue el tiempo (p= 0,0138), se encontré que el porcentaje de

retencion de L* disminuye con el tiempo (Figura 3.24), lo que significa que las manzanas se

oscurecen al prolongar el tiempo de calentamiento.
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Figura 3.24. Diagrama de Pareto estandarizado para 0L* de manzanas ‘Princesa’.

El modelo reducido obtenido para OL* se presenta en la Ecuacién 3.11.

%0L = 2,39 - 0,086*t Ecuacion 3.11

Tabla 3.17. Andlisis de varianza de los resultados experimentales de los cambios
porcentuales en los parametros instrumentales de color de manzanas ‘Princesa’.

Suma de cuadrados

Fuente de variacion G.L. L o . O ohat
X1 (T) 1 0,089 861420 1,77 0,67 19,14
X2 (t) 1 54,00% 4,22.10° 403,43% 442,65% 37,20
X,? 1 4,57 41196,00 1,09 0,91 0,047
X1.X2 1 0,51 48998,00 18,42 15,75 0,87
X2? 1 13,24  487678,0 9,55 11,50 10,99
Falta de ajuste 3 8,45 159651 175,57 173,72 3,67
Error puro 2 1,52 2,63.10° 35,32 38,94 31,93
Coef. Determinacién (R?) 89% 67% 67% 69% 66%

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

Efecto sobre da*
El modelo completo para 0a* no presentd falta de ajuste (Praita de ajuste= 0,9863) y logré
explicar el 67% de la variabilidad de los datos. Ninguno de los términos del modelo polinomial

fue significativo (p>0,05).

Las muestras ‘Princesa’ control promediaron 0,16 + 0,63 en el pardmetro a*, mientras
que las muestras tratadas promediaron 2,22 + 1,24. Este incremento en el a* de las manzanas

implica un aumento en el tono rojo de la pulpa.
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Efecto sobre ob* y 0Cap*

Los modelos propuestos para db* y 0Cap* no presentaron falta de ajuste (pfaea de ajuste=
0,2404 para Ob* y pralta de ajuste= 0,2617 para OCap*) y explicaron el 67% y 69% de la variabilidad
de los datos, respectivamente. En ambos casos, el udnico término significativo fue el
correspondiente al término lineal del tiempo de calentamiento. En las Ecuaciones 3.12 y 3.13

se presentan los modelos reducidos obtenidos para ambos pardmetros de color.

ob* =-7,82 + 0,23%t Ecuacion 3.12
OCap* =-8,01 + 0,25%t Ecuacién 3.13

En la Figura 3.25 se observa que a medida que aumenta el tiempo de calentamiento,
aumenta también el porcentaje de cambio de b*. El mismo comportamiento se obtuvo para el

parametro Cap*.

%db
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22 3 B 0,0-5,0

17 3 ; 5,0-10,0

12 3 10,0-15,0
3 7 : 15,0-20,0
> 2 A =
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Figura 3.25. Superficie de respuesta para ob* de manzanas ‘Princesa’.

Efecto sobre ohap
El modelo no presentd falta de ajuste (Pfaita de ajuste= 0,9669) y explicé 66% de la

variabilidad de los datos. Ninguno de los términos del modelo fue significativo (p>0,05).

Las manzanas ‘Princesa’ control promediaron 89,73 + 1,32 en el parametro hap, mientras
que aquellas tratadas térmicamente promediaron 85,88 + 2,67, por lo tanto el tratamiento

térmico generd una reduccidn del dngulo de tono hacia tono rojizos (hap= 0, tono rojo).

3.2.34. Analisis de los resultados obtenidos después de 24h de realizados los
tratamientos térmicos

Para la variedad ‘Caricia’ lograron modelarse los porcentajes de retencion de pH,
solidos solubles, firmeza y polifenoles, ademas de porcentaje de da*, ob* y dCa*. Para la

variedad ‘Eva’ se obtuvieron modelos para los porcentajes de retencion de pH, acidez y firmeza.
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Por ultimo, para la variedad ‘Princesa’ se obtuvieron modelos para los porcentajes de OL*, ob*

y OCab*.

Los efectos del tratamiento térmico dependieron de la variedad. En la misma linea, Kim
et al. (1993) aplicaron tratamientos térmicos de 40°C por 60 a 240 minutos, 45°C por 30 a 120
minutos y 50°C por 30 a 120 minutos y evaluaron la tasa respiratoria, firmeza, color, s6lidos
solubles y acidez de 11 variedades de manzana y reportaron que las respuestas al tratamiento

térmico fueron distinta entre variedades.

En cuanto a la firmeza de las manzanas, para ‘Caricia’ se encontrd6 que a bajas
temperaturas la firmeza es independiente del tiempo de calentamiento, mientras que a altas
temperaturas la firmeza disminuye conforme el tiempo de calentamiento aumenta. Para la
mayoria de los tratamientos realizados a bajas temperaturas (40-45°C) se produce un
incremento de firmeza de hasta 11%, pero para los tratamientos realizados a temperaturas
superiores (50°C) y a tiempos superiores a 60 min se produce una reduccion de la firmeza de
hasta 25-30%. Para ‘Eva’ la temperatura no influy6 significativamente sobre la retencion de
firmeza pero ésta descendié con el aumento del tiempo de calentamiento. Los tratamientos
realizados a los menores tiempos (20-50 min) producen incrementos del 3-8% en la firmeza de
Eva, mientras que los realizados a tiempos superiores (60-90 min) producen reducciones del 6-
25%. En el caso de ‘Princesa’, ningun factor afect6 significativamente su firmeza, pero las
manzanas tratadas a 40-50°C por 20-90 minutos, promediaron una firmeza 1,7% menor que las

manzanas no tratadas térmicamente.

El tratamiento térmico s6lo fue efectivo en reducir el pardeamiento enzimatico evaluado
24 h después del tratamiento térmico, para la variedad ‘Eva’ (las manzanas tratadas

térmicamente presentaron un L* significativamente mayor que las muestras control).

La aplicacion de tratamiento térmico increment6 el contenido de polifenoles en las tres
variedades estudiadas. En el caso de ‘Caricia’, se obtuvo un modelo con una dependencia
cuadrdtica positiva con la temperatura, e incrementos en el contenido de polifenoles para los
tratamientos realizados a mas de 45°C. Mientras que para ‘Eva’ y ‘Princesa’, si bien no fue
posible obtener un modelo, las manzanas tratadas promediaron un contenido polifendlico 30 y

13% superior que las manzanas control, respectivamente.
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3.2.4. Efecto de los tratamientos térmicos suaves sobre la calidad de manzanas de las
variedades seleccionadas luego de 7 dias

Después de 24h de realizados cada uno de los tratamientos térmicos segin el disefo
experimental (2.2.3), el 50% de las manzanas tanto tratadas como control (sin tratamiento
térmico) se pelaron, descorazonaron, cortaron, envasaron y se almacenaron a 1,5°C durante 7
dias, para evaluar el efecto del tratamiento térmico sobre la fruta minimamente procesada luego

del almacenamiento, sobre los pardmetros:

e  9%RF= (Firmezart/Firmezac).100

o OL*=[(L*rr—L*c)/L*c].100

e (Oa*=[(a*rT—a*c)/a*c].100

e Ob*=[(b*rr - b*c)/b*c].100

o  OCa*=[(Cav*rT — Cab*c)/Cab*c ].100

e  Ohap= [(habrT - habc)/hanc]. 100

e 4RPT= (Polifenolestr/Polifenolesc).100

En todos los casos tanto el pardmetro correspondiente a las muestras tratadas (TT) como
a las control (C), corresponde al obtenido al dia 7 de almacenamiento.
3.2.4.1. Efecto del corte y tiempo de almacenamiento sobre los atributos de calidad de

las muestras control

En primer lugar, para evaluar el efecto del corte y el almacenamiento después de 7 dias
a 1,5°C, se compararon los resultados de firmeza, color y polifenoles totales de las muestras

control de las tres variedades analizadas, obtenidos al dia 0 y 7 de almacenamiento.

80

70

60
= 50
g :2 Dia0
= 20 EDia7

10

0

Caricia Eva Princesa

Variedad

Figura 3.26. Firmeza de las muestras de manzanas control al dia O 'y 7 de
almacenamiento.

126



Resultados y Discusion

En la Figura 3.26 se presentan los resultados obtenidos para la firmeza. En el caso de

‘Caricia’ y ‘Eva’ se obtuvo una reduccion del 6 y 15% respectivamente, mientras que para

‘Princesa’ se obtuvo un incremento en la firmeza del 7%. El aumento obtenido en la firmeza de

‘Princesa’ probablemente se debe a variabilidad en las muestras, mientras que el descenso en

‘Caricia’ y ‘Eva’ se puede explicar por el dafio al tejido que genera la hidrolisis enzimatica de

las sustancias pécticas y la accion de las enzimas pectinoliticas, el descenso de la cristalinidad

de la celulosa y el afinamiento de las paredes celulares, que se traduce en una pérdida de firmeza
(Qietal., 2011).
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Figura 3.27. Pardmetros instrumentales de color L* (a), a* (b), b* (c), Cap* (d) y hab (€) de las
manzanas control al dia 0 y 7 de almacenamiento.

Los resultados de color obtenidos para las muestras control al dia 0 y 7 se presentan en

la Figura 3.27. El pardeamiento enziméatico en manzanas se refleja en la medida instrumental

de color por un descenso en los pardmetros L* y hay y un aumento en los pardmetros a*, b* y

Ca* (Piagentini et al., 2012). Este comportamiento se observo para las tres variedades, lo que

significa que, como era esperable, todas las muestras control desarrollaron pardeamiento
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enzimatico luego de 7 dias de almacenamiento. ‘Caricia’ fue la muestra que mas se oscurecid

durante el almacenamiento (la luminosidad se redujo en un 8%).

Luego de 7 dias a 1,5°C, el contenido de polifenoles de ‘Caricia’ y ‘Princesa’ aumentd
enun 20y 34%, respectivamente, mientras que ‘Eva’ sufrio una reduccion del 6% (Figura 3.28).
El estrés abidtico generado durante las operaciones de pelado, descorazonado y corte de las
frutas crea una sefial de dafio que migra a los tejidos adyacentes intactos e induce varias
respuestas fisioldgicas. Uno de los principales cambios que se generan por el daifio al tejido es
la induccién del metabolismo fenilpropanoide, que resulta en la acumulacién de compuestos
polifendlicos (Saltveit, 2000). Parte de estos polifenoles son oxidados en la reacciéon de
pardeamiento enzimdtico, pero si la oxidacidon no abarca el total de los polifenoles, el estrés
abidtico puede generar un aumento en la concentraciéon de compuestos polifendlicos, como

ocurrio en ‘Caricia’ y ‘Princesa’.

iy
o

[l
o

140

120

[=]

i

S 100

>

w 80

E Dia 0
s 60

° EDia7
=

£

s

[«

Caricia Eva Princesa
Variedad

o

Figura 3.28. Polifenoles totales de las manzanas control al dia 0 y 7 de almacenamiento.

3.2.4.2. Manzanas variedad ‘Caricia’
En la Tabla 3.18 se presenta el disefio factorial utilizado y los resultados experimentales
correspondientes al porcentaje de retencion de firmeza (%RF) y polifenoles (%RPT) de

manzanas variedad ‘Caricia’, a los 7 dias de almacenamiento a 1,5°C.
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Tabla 3.18. Resultados experimentales del disefio factorial para los porcentajes de retencion
de firmeza y polifenoles de manzanas ‘Caricia’, a los 7 dias.

Variables

N° independientes Respuestas
Ensayo (OTC) (nfin) %RF  %RPT

1 45 55 94,0 86,7
2 45 90 104,4 85,9
3 40 20 124,7 82,8
4 45 55 100,9 84,3
5 45 20 107,2 82,9
6 50 55 108,3 85,8
7 40 90 99,6 85,2
8 45 55 105,0 88,2
9 50 20 100,9 84,7
10 50 90 49,3 81,5
11 40 55 108.,9 82,4

En la Tabla 3.19 se presenta el ANOVA obtenido para las respuestas porcentaje de

retencion de firmeza y de polifenoles.

Tabla 3.19. Andlisis de varianza de los resultados experimentales de los porcentajes de
retencion de firmeza y polifenoles de manzanas variedad ‘Caricia’.

Suma de cuadrados

Fuente de variacion G.L. %RF %RPT
X1 (T) 1 931,19%* 0,39
X2 (t) 1 1055,19%* 0,88
X;? 1 13,68 6,06
X1.X2 1 175,82 7,82
Xo? 1 67,08 3,91
Falta de ajuste 3 1139,33 11,36
Error puro 2 62,53 7,76
Coef. Determinacién (R?) 65% 54%

G.L: grados de libertad; * p<0,05; ** p<0,01 *** p<0,001.
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¢ Efecto sobre la firmeza

El modelo propuesto para el porcentaje de retencion de firmeza de ‘Caricia’ luego de 7
dias de almacenamiento, no presento falta de ajuste (pfalta de ajuste= 0,5421) y explic6 el 65% de
la variabilidad de los datos (Tabla 3.19). Los factores temperatura y tiempo fueron
significativos (p<0,05) y la retencion de firmeza presentd una relacion lineal negativa con

ambos (Figura 3.29).
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Figura 3.29. Diagrama estandarizado de Pareto para el porcentaje de retencion de firmeza
(%RF) de manzanas ‘Caricia’, luego de 7 dias de almacenamiento.

El modelo reducido obtenido se presenta en la Ecuacion 3.14.
%RF= 233,26 - 2,49*T — 0,38*t Ecuacién 3.14

En la Figura 3.30 se presenta la superficie de respuesta obtenida para el porcentaje de
retencion de firmeza de ‘Caricia’, a los 7 dias. Se observa que se obtienen incrementos en la

firmeza (%RF>100) para las muestras tratadas principalmente durante 20-55 minutos, a 40-

45°C.
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Figura 3.30. Superficie de respuesta obtenida para el porcentaje de retencion de
firmeza de manzanas ‘Caricia’, luego de 7 dias de almacenamiento.
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¢ Efecto sobre los polifenoles
De acuerdo al andlisis de varianza realizado (Tabla 3.19), el modelo propuesto no
presentd falta de ajuste (pfalta de ajuste= 0,9421) y s6lo explicé el 54% de la variabilidad de los

datos. Ninguno de los términos del modelo fueron significativos (p>0,05).

A los 7 dias de almacenamiento, las manzanas ‘Caricia’ tratadas promediaron un
contenido de polifenoles de 66,4 mg AGE/100g, un 15% inferior al contenido del control al dia
7 y muy similar al valor obtenido al dia 0 para el control de “Caricia’ (65,3 mg AGE/100g),
producto de que las muestras control aumentaron su contenido de polifenoles totales durante el

almacenamiento.

¢ Efecto sobre el color
Enla Tabla 3.20 se presentan los resultados obtenidos para los porcentajes de OL*, 0a*,
ob*, OCap™* y Ohap para las manzanas ‘Caricia’ almacenadas durante 7 dias y en la Tabla 3.21 el

ANOVA obtenido para dichas respuestas.

Tabla 3.20. Resultados experimentales del disefio factorial de los cambios porcentuales en los
parametros instrumentales de color de manzanas ‘Caricia’.

Variables

N° Independientes Respuestas
e t oL* oa* db* 0Cav*  Ohap
WS (min)
1 45 55 1,2 -16,8 5,6 5,4 1,5
2 45 90 1,6 -16,3 1,0 0,8 1,1
3 40 20 0,9 -17,3 -5,5 -5,7 0,8
4 45 55 1,2 -18,3 -1,6 -1,7 1,2
5 45 20 -0,2 -12,2 1,5 1,3 0,9
6 50 55 3,6 -64,6 -7,6 -8,0 4,5
7 40 90 -1,7 3,7 33 33 -0,0
8 45 55 -1,3 2,3 3,7 3,7 0,0
9 50 20 -0,3 -0,5 -0,6 -0,6 0,0
10 50 90 -1,3 65,9 -2,1 -0,7 -4.9
11 40 55 -0,4 3,2 0,0 0,0 -0,3
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Tabla 3.21. Andlisis de varianza de los resultados experimentales de los cambios
porcentuales en los parametros instrumentales de color de manzanas ‘Caricia’.

Suma de cuadrados

Fuente de variacion G.L.

OL* o0a* ob* 0Cab* Ohab
X1 (T) 1 1,21 21,41 10,93 8,05 0,17
X2 (t) 1 10,34 1156,50 7,81 11,87 5,00
X;? 1 1,89 62,90 47,67 42,71 0,67
X1.X2 1 4,83 516,43 6,69 20,20 4,17
X2? 1 8,02 1160,56 1,36 2,56 6,55
Falta de ajuste 3 43,03 5990,52 32,79 44,96 29,46
Error puro 2 3,99 262.,5 27,30 27,46 1,16
Coef. Determinacién (R?) 38% 34% 61% 53% 37%

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

De acuerdo a los resultados presentados en la Tabla 3.21, ninguno de los modelos
obtenidos para los pardmetros instrumentales de color presentaron falta de ajuste (pfaita de ajuste

>0,05) y no se obtuvieron términos significativos en ninguno de los casos.

Las manzanas ‘Caricia’ tratadas a 40-50°C durante 20-90 minutos, minimamente
procesadas luego de 24 h de realizado el tratamiento térmico y almacenadas 7 dias a 1,5°C
presentaron: OL*= -0,24% + 2,76, Oa*= -6,44% + 30,69, ob*= -0,21% =+ 3,92, 0Ca*= -0,20%
+ 3,94 y Ohav=0,43% + 2,21. Teniendo en cuenta que los porcentajes de cambio de luminosidad
(L*), intensidad (Cap™*) y tono (habp) fueron inferiores a +£1%, se puede concluir que el color de
las manzanas ‘Caricia’ tratadas térmicamente y sin tratar (control) fue igual luego de 7 dias de

almacenamiento.

3.2.4.3. Manzanas variedad ‘Eva’
En la Tabla 3.22 se presenta el disefio factorial utilizado y los resultados experimentales
correspondientes al porcentaje de retencion de firmeza (%RF) y polifenoles (%RPT) de

manzanas variedad ‘Eva’, a los 7 dias de almacenamiento a 1,5°C.

En la Tabla 3.23 se presenta el ANOVA obtenido para las respuestas porcentaje de

retencion de firmeza y de polifenoles.
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Tabla 3.22. Resultados experimentales del disefio factorial para el porcentaje de retencion de
firmeza y polifenoles de manzanas ‘Eva’, alos 7 dias.

Variables

N° independientes Respuestas
Ensayo (OTC) (n:in) %RF  %RPT
1 45 90 63,59 120,31
2 50 20 93,33 215,77
3 40 20 99,94 103,54
4 40 55 91,08 128,43
5 45 55 90,82 190,80
6 40 90 66,77 116,94
7 45 55 69,14 251,56
8 45 20 108,55 120,97
9 50 55 87,50 222,26
10 50 90 87,44 192,65
11 45 55 66,22 211,00

Tabla 3.23. Andlisis de varianza de los resultados experimentales de los porcentajes de
retencion de firmeza y polifenoles de manzanas variedad ‘Eva’.

Suma de cuadrados

Fuente de variacion G.L.

9% RF % RPT
X1 (T) 1 18,28 13231,70
X2 (t) 1 1176,50 17,94
X;? 1 124,23 1,81
X1.X2 1 186,04 333,34
Xo? 1 36,32 7818,97
Falta de ajuste 3 361,45 3949,87
Error puro 2 361,33 1915,50
Coef. Determinacién (R?) 69% 79%

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

¢ Efecto sobre la firmeza
El modelo propuesto para el porcentaje de retencion de firmeza de ‘Eva’ luego de 7 dias

de almacenamiento, no presenté falta de ajuste (praia de ajuste= 0,4474) y explicé el 69% de la
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variabilidad de los datos (Tabla 3.23). Ninguno de los factores estudiados fue significativo

(p>0,05).

A los 7 dias, las manzanas ‘Eva’ tratadas presentaron una firmeza 16% menor que

aquellas sin tratar.

¢ Efecto sobre los polifenoles
De acuerdo al andlisis de varianza realizado (Tabla 3.23), el modelo propuesto no
presento falta de ajuste (pfaita de ajuste= 0,4474) y explic6 el 79% de la variabilidad de los datos.

Los factores estudiados no fueron estadisticamente significativos.

A los 7 dias de almacenamiento, las manzanas ‘Caricia’ tratadas promediaron un
contenido de polifenoles de 48,3 mg AGE/100g, un 70% mayor que el contenido polifendlico
de las manzanas control el mismo dia (28,3 mg AGE/ 100g). A su vez, como el contenido de
polifenoles de las manzanas tratadas al dia O fue promediable por no detectarse factores
significativos, se pudo comprobar que el contenido de polifenoles de las manzanas tratadas

aumento un 23% durante el almacenamiento.

¢ Efecto sobre el color
Enla Tabla 3.24 se presentan los resultados obtenidos para los porcentajes de OL*, 0a*,
ob*, OCap* y Ohap para las manzanas ‘Eva’ almacenadas durante 7 dias y en la Tabla 3.25 el

ANOVA obtenido para dichas respuestas.
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Tabla 3.24. Resultados experimentales del disefio factorial para los cambios porcentuales en
los parametros instrumentales de color de manzanas ‘Eva’.

Variab.les Respuestas
N° Independientes
ensayo (Of:) (mtin) oL da* ob*  OCw*  Ohw
1 45 90 2,2 -14,1 -0,9 -1,0 0,6
2 50 20 4.4 -8,3 -2,5 -2,5 0,4
3 40 20 4,0 -40,1 -9,2 9,4 1,7
4 40 55 4,1 -38,6 -6,2 -6,3 1,7
5 45 55 2,0 -32,3 -8,8 -8,9 1,3
6 40 90 2.9 0,3 3,6 3,6 0,1
7 45 55 2.9 -16,2 -2,3 2,4 0,7
8 45 20 4,1 -30,3 -9,7 -9,8 1,2
9 50 55 2.9 -24,0 -0,9 -1,0 1,1
10 50 90 1,0 -8,6 -2,7 2,7 0,4
11 45 55 2.9 -27,7 -3,4 -3,6 1,3

Tabla 3.25. Andlisis de varianza de los resultados experimentales de los cambios
porcentuales en los parametros instrumentales de color de manzanas ‘Eva’.

Suma de cuadrados

Fuente de variacion G.L. oL* oa ob* OCu® oh
X1 (T) 1 1,21 235,55 5,41 5,83 0,47
X2 (1) 1 6,93* 528,02 76,38 77,67 0,72
X,? 1 0,34 5,20 10,00 9,97  0,00011
X1.X2 1 1,33 41421 42,17 42,82 0,67
Xo? 1 0,01 281,62 0,14 0,21 0,66
Falta de ajuste 0,82 129,95 11,36 11,28 0,24
Error puro 2 0,49 137,45 24,02 24,23 0,20
Coef. Determinacién (R?) 88% 85% 79% 80% 85%

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

Efecto sobre OL*

El modelo obtenido para el porcentaje de cambio de luminosidad no presentd falta de

ajuste (Pfalta de ajuste= 0,5037) y explicé el 88% de la variabilidad de los datos.
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El dnico factor significativo fue el tiempo de calentamiento (p= 0,0333) y se encontrd
que el cambio relativo de luminosidad tiene una dependencia lineal negativa con este factor

(Figura 3.31).

En la Figura 3.32 se observa que el porcentaje de OL* disminuye con el tiempo de
calentamiento, lo que implica que a mayor tiempo de calentamiento, las manzanas a los 7 dias

son mas oscuras.

B:Tiempo

AB

A:Temperatura

AA

BB

Efecto estandarizado

Figura 3.31. Diagrama de Pareto estandarizado para 0L* de manzanas ‘Eva’, alos 7 dias de
almacenamiento.

En la Ecuacion 3.15 se presenta el modelo reducido para OL* de ‘Eva’ a los siete dias.

%O0L* =473 - 0,031%*t Ecuacion 3.15

%dL*
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Figura 3.32. Superficie de respuesta obtenida para 0L* de manzanas ‘Eva’, alos 7 dias de
almacenamiento.

En la Tabla 3.24 se observa que los OL* obtenidos para todos los tratamientos fueron
positivos, lo que significa que la luminosidad de todas las muestras tratadas fue superior a la
del control (mas claras), luego de 7 dias de almacenamiento. El mayor L* se obtuvo para las

muestras tratadas a 50°C por 20 minutos.
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Efecto sobre da*, 0b*, 0Can*y Ohap

Los modelos obtenidos para los porcentajes de da*, ob*, 0Cap* y Ohap no presentaron
falta de ajuste (Pfalta de ajuste> 0,05) y todos ellos explicaron mds del 75% de la variabilidad de los
datos. Ninguno de los modelos presenté términos significativos, por lo que los pardmetros a*,
b*, Ca* y hap de ‘Eva’, luego de 7 dias, no fueron significativamente distintos entre
tratamientos. Luego de 7 dias a 1,5°C, los pardmetros a*, b* y Cap™ de las manzanas tratadas
fueron inferiores a los mismos pardmetros de las manzanas control (22, 4 y 4%, en promedio,
respectivamente), mientras que el pardmetro ha, de las manzanas tratadas fue, en promedio, 1%
mayor que el del control. Estos resultados implican, que durante el almacenamiento, las
manzanas tratadas sufren un menor desarrollo de pardeamiento enzimdtico que las manzanas

control, ya que presentan un color de pulpa menos rojizo y menos intenso.

3.2.44. Manzanas variedad ‘Princesa’
En la Tabla 3.26 se presenta el disefio factorial utilizado y los resultados experimentales
correspondientes al porcentaje de retencion de firmeza (%RF) y polifenoles (%RPT) de

manzanas variedad ‘Princesa’, a los 7 dias de almacenamiento a 1,5°C.

Tabla 3.26. Resultados experimentales del disefio factorial para el porcentaje de retencion de
firmeza y polifenoles de manzanas ‘Princesa’, a los 7 dias.

_ Variables Respuestas
N° independientes
Ensayo ((:1;:) (n:in) %RF  %RPT
1 40 20 87,0 66,4
) 50 90 570 1114
; 45 55 873 785
A 40 90 942 870
5 40 55905 626
§ 45 9 807 818
; 45 55 943 741
" 45 55 997 908
9 50 55 100,8 90,1
0 45 20 92 671
. 50 20 924 748
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En la Tabla 3.27 se presenta el ANOVA obtenido para las respuestas porcentaje de

retencion de firmeza y de polifenoles.

Tabla 3.27. Andlisis de varianza de los resultados experimentales de los porcentajes de
retencion de firmeza y polifenoles de manzanas variedad ‘Princesa’.

Suma de cuadrados

Fuente de variacion G.L.

% RF % RPT
X1 (T) 1 77,11 603,62
X2 (t) 1 362,67 861,77
X;? 1 22,04 26,82
X1.X2 1 450,97 63,64
Xo? 1 189,20 4,41
Falta de ajuste 3 287,42 252,37
Error puro 2 38,38 148,86
Coef. Determinacion (R?) 76% 80%

G.L: grados de libertad; * p<0,05; ** p<0,01 *** p<0,001.
Efecto sobre la firmeza
El modelo para la retencion de firmeza de ‘Princesa’ a los 7 dias de almacenada (praita de
ajuste= 0,5011), explicé el 76% de la variabilidad de los datos. Sin embargo, ninguno de sus

términos fue significativo (p>0,05).

Al dia 7, las manzanas control ‘Princesa’ presentaron una firmeza de 70,9 N, mientras

que las tratadas promediaron 63,4 N (11% menor).

¢ Efecto sobre los polifenoles

El andlisis de varianza (Tabla 3.27) revel6 que, si bien el modelo para la retencion de
polifenoles no presenté falta de ajuste y obtuvo un R? del 80%, ninguno de sus términos fue
significativo (p>0,05). El porcentaje de retencion de polifenoles promedio a los 7 dias fue del
80%, por lo que al final del almacenamiento las manzanas ‘Princesa’ tratadas presentaron un
contenido de polifenoles totales 20% inferior que aquellas que no habian sido sometidas a los

tratamientos térmicos.

¢ Efecto sobre el color
En la Tabla 3.28 se presentan los resultados obtenidos para los porcentajes de cambio
de OL*, Oa*, ob*, OCap™ y Ohap para las manzanas ‘Princesa’ almacenadas durante 7 dias y en la

Tabla 3.29 el ANOVA obtenido para dichas respuestas.
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Tabla 3.28. Resultados experimentales del disefio factorial de los cambios porcentuales para
los parametros instrumentales de color de manzanas ‘Princesa’.

Variab.les Respuestas

N° Independientes
ensayo (Of:) (mtin) oL oa* ob* OCav* Ohab
1 40 20 -1,2 35,6 0,2 0,5 -2,2
2 50 90 -7,1 143,8 11,6 13,7 -7,6
3 45 55 -0,3 52,1 -0,2 0,0 -2,9
4 40 90 -0,4 21,9 3,2 33 -1,1
5 40 55 -0,3 7,0 2.9 3,0 -0,3
6 45 90 -3,9 56,3 11,5 12,0 2,4
7 45 55 1,1 42,2 -0,5 -0,1 -2,6
8 45 55 1,1 19,2 -32 -3,4 -1,1
9 50 55 -0,4 54,6 0,8 1,3 -3,2
10 45 20 -0,4 22,1 1,3 1,5 -1,3
11 50 20 -0,8 50,7 4,0 4,5 2,7

Tabla 3.29. Andlisis de varianza de los resultados experimentales de los cambios
porcentuales en los parametros instrumentales de color de manzanas ‘Princesa’.

Fuente de variacion

G.L.

Suma de cuadrados

OL* o0a* ob* 0Cab* Ohab
X1 (D) 1 7,02 5673,33* 17,23 26,70  16,46*
X2 (t) 1 13,23* 2150,92 72,19% 84,21* 4,14
X,? 1 0,80 214,85 0,90 2,13 0,86
X1.X2 1 12,22 2851,50 5,39 10,12 8,82
X2? 1 14,52* 785,63  68,52*%  76,59* 1,28
Falta de ajuste 3 3,72 757,86 45,18 45,25 2,96
Error puro 2 1,42 568,72 5,48 7,65 1,75
Coef. Determinacién (R?) 90% 90% 77% 80% 87%

G.L: grados de libertad; * p<0,05; ** p<0,01 *** p<0,001.
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Efecto sobre OL*
El modelo obtenido para el porcentaje de retencion de luminosidad no present6 falta de

ajuste (Pralta de ajuste= 0,384 1) y explico el 90% de la variabilidad de los datos.

Se encontré que OL* tiene una dependencia cuadrdtica con el tiempo de calentamiento,
y que la mayor luminosidad se obtiene para tiempos de calentamiento entre 20-60 min, para
cualquier temperatura dentro del rango ensayado. Ademds se puede observar que a bajos
tiempos la temperatura no influye, pero para altos tiempo de tratamientos, OL* disminuye (la

muestra tratada se oscurece) a medida que aumenta la temperatura (Figura 3.33).

L

-10.0--8.0
Em -8.0-6.0

-6.0--4.0
-4.0-2.0
-2.0-0.0

. 0.0-2.0

o

S

0 2 a4 45 g5 O Tiempo (min)

Temperatura (°C)

Figura 3.33. Superficie de respuesta obtenida para OL* de manzanas ‘Princesa’, a los 7 dias a
1,5°C.

En la Ecuacién 3.16 se presenta el modelo reducido obtenido para OL* de ‘Princesa’ a

los 7 dias de almacenamiento.

%0L* = -28,43 + 0,55*T + 0,64*t — 0,010%T*t - 0,0021%*t> Ecuacion 3.16

En la Tabla 3.28, se observa que practicamente todos los OL* fueron negativos, por lo

que las muestras tratadas eran mds oscuras que las control, a los 7 dias.

Efecto sobre da*

El modelo para da* no presento6 falta de ajuste (pfaita de ajuse= 0,5682) y explicé el 90%
de la variabilidad de los datos. El tnico factor significativo fue la temperatura y se encontro
que 0a* aumentaba con la temperatura (Figura 3.34), lo que implica que a mayor temperatura

mayor el tono rojo de las muestras tratadas.
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A:Temperatura /= -+
. -
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B:Tiempo

BB

AA

Efecto estandarizado

Figura 3.34. Diagrama de Pareto estandarizado para 0a* de manzanas ‘Princesa’, a los 7 dias
a 1,5°C.

El modelo reducido obtenido para da* se presenta en la Ecuacién 3.17.

oa* = -230,80 + 6,15*T Ecuacion 3.17

Efecto sobre ob* y 0Cap*

Fue posible ajustar modelos para ob* (pfaita de ajuste= 0,1578) y OCab* (Ptalta de ajuste=
0,2089), que explicaron el 77 y 80% de la variabilidad de los datos, respectivamente (Tabla
3.29). Ambos pardmetros presentaron una dependencia cuadriatica con el tiempo de
calentamiento (Figuras 3.35 y 3.36). Para ambos pardmetros se observa un minimo (color
menos intenso de las muestras tratadas) a tiempos de aproximadamente 20-60 minutos,

coincidentemente con la region en que se encuentran las muestras mds claras (mayor L*).

%db

18 = 2.0-3.0

14 . 30-80
o o F 8.0-13.0
8 : 13.0-18.0
T NN SIS A AT T/

e Y ¥ —

2 Jé‘-"é?:?:r:-~ - e ~ 100
eSS S 80
> &
R — 20 40

40 42 44 46 48 50 © Tiempo (min)
Temperatura (°C)

Figura 3.35. Superficie de respuesta obtenida para ob* de manzanas ‘Princesa’, a los
7 dias a 1,5°C.
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Figura 3.36. Superficie de respuesta obtenida para 0Ca»* de manzanas ‘Princesa’, a
los 7 dias a 1,5°C.

Los modelos reducidos para ob* y 0Cap* se presentan en las Ecuaciones 3.18 y 3.19,
respectivamente.
%0b* = 7,72 - 0,38%t + 0,0044%> Ecuacién 3.18
%0Cab* = 8,46 - 0,41%t + 0,0047*¢* Ecuaci6n 3.19
Efecto sobre hap
El modelo ajustado para oha, de ‘Princesa’ a los 7 dias, presentd un R? de 87% vy, de
acuerdo al andlisis de varianza realizado (Tabla 3.29), el tnico factor significativo fue la
temperatura. Se encontr6 que los cambios relativos del angulo de tono de ‘Princesa’ a los 7 dias
tiene una relacion lineal negativa con la temperatura (Figura 3.37). Como se observa en la Tabla
3.28, los Ohap obtenidos para todos los tratamientos térmicos fueron negativos, por lo tanto todos

los tratamientos térmicos redujeron el dngulo de tono (tonos mas rojizos).
En la Ecuacién 3.20 se presenta el modelo reducido obtenido para Chap.

Ohap = 12,43 - 0,33*T Ecuacién 3.20

I -
|
|
o

Efecto estandarizado

Figura 3.37. Grifica de efectos principales para cha, de manzanas ‘Princesa’, a los 7 dias a
1,5°C.
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3.2.4.5. Analisis de los resultados obtenidos sobre las muestras tratadas térmicamente,
minimamente procesadas y almacenadas durante 7 dias

Las tres variedades de manzana estudiadas presentaron distintos comportamientos luego
de ser tratadas térmicamente, minimamente procesadas luego de 24 h de tratadas térmicamente

y almacenadas a 1,5°C durante 7 dias.

En el caso de ‘Caricia’ y ‘Princesa’, los tratamientos térmicos no incrementaron la
firmeza, redujeron el pardeamiento enzimdtico ni aumentaron el contenido de polifenoles
totales. En las muestras de ‘Caricia’, se observaron incrementos en la firmeza (%RF>100) s6lo
para muestras tratadas a 40-45°C por 20-55 min, un contenido de polifenoles totales promedio
para todos los tratamientos un 15% menor que el control, y no se detecté cambio en el color.
Por su parte, las manzanas ‘Princesa’ tratadas térmicamente promediaron una firmeza y un
contenido de polifenoles 11 y 20% menores que las muestras control, respectivamente. A su

vez, los tratamientos térmicos provocaron un oscurecimiento en las muestras superior al control.

Por otro lado, observando los resultados obtenidos para ‘Eva’ luego de 7 dias de
almacenamiento a 1,5°C se puede concluir que los tratamientos térmicos aumentaron el
contenido de polifenoles totales y redujeron el pardeamiento de la pulpa. Los factores
temperatura y tiempo de calentamiento no fueron significativos en la retencion de firmeza y
polifenoles totales, sin embargo, las muestras ‘Eva’ tratadas promediaron una firmeza 16%
inferior que el control y un contenido de polifenoles 70% mayor que el control. Por otro lado,
todos los OL* obtenidos fueron positivos (la luminosidad de todas las muestras tratadas fue
mayor que las control) y las manzanas tratadas presentaron colores menos rojos € intensos que
las control. Los mayores valores de %RF, %PT y OL* asi como el menor da* de ‘Eva’ a los 7
dias de almacenamiento, se obtienen para aquellas manzanas tratadas a altas temperaturas
(aproximadamente 50°C) durante tiempos intermedios de calentamiento (30 a 40 minutos). No
se obtuvieron las condiciones de temperatura y tiempo de calentamiento Sptimas para la

variedad ‘Eva’, ya que los modelos obtenidos no presentaron términos significativos.

Los resultados obtenidos son similares a los publicados por Kim et al. (1993), quienes
aplicaron tratamientos térmicos a 11 variedades de manzana y luego de 24 horas a 2°C las
pelaron, descorazonaron, cortaron y almacenaron durante 8 dias a 2°C. Los autores reportaron
diferencias entre la susceptibilidad de las variedades al pardeamiento por el calor y concluyeron
que los tratamientos a 45°C generaban segmentos de manzana con menos pardeamiento y

textura mds firme que aquellas no tratadas. De acuerdo a Kim et al. (1993) la reduccion en el
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pardeamiento puede deberse a que el agua utilizada durante el tratamiento térmico retardé el
intercambio de gases, resultando en una deficiencia de oxigeno y acumulacion de didxido de

carbono.

Abreu et al. (2003) aplicaron tratamientos térmicos a peras enteras, que luego de
mantener 24 horas a 2°C, pelaron, descorazonaron y cortaron en cuartos y almacenaron durante
7 dias a 2°C. Estos autores concluyeron que la aplicacion de tratamientos entre 35 y 45°C
durante 40 a 150 minutos a peras ‘Rocha’ redujo o mantuvo el pardeamiento en la superficie
cortada y aument6 la firmeza de las peras, al dia 0 y, luego de 7 dias a 2°C, se mantuvo el color
de las peras, aunque la firmeza se redujo. Abreu et al. (2003) sugirieron que una reduccién en
la actividad enzimdtica de la polifenol oxidasa, enzima clave en la reaccién de pardeamiento
enzimatico y no muy estable a temperaturas superiores a 40°C (Garcia y Barrett, 2002), podria

ser responsable por la reduccion del oscurecimiento de la pulpa.

Koukoukaras et al. (2008) estudiaron la aplicacién de tratamientos térmicos a duraznos
y concluyeron que someter a los duraznos enteros a un tratamiento a 50°C durante 10 minutos,
4 horas antes de cortarlos, control6 el pardeamiento, mantuvo la firmeza y extendi6 la vida ttil

de los segmentos de durazno.

Alegria et al. (2012) obtuvieron contenidos de polifenoles totales superiores en
zanahorias tratadas a 100°C durante 45 segundos que en aquellas sin tratar, luego de 7 dias a
5°C y explicaron esta acumulacién de compuestos bioactivos por la activaciéon de la via

fenilpropanoide inducida por el dafio.
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3.3. APLICACION DE TRATAMIENTOS QUIMICOS A MANZANAS FRESCAS
CORTADAS

Se evalud la utilizacién de infusiones de yerba mate como inhibidor del pardeamiento
enzimdtico en manzanas frescas cortadas, en forma individual y combinada con 4cidos citrico
y ascOrbico, compuestos habitualmente utilizados en la industria de las frutas minimamente

procesadas.

La incorporacion de infusiones de YM a las soluciones aplicadas durante el
procesamiento de manzanas frescas cortadas se propone por ser un extracto de origen natural
con actividad antioxidante, que ejerce a través de su alto contenido de polifenoles, inhibiendo
las reacciones de pardeamiento enzimadtico, asi como por el simultdneo incremento que pueden
producir en el potencial saludable de estos productos.

3.3.1. Propiedades de la infusion de yerba mate para su utilizacion como antioxidante
natural en manzanas frescas cortadas

El alto contenido de polifenoles y capacidad antioxidante del “mate” (Heck y Mejia,
2007) lo convierten en un posible candidato para inhibir el desarrollo de pardeamiento
enzimadtico en frutas frescas cortadas. Martin et al. (2010) aplicaron infusiones de yerba mate
al 1 y 2% (m/v) a extractos de la enzima PPO de manzanas variedad ‘Princesa’ y concluyeron
que los extractos de YM ejercen un efecto inhibitorio importante sobre la actividad de dicha
enzima. La infusién de YM presenta un color amarillo verdoso que podria trasladarse a la fruta,
por lo que resulta de interés estudiar su decoloracién con carbon activado. Sin embargo, la
decoloracién puede provocar una disminucién en la concentracion de polifenoles del extracto

y, por lo tanto, un descenso en su capacidad antioxidante.

Al aumentar la concentracién de las infusiones de yerba mate, su contenido de
polifenoles y capacidad antioxidante también aumenta (Figuras 3.38, 3.39, 3.40), pero
simultdneamente aumenta la intensidad del color (Figura 3.41). Se observé que, a partir de una
concentracion de 2%, las infusiones de YM podrian modificar el color natural de la pulpa de
manzana. Por lo tanto, se estudi6 el efecto de la decoloracion de las infusiones de YM con

carbon activado (CA).
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Figura 3.38. Contenido de polifenoles totales de infusiones de yerba mate (YM).
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Figura 3.39. Capacidad antioxidante de las infusiones de yerba mate (YM), por el método del
radical DPPH*.
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Figura 3.40. Capacidad antioxidante de las infusiones de yerba mate (YM), por el método de

FRAP.
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Figura 3.41. Parametro de color Croma (Cap*) de las infusiones de yerba mate (YM).

3.3.1.1. Efecto de la concentracion de YM y concentracion de carbén activado

Se evaluaron las propiedades de infusiones de yerba mate (YM) de concentraciones 2,0;
3,0 y 4,0%, decoloradas con ocho niveles de carbén activado (CA): 0,0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,6;
0,8 y 1,0%. En la Tabla 3.30 se presentan los valores de pH y sélidos solubles de las infusiones

sin decolorar.
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Tabla 3.30. pH y s6lidos solubles de las infusiones de yerba mate (YM).

Sélidos solubles

%YM pH (°Brix)
2,0 6,1 0,4
3,0 5.8 0.8
4,0 5,6 1,2

¢ Color

La Tabla 3.31 presenta los resultados de color obtenidos para las infusiones preparadas
con 2,0% de YM. Excepto en el caso de los extractos con 0,1 y 0,2% de CA, donde no se
detectaron diferencias significativas, se observa que al aumentar la concentraciéon de CA
aumenta la luminosidad (L*), y por lo tanto las infusiones se van aclarando. No existe diferencia
significativa entre los valores de a* (tono rojo) de las infusiones con 0 y 0,1% de CA, y éstas a
su vez presentan el mayor valor de a*, aunque los resultados obtenidos para todas las muestras
fueron muy bajos. No existe diferencia significativa entre los valores de b* (tono amarillo) de

las infusiones con 0,8 y 1,0% de CA. b* aumenta al disminuir el porcentaje de CA utilizado.

Tabla 3.31. Color de las infusiones de 2% de yerba mate (YM) decoloradas con carb6n
activado (CA).

CA

(%) L* a* b* Cap* han

0,0 (36,72+0,66)* (1,61+0,08)° (26,99 +0,33)¢ (27,04 +0,34)2 (85,89 +0,16)°
0,1 (37,78+0,24)° (1,54+0,05° (21,44 +0,13)" (21,49 +0,12)" (86,58 +0,13)°
02 (38,19+0.27)° (0,47+0,15)* (16,42 +0,38)° (16,42+0,38)° (88,36 +0,49)
0,3 (40,05+0,09° (0,32+0,02)* (13,42+0,08)¢ (13,42+0,08)¢ (88,61 +0,09)4¢
0,4 (41,310,15% (0,37 £0,04)* (10,66 +0,03)° (10,66 +0,03)° (89,51 +0,17)°
0,6 (42,66+0,47)° (0,41+0,03)* (5,78+0,12)> (5,79 +0,13)® (85,97 +0,19)°
0,8 (44,44+0,12) (0,38+0,03)* (4,23+0,06)* (4,25+0,06)* (84,85 +0,41)°
1,0 (4546+023)¢ (0,50 +0,06)* (4,33+0,14)* (4,36 +0,15)* (83,39 +0,71)

Promedios + desviacion estdndar. Letras distintas entre filas indican diferencia significativa (p<0,05, test de
Tukey).

El pardmetro Cap* (croma) representa la intensidad del color y presenté el mismo
comportamiento que b*. En cuanto al dngulo de tono (ha), €l menor valor se detecté en la

solucién con mayor concentracién de CA, pero en general se puede decir que todas las muestras
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presentaron un color muy cercano al amarillo puro (ha = 90°) y la intensidad (Cap™*) y claridad

(L*) de su color se redujo con el aumento de la concentracion de CA (Tabla 3.31).

En las Tablas 3.32 y 3.33 se presentan los resultados de color obtenidos para las
infusiones de 3,0 y 4,0% de YM, respectivamente. L* se mantiene constante en las infusiones
con 0 a 0,2% de CA para los extractos de 3,0% de YM y con 0 a 0,3% de CA para aquellos de
4,0% de YM (Figura 3.43). En el caso del pardmetro a*, se obtuvieron valores decrecientes al
aumentar el nivel de CA para un 4,0% de YM, mientras que para la concentracion de 3,0% si
bien el comportamiento no acompafié los cambios de concentracién de CA, los resultados
obtenidos fueron tan bajos que tienen poca influencia en el color global de los extractos. Para
ambos niveles de YM, b* y Cap* se comportaron igual y, en general, aumentaron al disminuir
el porcentaje de CA (Figura 3.44). Por tltimo, hap, presentd valores cercanos a 90° (amarillo

puro) tanto para infusiones con 3,0 como con 4,0% de YM.

Tabla 3.32. Color de las infusiones de 3% de yerba mate (YM) decoloradas con carb6n
activado (CA).

((fyf) L* a* b Can* hab

0,0 (37,32+0,40)* (1,48 +0,05° (27,68 +0,23)" (27,72 +0,23)" (86,94 +0,11)°
0,1 (38,17+041)* (0,88+0,03)¢ (21,57 +0,12)¢ (21,57 £0,12)¢ (87,65 + 0,08)°
0,2 (38,04 +040)" (0,52+0,04)° (17,56+0,17)" (17,57 £0,17)" (88,32 +0,12)°
0,3 (39,44 £0,19° (0,28 +0,03)> (14,09 +0,05° (14,09 +0,05)° (89,06 +0,17)°
0,4 (40,83 +0,20)°® (0,04 £0,01)* (10,62 +0,08)¢ (10,62 +0,08)¢ (89,80 + 0,02)%¢
0,6 (43,68 +0,12)° (0,10 +0,06)* (6,88 +0,10° (6,88 +0,10)° (89,20 +0,51)
0,8 (44,66 £024)¢ (0,53 +0,03)° (4,76+0,08)° (4,79 +0,08)° (83,65 +0,25)?
1,0 (4535+0,50)° (0,39 +0,03)° (3,58+0,08)" (3,60+0,09)* (83,76 +0,34)

Promedios + desviacion estdndar. Letras distintas entre filas indican diferencia significativa (p<0,05, test de

Tukey).
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Tabla 3.33. Color de las infusiones de 4% yerba mate (YM) decoloradas con carbén activado

(CA).
((fyf) L+ a* b Can* hab
00 (481 £0677F (411£023° (134£034) 7 (31,60+036) (82,54 £037)
0,1 (3427+008° (297+0,03) (2800%0,13F (28,15%0,13F (83,95 +0,05)"
02 (3492+035° (2,55+0,090 (24,69%0.24F (24.82%0.25F (84,10+0,15)°
03 (469+0,177 (1,85+031)F (21.22+271)% (21302272 (85,05 +0,.28)"
04 (3618034 (0,860,060 (17,67= 1,83 (17,69 + 1,83F (87,20 +0,17)¢
06 (38884036 (0,00£0,100 (1224 +032)° (12242032 (90,03 £0,51)
08 (4132£026) (0,14+0,08° (556%0,14° (556+0,14)7 (88,59 +0,80)"
1,0 (43952024 (0,180,060 (6,13£0,060 (6,14+0,06)7 (88,28 +0,50)

Promedios + desviacion estdndar. Letras distintas entre filas indican diferencia significativa (p<0,05, test de

Tukey).

Comparando los resultados presentados en las Tablas 3.31, 3.32 y 3.33, se observa

claramente que, como se podia esperar, al aumentar la concentracién de YM se requiere un

nivel superior de CA para alcanzar un grado aceptable de decoloracién. Mientras que para una

concentracion de YM del 2,0%, se obtiene un color de infusion aceptable mediante la utilizacién

de 0,3% de CA, para un 3,0% de YM se requiere un 0,4% de CA y para 4,0% de YM es

necesario aplicar al menos, 0,6% de CA. El color de las infusiones con 2,0% de YM, con

distintas concentraciones de decolorante, puede observarse en la Figura 3.42.

Figura 3.42. Infusiones de 2,0% de yerba mate decoloradas con 0,0% a 1,0% de carb6n

activado.
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Figura 3.43. Variacion del pardmetro instrumental de color L* de infusiones de yerba mate
(YM) decoloradas con distintas concentraciones de carbén activado (CA).
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Figura 3.44. Variacion del pardmetro instrumental de color Cap* de infusiones de yerba mate
(YM) decoloradas con distintas concentraciones de carbén activado (CA).

¢ Compuestos polifendlicos totales
En la Tabla 3.34 se presenta el contenido de polifenoles totales de las distintas
infusiones, en funcién de la concentracién de CA. Los extractos sin decolorar presentan un alto
contenido de polifenoles (109,36; 140,82 y 194,38 mg AGE/100 mL para 2,0; 3,0 y 4,0% de
YM, respectivamente). Bravo et al. (2007) determinaron el contenido de polifenoles totales en
infusiones de tres YM comerciales diferentes, con una concentraciéon del 1% y obtuvieron
resultados que variaron entre 72,90 y 76,00 mg AGE/100 mL. Rodriguez Vaquero et al. (2010)
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también estudiaron el contenido de polifenoles en Ilex paraguariensis obtenida en farmacia y
obtuvieron un contenido de 92,5 mg AGE/100 mL, para una concentracion de 0,8%. Por otro
lado, Chandra y Gonzdlez de Mejia (2004) también determinaron el contenido total de
polifenoles del mate, obteniendo resultados similares a los aqui presentados. En general, las
concentraciones de polifenoles reportadas son del mismo orden a los obtenidos en el presente
trabajo. Sin embargo, es necesario tener en cuenta que existen muchos factores que influyen en
la composicion quimica de la YM, entre los que se destacan el contenido de palos y de polvo,
el proceso industrial aplicado para la obtencién de la YM comercial y el método de preparacion
del extracto (Dellacassa y Bandoni, 2001).

Tabla 3.34. Contenido de polifenoles totales (mg AGE/100 mL) de infusiones de yerba mate
decoloradas con carbén activado.

;i‘il;’l:z;:) Yerba Mate (%)

(%) 2,0 3,0 4,0

0,0 (109,36 +3,48)¢ (140,82 +£2,58)8 (194,38 +£2,12)"
0,1 (89,27 + 1,26)f (111,95 +5.24)" (171,61 £2,09)2
0,2 (66,42 + 1,10)° (88,25 +1,06)° (146,81 +2,95)
0,3 (47,82 + 4,84)¢ (71,030,394 (111,84 +2,14)°
0,4 (35,59 £ 0,27)° (53,81 £ 0,83)° (9591 +5,57)¢
0,6 (9,89 +0,03)° (22,93 +1,02)° (53,81 £2,95)°
0,8 (3,32 £ 0,09)? (5,91 £0,18)? (26,29 + 1,63)°
1,0 (1,57 £0,01)? (2,90 + 0,22)? (13,22 +0,56)?

Promedios + desviacién estindar. Letras distintas entre filas indican diferencia
significativa (p<0,05, test de Tukey).

En todos los casos, la concentracion de polifenoles disminuye con la concentracién de
CA. En el caso de las infusiones de 2,0 y 3,0% de YM, a partir de 0,8% de CA, no se detecta
diferencia significativa en el contenido polifendlico (Figura 3.45). Rodriguez Vaquero et al.
(2010) también determinaron el contenido de polifenoles en una infusién de 0,8% de YM (m/v)
sin decolorar y decolorada con 3% (m/v) de CA y detectaron un fuerte descenso en el contenido

de polifenoles, obteniéndose concentraciones de 92,5 y 0,6 mg AGE/100 mL, respectivamente.
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Figura 3.45. Variacion del contenido de polifenoles totales de infusiones de yerba mate (YM)
decolorados con distintas concentraciones de carbén activado (CA).

¢ Actividad antioxidante

La capacidad antioxidante de las infusiones de yerba mate se determind por dos

métodos, el de la reaccion con el radical DPPH* y FRAP (Tabla 3.35 y 3.36).

Tabla 3.35. Actividad antioxidante determinada por el método del radical DPPH* (mg
AAe/100 mL) para infusiones de yerba mate decolorada con carbdn activado.

ii‘il;’l:’:;:) Yerba Mate (%)

(%) 2,0 3,0 4,0

0,0 (205,88 + 6,79) (268,41 £ 5,58)¢ (323,05 £ 5,27)%
0,1 (143,72 £2.97)° (205,71 £1,87)" (307,08 + 10,00)¢
0,2 (108,62 £0,86)! (165,26 +£10,54)° (226,04 + 1,64)"
0,3 (86,60 £ 3,21)¢ (125,30 + 0,02)¢ (197,26 + 1,46)°
0,4 (55,04 £ 1,91)° (85,33 £5,41)° (145,46 + 3,84)¢
0,6 (10,78 £ 0,15)* (29,42 + 1,22)° (103,69 + 1,47)°
0,8 (3,28 £0,36)* (7,74 £2,25)* (45,41 £0,53)°

1,0 (1,18 £0,01? (2,16 £0,62)* (18,77 £ 0,13)*

Promedios + desviacion estandar. Letras distintas entre filas indican diferencia
significativa (p<0,05, test de Tukey).

Los extractos de YM sin decolorar presentaron actividades antioxidantes muy altas, que

fueron decreciendo al aumentar el grado de decoloracion (Figuras 3.46 y 3.47). En las

infusiones con 2,0% de YM, la capacidad antioxidante determinada por DPPH* desciende al ir
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aumentando el nivel de CA hasta una concentraciéon de 0,6% CA, a partir de la cual, la actividad
antioxidante se mantiene constante. Al determinarla por el método de FRAP se encontré que la
actividad antioxidante es siempre descendiente con la concentracién de CA, salvo para 0,6-
0,8% y 0,8-1,0% donde no se detectaron diferencias significativas (p>0,05). La capacidad
antioxidante de los extractos con 3,0% de YM desciende al aumentar la concentracion de CA
hasta 0,8% y luego se mantiene constante, para ambos métodos de andlisis. En los extractos con
4,0% de YM, la capacidad antioxidante determinada por DPPH* desciende conforme la
concentracion de CA aumenta hasta 1,0%, mientras que al determinarla por FRAP disminuye

hasta 0,8% y no se detectan diferencias significativas entre 0,8 y 1,0%.

350
300
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200 2,0% ¥YM

150 ——3,0%YM

AEAL
(mgAA/100mL)

100 =4, 0% YM
50

0

T

0 02 04 0B 08 1 1.2
Concentracion CA (%)

Figura 3.46. Variacion de la capacidad antioxidante de infusiones de yerba mate determinada
por el método del DPPH*, en funcién de la concentracion de carbon activado.
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Tabla 3.36. Actividad antioxidante determinada por el método de FRAP (umoles Fe/100 mL)
para infusiones de yerba mate decolorada con carbén activado.

Carboén

activado Yerba Mate (%)

(%) 2,0 3,0 4,0

0,0 (246,17 £ 11,82)¢ (347,90 + 13,59)¢ (479,43 + 17,89)2
0,1 (200,28 +2,07)" (275,70 £ 17,34)" (440,14 + 31,49)"
0,2 (143,40 + 1,66)° (216,45 £10,95)° (361,18 +2,06)
0,3 (119,71 £ 1,55)¢ (173,39 +4,43)¢ (302,65 + 4,23)4
0,4 (75,44 £031)° (130,33 £6,10)° (233,70 + 3,10)°
0,6 (20,88 +0,54)° (53,14 £2,13)° (139,79 + 1,00)°
0,8 (7,05 £0,15)*° (10,58 + 4,69)? (36,07 £ 1,13)*
1,0 (2,58 +£0,01) (3,04 +0,58)? (18,77 £ 0,13)

Promedios + desviacién estandar. Letras distintas entre filas indican diferencia
significativa (p<0,05, test de Tukey).
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Figura 3.47. Variacion de la capacidad antioxidante de infusiones de yerba mate determinada
por el método de FRAP, en funcion de la concentracion de carbén activado.

Ambos métodos (DPPH* y FRAP) presentaron una muy buena correlacion entre ellos,

obteniéndose un R= 0,96 (Tabla 3.37). Se encontré una excelente correlacion entre el contenido

de polifenoles totales y la actividad antioxidante determinada por los métodos de FRAP (R=

0,95) y del radical DPPH* (R= 0,99). En la Tabla 3.37 se presentan los coeficientes de

correlacién (R) entre polifenoles, capacidad antioxidante, y pardmetros de color para las

infusiones de yerba mate ensayadas. Estos resultados demuestran que la capacidad antioxidante

de las infusiones de YM se explica principalmente, por su contenido de compuestos
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polifendlicos. La actividad antioxidante de los fenoles se debe fundamentalmente a sus
propiedades redox, que les permiten actuar como agentes reductores, dadores de hidrégeno y
captadores de oxigeno singulete (Kdhkonen et al., 1999). Bravo et al. (2007) analizaron la
composicion fendlica de un extracto de yerba mate en 4cido clorhidrico, metanol y acetona y
detectaron 28 compuestos polifendlicos distintos. Del contenido fendlico total, el 80%
correspondia a 9 ésteres del 4cido hidroxicinamoil quinico y a glicésidos flavonoles. Bravo et
al. (2007) atribuyeron la alta actividad antioxidante del mate a los derivados del &cido
hidroxicindmico por ser sus constituyentes fendlicos principales, ya que, a pesar de que los
flavonoides son fuertes antioxidantes, se encuentran en concentraciones relativamente bajas.
3.3.1.2. Relacion entre color, contenido de polifenoles y actividad antioxidante de las

infusiones de yerba mate

En la Tabla 3.37 se presentan los coeficientes de correlacion de Pearson entre color,
contenido polifendlico y capacidad antioxidante de las infusiones. Todas las correlaciones
fueron altamente significativas (p<0,001). La luminosidad present6 una correlacién negativa
con el contenido de polifenoles (R = -0,94) y la actividad antioxidante por DPPH (R =-0,93) y
FRAP (R= -0,85), lo que se condice con que conforme aumenta la concentracién de CA
utilizada para la decoloracidn, la infusién se va aclarando pero va perdiendo polifenoles y, por

lo tanto, actividad antioxidante.

Tabla 3.37. Cocficientes de correlacién de Pearson (R) entre los diferentes atributos
estudiados de las infusiones de yerba mate.

PT AEAC FRAP L* Cap*
PT _
AEAC 0,99 —
FRAP 0,95 0,967+ —
L* -0,94%x -0,93%x* -0,85%#:%* —
Cap* 0,97 0,98 0,927 -0,94%*

PT: polifenoles totales (mg AGE/100g), AEAC: capacidad antioxidante por el método del radical DPPH* (mg
AAe/100g), FRAP: capacidad antioxidante por el método de FRAP (umoles Fe/100g).
NS: no significativo, *: significativo p<0,05, **: significativo p<0,01, ***: significativo p<0,001.
Como se dijo anteriormente, las infusiones con 2,0; 3,0 y 4,0% de YM requieren como
minimo un 0,3; 0,4 y 0,6% de CA para obtener una decoloracién apreciable, respectivamente.

A suvez, enel caso del 2,0% de YM la aplicacién de una concentracion de CA superior al 0,3%

genera una mayor pérdida de polifenoles, y por lo tanto de actividad antioxidante, y lo mismo
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ocurre en el caso de los extractos con 3,0 y 4,0% de YM, si el nivel de CA supera el 0,4 y 0,6%,
respectivamente.
3.3.1.3. Modelado de la variaciéon de color, contenido de polifenoles y capacidad
antioxidante de las infusiones de yerba mate
La variacion de los distintos pardmetros estudiados de las infusiones de YM aqui en
funcion de la concentracién de carbon activado se ajusta a un modelo de primer orden (n=1)

que sigue la Ecuacién 2.14, tal como se indic6 en la seccion 2.3.1.3.

En la Tabla 3.38 se presentan los valores de las constantes de variacion de los parametros
estudiados y los coeficiente de determinacién (R?) obtenidos. Como se puede observar, el ajuste
fue muy bueno en todos los casos (R*>>0,96). Las constantes de cambio para 2,0 y 3,0% de YM
son mayores, y similares entre si, que para4%. Las constantes de polifenoles totales y actividad
antioxidante determinada por ambos métodos analiticos, son mds altas que las obtenidas para
el color. Por lo tanto se puede inferir que la aplicacién de concentraciones crecientes de CA
tiene un efecto mayor sobre los compuestos bioactivos que sobre el color de las infusiones.

Tabla 3.38. Constantes de variacidn de los parametros estudiados en infusiones de yerba mate
(YM) en funcién de la concentracion de carbon activado (CA).

Yerba
Mate Kpolit Kppph: KFRAP K= Kcab*
(% )
20 452 5,42 4,77 0,22 2,39
(R>=0,98) (R?=0,98) (R?=0,98) (R*=0,97) (R?=0,99)
3.0 4,04 4,88 4,89 0,21 2,37
(R>=0,97) (R?>=0,97) (R?=0,97) (R?*=0,96) (R?=0,99)
0 2,73 2.80 2,66 0,25 1,67
’ (R?=0,98) (R’=0,96) (R?=0,98) (R’=0,97) (R*=0,99)
[kil: (%)

El hecho de que las constantes de cambio de polifenoles y actividad antioxidante
obtenidas sean mayores que las de cambio de color (Tabla 3.38), indican que la decoloracién
es mds efectiva en la pérdida de compuestos bioactivos que en la decoloracion de la infusion.
Por lo tanto, se decide estudiar la aplicaciéon a manzanas frescas cortadas, de infusiones de yerba
mate sin decolorar, para aprovechar su mixima concentracion de polifenoles y capacidad

antioxidante.
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3.3.2. Evaluacion preliminar del efecto de diferentes tratamientos antioxidantes

Se realizé una evaluacién preliminar del efecto de la aplicaciéon de tratamientos con
infusiones de yerba mate, sola o en combinacién con 4cido citrico y 4cido ascérbico, sobre los
compuestos bioactivos, capacidad antioxidante, calidad sensorial y cambios en el color de
manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas. Ademas, se determiné un rango de concentraciones
de yerba mate, sola o combinada con 4cido citrico y ascorbico, apropiado para su aplicacién a

manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas.

3.3.2.1. Caracterizacion de las soluciones antioxidantes aplicadas

Las manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas se prepararon de acuerdo a lo descripto
en la seccion 2.3.2.1 del capitulo Materiales y Métodos, y fueron sometidas a distintos
tratamientos antioxidantes. En la Tabla 3.39 se presentan las soluciones aplicadas y sus valores

de pH y s6lidos solubles.

Tabla 3.39. pH y s6lidos solubles de los tratamientos aplicados a manzanas ‘Granny Smith’
frescas cortadas.

i Sélidos
Tratamiento Cm Cac Cia H solubles
(%) (%) (%) P

(°Brix)

T1 0 0 0 7,46 -

T2 4 0 0 5,60 1,2
T3 2 0 0 6,05 0.4
T4 1 0 0 6,43 0,2
TS 0 1 1 2,15 1,7
T6 2 1 1 2,52 2,3
T7 1 1 1 2,33 2,0

Cym: concentracion yerba mate; Cic: concentracion dcido citrico; C4a: concentracion
acido ascorbico.

En la Tabla 3.39 se observa que el agregado de &cido (TS5, T6 y T7) genera una
disminucién del pH (aquellos con 4cidos citrico y ascorbico presentan un pH inferior) y que al
incorporar YM a los 4cidos se produce un ligero aumento del pH (pH TS < pH T7 < pH T6).
Las soluciones con mayor contenido de sélidos solubles son TS, T6 y T7, aquellas en las que

se encuentran presentes los dcidos citrico y ascérbico.

La actividad antioxidante obtenida por los métodos del DPPH* y FRAP de las

soluciones aplicadas se presenta en la Tabla 3.40.
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Tabla 3.40. Capacidad antioxidante (CAO) de las soluciones aplicadas a manzanas ‘Granny
Smith’ frescas cortadas.

Cwm  Cac Cia CAO por DPPH* CAO por FRAP

Tratamiento .\ ¢y (%) (mg AAe/I00mL)  (umoles Fe/100mL)

T1 0 0 0 - -

T2 4 0 0 (319,89 + 4,07)° (474,25 + 19,15)°
T3 2 0 0 (195,10 + 1,48)* (242,82 +5.21)°
T4 1 0 0 (101,26 % 1,90) (121,12 + 3,74)
T5 0 1 1 (932,98 +24,67) (743,18 + 1,03)¢
T6 2 1 1 (1570,64 £27,81)¢  (1467,20 £ 0,59)°
T7 1 1 1 (1329,40 + 104,48)Y (941,71 £2,71)¢

Cym: concentracién yerba mate; C4ic: concentracidon dcido citrico; Cia: concentracion dcido
ascorbico. Promedios (n=3) + desviacion estandar. Letras distintas entre filas indican diferencia
significativa (p<0,05, test de Tukey) entre tratamientos.

Comparando las soluciones T2 a T7, el tratamiento T6 2% YM+1%AC+1%AA)
presentd la mayor actividad antioxidante determinada tanto por el método del radical DPPH*
como por el método de FRAP. En contraposicidn, T4 (1% YM) present6 el nivel més bajo de
capacidad antioxidante.
3.3.2.2. Efecto de los tratamientos antioxidantes sobre manzanas ‘Granny Smith’

frescas cortadas
¢ pH y sdlidos solubles

Todos los tratamientos con YM y/o AC y AA aplicados a manzanas ‘Granny Smith’
frescas cortadas redujeron significativamente el pH de las muestras (p<0,05), excepto para T1
(agua) y T4 (1% YM). Los tratamientos aplicados no modificaron significativamente el
contenido de sélidos solubles de las manzanas (p>0,05), obteniéndose valores de entre 11,1 y

11,8°Brix (Tabla 3.41).
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Tabla 3.41. pH y sdlidos solubles de manzanas.

Muestra ?‘;ol;[ ?,2 g ?,2 1; pH sso(;zgl(:ess
(°Brix)

TO (MP) - - - (3,65+0,11)> (11,8 +0,1)?
T1 0 0 0 (3,45 £ 0,05  (11,2+0,2)
T2 4 0 0 (3,40 +£0,01)* (11,4 +0,4)?
T3 2 0 0 (3,42 +0,06)* (11,3 +0,6)*
T4 1 0 0  (347+0,05* (11,3+0,7)
T5 0 1 1 (3,39 +£0,10* (11,1 +0,3)®
T6 2 1 1 (3,30 £0,05)*  (11,2+0,5)?

T7 1 1 1 (3,39 £0,10)* (11,7+0,7)*

Promedios + desviacién estdndar. Letras distintas entre filas indican diferencia significativa (p<0,05,
test de Tukey) entre tratamientos.

¢ Color

El desarrollo de pardeamiento enzimdtico en manzanas produce un cambio de color de
la pulpa que puede representarse a través de los pardmetros instrumentales de color. El
pardeamiento produce una disminucién de L* y hab, y un aumento de a*, b* y Cap*, es decir el

color aumenta su intensidad, se oscurece y aumenta el tono rojizo (Piagentini et al. 2012).

Una vez finalizado el procesamiento de las manzanas, éstas se mantuvieron a
temperatura ambiente, durante 180 minutos, midiéndose instrumentalmente el color cada 30
minutos. En la Tabla 3.42, se puede ver que las muestras T2 y T3 presentaron la menor
luminosidad (L*) a tiempo 0. Al cabo de los 180 minutos se observé un descenso del pardmetro
L* (oscurecimiento) en TO, T1, T2 y T3, mientras que en el resto de las muestras la luminosidad
se mantuvo durante ese periodo. Estos resultados indican que la aplicacién de YM sola, al 4 o
2%, favorece el oscurecimiento de las muestras. Por otro lado, al aplicar YM en combinacién

con AC y AA no se obtuvo un efecto negativo sobre el color.
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Tabla 3.42. Parametros instrumentales de color L*, Cap* y hap de manzanas frescas cortadas
luego de 0 y 180 min de tratadas.

L=* Cap* hab
Tratamiento

0 min 180 min 0 min 180 min 0 min 180 min
TO 76,49%8  73,598bA 19 13beA 93 70beB 97 74dB g ggbeA
T1 76,69°8  7534%¢A 157584 17,5088 9523%B 9 13¢dA
T2 74,328 70,754 20,1544 2323bB 91 783B g6 2234
T3 74,59*8 71,684 21,7544 244594 93253bB g7 34204
T4 76,274 7527544 19,11%¢A 2026304 94,73b¢B g1 370cA
TS 76,43%4 76,2654 17,66%%A 17,6344 96,0944 96,3194
T6 76,53%4 76,7654 16,9284 16,6454 96,2094 96,3944
T7 76,314 76,43%A  17,85%0A 17,5884 9628448 94 9pcdA

Para cada pardmetro, letras mindsculas distintas, dentro de una misma columna, indican diferencia significativa
(p<0,05, test de Tukey) entre tratamientos y letras mayusculas distintas, dentro de una misma fila, indican

diferencia significativa (p<0,05, prueba t de Student) entre tiempos.

T1, TS5, T6y T7 presentaron el menor valor de croma Cap™*, y el dngulo de tono (hab) mas

alto, a tiempo 0. Luego de 180 min, las muestras TO, T1 y T2 presentaron un aumento

significativo (p<0,05) en el Cawp*. Mientras que TS y T6 fueron los dnicos tratamientos que

mantuvieron el valor inicial de hyp al cabo de 180 minutos.

T0 T1

c,d,A c,A

Tratamiento

T2

T3 T4

a,b,c,A

B0 min

b,c,A a,A a,B

aA

T5

a,b,A

T7

H 180 min

Figura 3.48. Parametro instrumental de color a* de manzanas frescas cortadas.
Letras mindsculas distintas indican diferencia significativa (p<0,05, test de Tukey) entre tratamientos y letras
mayusculas distintas indican diferencia significativa (p<0,05, prueba t de Student) entre tiempos.
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Figura 3.49. Diferencia total de color (AE*4,) de manzanas frescas cortadas.
Letras distintas indican diferencia significativa (p<0,05, test de Tukey) entre tratamientos.

Piagentini et al. (2012) compararon el color de manzanas minimamente procesadas, de
variedad ‘Granny Smith’ y ‘Princesa’, tratadas con 1% AC + 1% AA y sin tratar y encontraron
que, para ambas variedades, las muestras tratadas quimicamente presentaron valores de L*

significativamente mads altos que aquellas sin tratar, luego de 15 dias a 2,5°C.

El aumento del valor absoluto del pardmetro a* indica mayor desarrollo de tono rojo,
cuando a*>0, y mayor tono verde si a*<0. En la Figura 3.48 se observa que, al cabo de los 180
minutos los tratamientos con 4 y 2% de YM (T2 y T3) provocan un cambio de color de verde

arojo. Por otra parte, T6 presenta la menor diferencia total de color (Figura 3.49).

La evaluacién del color a lo largo de 180 minutos mostré que las manzanas tratadas con
AC y AA solos 0 en combinacién con YM (T5, T6 y T7) no presentaron grandes variaciones

(Figura 3.49).

Terminado este tiempo, aquellas muestras que mantenian un buen color fueron
mantenidas en cdmara de refrigeracion a 1,5°C por 24 horas junto con la materia prima, para
evaluar el comportamiento de los pardmetros de color en un periodo més largo y a una menor
temperatura. En la Tabla 3.43 se presentan los resultados. A las 24 horas de almacenamiento
refrigerado T6 presento los valores mds altos de luminosidad y dngulo de tono, mientras que la
materia prima (TO) presenté los mayores valores de a*, b* y Cup*. Todas las muestras
presentaron aumentos y descensos significativos (p<0,05) en a* y hap, respectivamente. Por otro

lado, TS, T6 y T7 no presentaron cambios significativos (p>0,05) en los pardmetros L*, b* y
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Cav*, durante las 24 horas de almacenamiento. En la Figura 3.50 se representan los resultados

obtenidos para L*.

Tabla 3.43. Parametros instrumentales de color de manzanas frescas cortadas al tiempo 0 y
luego de 24 horas en cdmara a 1,5°C.

Trata-

L* a* b* Cab* hab
mien-
to Oh 24 h Oh 24 h Oh 24 h Oh 24 h Oh 24 h
TO 76,4928 722184 2 574 () 39bB 18 95bA 24 11bB 19,1354 24, 18>8 97 74bB 89 7424
TS 76,43%A 75,465 -1,904 -1,28%B  17,55%>A 18,168 17,664 18,23%A  96,09*B 94204
Té6 76,53%A 76,254 -1,83%A -1,57%B  16,82*4  17,03%4 16,924 17,10 96,20*B  95,25%A
T7 76,314 75,60>A -2.32%A  _1,19%B 17,76~ 18,18*P>A 17,8504 1824%A 96288 93 745A

Para cada pardmetro, letras mindsculas distintas, dentro de una misma columna, indican diferencia significativa
(p<0,05, test de Tukey) entre tratamientos y letras mayusculas distintas, dentro de una misma fila, indican
diferencia significativa (p<0,05, test de Student) entre tiempos.

L*

80
78
76
74
72
70
68
66
64

a,Ab,A

a,hp

a,B
I
TO

T5

T6

Tratamiento

J'A a,Ab’A
T7

m 0 horas

W 24 horas

Figura 3.50. Parametro instrumental de color L* de manzanas frescas cortadas, inicial y

luego de 24 horas a 1,5°C.

Letras minusculas distintas para un mismo tiempo indican diferencias significativas (p<0,05, test de Tukey) entre
tratamientos. Letras mayusculas distintas para un mismo tratamiento indican diferencias significativas (p<0,05,
test de Student) entre tiempos.

Estos resultados indican que las muestras tratadas TS (0% YM, 1% AC, 1% AA), T6

2% YM, 1% AC, 1% AA) yT7 (1% YM, 1% AC, 1% AA) fueron las que presentaron menor

desarrollo de pardeamiento.
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¢ Polifenoles totales

El contenido de polifenoles totales obtenido para TO (MP) (Figura 3.51), es del mismo
orden que los publicados en bibliografia. Drogoudi y Pantelidis (2011) determinaron 31,2 mg
AGE por 100g de pulpa fresca de manzana ‘Granny Smith’, mientras que Song et al. (2007)

obtuvieron un valor aproximado de 100 mg AGE/100g, para la misma variedad.

El lavado con agua (T1) redujo el contenido de polifenoles de la materia prima. Los
tratamientos TS (0% YM, 1% AC, 1% AA), T6 (2% YM, 1% AC, 1% AA) y T7 (1% YM, 1%
AC, 1% AA) incrementaron el contenido de polifenoles totales en las muestras, con respecto a

la materia prima (TO).

140
120 ~
100 ~
80

e
d d
60 - b, . z a,b abgc
40 -~
20
0 | \ T T T T \
TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7

Tratamiento

Polifenoles totales
(mg AGE/100g)

Figura 3.51. Contenido de polifenoles totales de manzanas frescas cortadas.
Letras distintas indican diferencia significativa (p<0,05, test de Tukey) entre tratamientos.

T6 present6 el mayor nivel de compuestos polifendlicos (111,2 mg AGE/100g), seguido
por TS y T7 (88,9 y 88,7 mg AGE/100g, respectivamente). T1, con 51,3 mg AGE/100g, fue el
tratamiento con concentracion de polifenoles mds baja, junto con T3 y T4, que tuvieron valores

similares a la materia prima (Figura 3.51).

¢ Capacidad antioxidante por el método del radical DPPH*

Similarmente a lo que se encontré en el contenido de polifenoles totales, T6 presentd la
mayor actividad antioxidante (141,65 mg AAe/100g), mientras que las manzanas tratadas con
agua (T1), presentaron la menor capacidad antioxidante por este método (38,53 mg AAe/100g).

Sin embargo, T1 no present6 diferencias significativas (p>0,05) con T3 y T4 (Figura 3.52).
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Figura 3.52. Actividad antioxidante determinada por el método del radical DPPH* de

manzanas frescas cortadas.
Letras distintas indican diferencia significativa (p<0,05, test de Tukey) entre tratamientos.

¢ Capacidad antioxidante por el método de FRAP
Los resultados coinciden con aquellos obtenidos por el método de DPPH*, siendo T6

la mayor capacidad antioxidante y T1 la menor (407,73 y 175,82 umolesFe/100g,

respectivamente (Figura 3.53).
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TO T2 T2 T3 T4 T5 T6e T7
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o

FRAP
(umoles Fe/100g )

Figura 3.53. Actividad antioxidante determinada por el método de FRAP, de manzanas

frescas cortadas.
Letras distintas indican diferencia significativa (p<0,05, test de Tukey) entre tratamientos.

Drogoudi y Pantelidis (2011) determinaron la AEAC en la pulpa de manzanas ‘Granny
Smith’ y obtuvieron resultados del mismo orden (34,3 mg AAe/100g) que los informados en el
presente trabajo para la MP. A su vez, Depetris et al. (2009) aplicaron una solucién acuosa de

1% AC + 1% AA a manzanas frescas cortadas ‘Granny Smith’, determinaron actividad
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antioxidante por el método del radical DPPH* y obtuvieron resultados similares a los obtenidos

en el presente estudio, para T5 (0% YM, 1% AC, 1% AA).

¢ Evaluacion sensorial

Las manzanas tratadas con las soluciones T2 y T3 (4 y 2% de YM, respectivamente)
presentaron el menor puntaje en apariencia general y el mayor nivel de pardeamiento (Tabla
3.44). Sin embargo, al combinar YM con AC y AA, no se observa este efecto perjudicial, ya
que los puntajes de estas muestras son muy similares a los que obtuvo T3 (tratamiento con AC
y AA, sin YM). Los resultados obtenidos en la evaluacién sensorial coinciden con aquellos

obtenidos al determinar el color instrumentalmente (T2 y T3 presentaron el menor L*).

Tabla 3.44. Evaluacion sensorial de manzanas frescas cortadas.

Muestra ?‘;ol;[ ?,2 g ?,2 1; Ag:;i?;ﬁia Pardeamiento
TO - - - 7,6 1,7
(MP)
T1 0 0 0 8,0 2,5
T2 4 0 0 1,5 9,0
T3 2 0 0 2,5 7,7
T4 1 0 0 5,5 3.4
TS 0 1 1 9,0 0,5
T6 2 1 1 8,9 0,5
T7 1 1 1 8,6 1,0
3.3.2.3. Analisis de los resultados obtenidos en los ensayos preliminares

De acuerdo a los resultados obtenidos, las manzanas tratadas con las siguientes

soluciones;

T5: 1%AC + 1%AA
T6: 2%YM + 1%AC + 1%AA
T7: 1%YM + 1%AC + 1%AA

Presentaron menor desarrollo de pardeamiento, mayor contenido de polifenoles, mayor
capacidad antioxidante y mejor apariencia general que el resto de las soluciones ensayadas y la

materia prima.

La aplicacion de un extracto de yerba mate en combinacién con 4cido citrico y ascérbico
a manzanas minimamente procesadas retarda el pardeamiento enzimatico sin detrimento de su
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calidad sensorial, aportando compuestos con actividad antioxidante con potencial beneficio
para la salud. Considerando que la aplicacién de yerba mate junto con 4cido citrico y ascérbico
podria ser un buen método antioxidante para manzanas frescas cortadas que permita reducir las
concentraciones de estos dcidos utilizadas habitualmente, se propone determinar las
concentraciones Optimas de yerba mate, 4cido citrico y dcido ascérbico a través de un disefo

de superficie de respuesta.

Por lo tanto, considerando los resultados preliminares obtenidos, los limites del dominio
experimental seleccionados son: 0 a 2% para YM y 0 a 1% para acido citrico y ascérbico. Estos
niveles permitirian inhibir el desarrollo de pardeamiento enzimdtico aportando compuestos
bioactivos a las manzanas, sin incrementar las concentraciones habitualmente utilizadas de

compuestos sintéticos.

3.3.3. Disefio experimental

Se estudi6 el efecto de la aplicacion de tratamientos con diferentes concentraciones de
yerba mate, dcido citrico y dcido ascérbico, sobre la calidad de manzanas ‘Granny Smith’
frescas cortadas. Para ello se realizaron las experiencias siguiendo un disefio experimental de
Box-Behnken (Box y Behnken, 1960) con tres factores en tres niveles (13 corridas y 2
repeticiones en el punto central), y se modelaron el pH, actividad antioxidante, diferencias de
color y calidad sensorial de las manzanas tratadas, en funcién de las concentraciones de YM,
AC y AA. Posteriormente, se determinaron las concentraciones Gptimas de la solucién acuosa
de AA, AC y YM que permiten reducir el pardeamiento enzimatico e incrementar el potencial
saludable sin alterar la calidad sensorial de manzanas frescas cortadas. Los limites del dominio
experimental de los distintos factores estudiados fueron obtenidos de estudios preliminares

(seccion 3.3.2.).

3.3.3.1. Efecto de los componentes de la solucion antioxidante sobre la calidad.

¢ Efecto sobre el pH y la capacidad antioxidante de manzanas ‘Granny Smith’ frescas
cortadas.

En la Tabla 3.45 se presentan los resultados experimentales correspondientes a las
caracteristicas fisicoquimicas (pH) y de potencial saludable (medido como capacidad
antioxidante por los métodos del radical DPPH* y FRAP), de las manzanas minimamente

procesadas tratadas con soluciones antioxidantes, segtn el disefio de Box-Behnken utilizado.

En primer lugar, se comprob¢ la idoneidad de los modelos elegidos, con los tests de

diagndsticos basados en los residuos para cada una de las respuestas evaluadas. Los tres tests
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de diagndstico (no mostrados) para cada respuesta cumplen adecuadamente con las
suposiciones de homogeneidad de la varianza, independencia de los errores y normalidad de
los errores. Como no existen transgresiones severas podemos aplicar el ANOVA para los

modelos propuestos para cada una de las respuestas estudiadas.

Tabla 3.45. Resultados experimentales del disefio de Box-Behnken para pH y actividad
antioxidante de manzanas ‘Granny Smith’ fresca cortadas.

Variab.les Respuestas

N Independientes

ensayo Cym Cic Cia pH éEAC FRAP
(%) (%) (%) (mg AAe/100g) (umoles Fe/100g)

1 2,0 1,0 0,5 3,31 120,43 370,24
2 2,0 0,5 1,0 3,38 141,09 434,46
3 0,0 1,0 0,5 3,41 92,42 405,57
4 0,0 0,0 0,5 3,35 78,35 382,03
5 2,0 0,5 0,0 3,41 83,06 252,62
6 1,0 0,0 1,0 3,48 92,02 382,82
7 1,0 0,5 0,5 3,36 90,00 379,61
8 1,0 1,0 1,0 3,35 85,31 400,27
9 1,0 0,0 0,0 3,52 56,51 294,05
10 2,0 0,0 0,5 3,37 103,46 324,54
11 0,0 0,5 0,0 3,29 44,51 247,00
12 0,0 0,5 1,0 3,22 73,65 384,84
13 1,0 0,5 0,5 3,32 100,01 345,69
14 1,0 1,0 0,0 3,26 98,19 263,82
15 1,0 0,5 0,5 3,32 105,54 326,75

En la Tabla 3.46 se presenta el ANOVA obtenido para las respuestas pH, AEAC y
FRAP.
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Tabla 3.46. Andlisis de varianza de los resultados experimentales de pH y actividad
antioxidante de manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas tratadas con soluciones

antioxidantes.
Fuente de variacion G.L. Suma de cuadrados

pH AEAC FRAP
X1 (Cym) 1 0,0052 3164,44%* 456,40
X2 (Cic) 1 0,019* 544,44 141,23
X3(C4n) 1 0,00040 1506,94* 37114,3%
X;? 1 0,0024 6,83 69,61
X1.X2 1 0,0034 2,10 0,12
X1.X3 1 0,00040 208,76 483,94
Xo? 1 0,010% 5,39 358,76
X2.X3 1 0,0042 585,03 568,28
X3? 1 0,00096 754,74 2363,74
Falta de ajuste 3 0,038* 872,04 5203,96
Error puro 2 0,00099 124,04 1434,48
Coef. Determinacion (R?) 55% 87% 86%

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

En la Tabla 3.46 se observa que el tnico factor que incide significativamente en el pH
es la concentracion de acido citrico. De acuerdo a los resultados obtenidos, un aumento en la
concentracion de 4cido citrico en la solucion, produce una reduccién en el valor del pH natural
de la fruta. Piagentini (1999) estudi6 el efecto de la concentracion de édcido citrico y ascorbico
sobre el pH de espinaca fresca cortada y encontré que el efecto del 4cido citrico sobre la
disminucién del pH era mucho maés significativo que el efecto producido por el aumento de la
concentracion de dcido ascérbico. La falta de ajuste para el modelo correspondiente al pH es
significativa (p<0,05), lo que indica que el modelo propuesto no representa adecuadamente los

datos experimentales.

En cuanto al modelo correspondiente a la capacidad antioxidante de las manzanas
tratadas determinada por el método del radical DPPH*, no present6 falta de ajuste (p=0,18), y
el estadistico R? indica que el modelo propuesto explica el 87% de la variabilidad de los datos
de AEAC. De acuerdo a los resultados obtenidos, la capacidad antioxidante determinada por el
método del radical DPPH* aumenta significativa y linealmente con el aumento de la

concentracion de yerba mate y de 4cido ascorbico (Tabla 3.46 y Figura 3.54).
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Figura 3.54. Diagrama de Pareto estandarizado para la capacidad antioxidante de manzanas
‘Granny Smith’ frescas cortadas tratadas con soluciones antioxidantes, medida
por el método del radical DPPH*.

Partiendo del modelo polinomial de segundo orden completo (Ecuacién 3.21) se obtuvo
el modelo reducido, que con el menor nimero de variables mejor explica la variable
dependiente o la respuesta capacidad antioxidante por el método del radical DPPH*, aplicando

el proceso “stepwise” o de “paso a paso” (Ecuacién 3.22)

AEAC (mg AAe/100g) = 38,36 + 9,22.Cym + 44,07.Cic + 94,38.Ciat+ 1,36.Cym’ -4,83.Cac?
—57,19.C4a2 — 1,45.Cym.Cic + 14,45.Cym.Caa — 48,37.C4c.Caa Ecuacion 3.21

ABAC (mg AAe/100g) = 57,35 + 19,89.Cym + 27,44.C4a Ecuacién 3.22

La Figura 3.55 permite observar claramente que un incremento tanto en la concentracion

de YM como de AA, se traduce en un aumento de la capacidad antioxidante medida por DPPH*,

C AC=0,5%
AEAC
59.0-79.0
B 79.0-99.0
99.0-119.0
119.0-139.0

AEAC (mg AAe/100g)

C YM (%)

Figura 3.55. Superficie de respuesta obtenida para la capacidad antioxidante de manzanas
‘Granny Smith’ frescas cortadas tratadas con soluciones antioxidantes, determinada por el
método del radical DPPH*. C4c =0,5%.

El modelo obtenido para la capacidad antioxidante medida por el método de FRAP

explico el 86% de la variabilidad de los datos y fue adecuado para describir los datos observados
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(Pfaltade ajuste= 0,31). De acuerdo al modelo, la capacidad antioxidante medida por FRAP depende
unicamente, y en forma lineal, del factor X3 (C4a). Esto puede observarse graficamente tanto

en el diagrama de Pareto (Figura 3.56) como en la gréfica de efectos principales (Figura 3.57).
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Figura 3.56. Diagrama de Pareto estandarizado para la capacidad antioxidante de manzanas
‘Granny Smith’ frescas cortadas tratadas con soluciones antioxidantes, medida por el método

de FRAP.
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Figura 3.57. Grifica de efectos principales para la capacidad antioxidante de manzanas
‘Granny Smith’ frescas cortadas tratadas con soluciones antioxidantes, medida por el método
de FRAP.

Los modelos completo y reducido aplicando el proceso “stepwise” se presentan en las

Ecuaciones 3.23 y 3.24.

FRAP (umoles Fe/100g) = 297,57 - 27,06.Cym— 54,52.Cic + 191,60.C4a + 4,34.Cym* +
39,43.C4c* — 101,21.C4a2 — 0,34.Cym.Cic + 22,00.Cym.Cia + 47,68.C4c.Caa Ecuacién 3.23

FRAP (umoles Fe/100g) = 136,22 + 276,65.C4a Ecuacién 3.24
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Figura 3.58. Superficie de respuesta obtenida para la capacidad antioxidante de manzanas
‘Granny Smith’ frescas cortadas tratadas con soluciones antioxidantes, determinada por el
método de FRAP. Csc=0,5%.

En la superficie de respuesta correspondiente a la capacidad antioxidante por el método
de FRAP (Figura 3.58) se puede observar que ésta aumenta al aumentar la concentracion de
acido ascérbico, mientras que se mantiene casi constante al variar la concentraciéon de YM.

¢ Efecto sobre los cambios en los parametros instrumentales de color de manzanas
‘Granny Smith’ frescas cortadas.

En la Tabla 3.47 se presentan los resultados correspondientes a los cambios en los
parametros instrumentales de color obtenidos para las experiencias realizadas siguiendo el

disefio de Box-Behnken.

El andlisis de varianza multifactorial realizado para los cambios de color medidos

instrumentalmente se presenta en la Tabla 3.48.
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Tabla 3.47. Resultados experimentales del disefio de Box-Behnken para los cambios en los
pardmetros instrumentales de color de manzanas ‘Granny Smith’ fresca cortadas.

N Variables Independientes Respuestas
ensavo TN ol AL®  Awt AbE ACw
1 2 1 0,5 -0,16 0,00 -1,69 -1,67
2 2 0,5 1 0,21 -0,20 -0,34 -0,32
3 0 1 0,5 -0,15 -0,01 -0,01 -0,01
4 0 0 0,5 1,31 -0,63 -2,20 -2,18
5 2 0,5 0 1,87 -1,97 -2,61 -2,63
6 1 0 1 1,96 -1,69 -1,94 -1,95
7 1 0,5 0,5 0,93 -0,29 0,01 0,02
8 1 1 1 0,05 0,35 1,38 1,34
9 1 0 0 2,80 -2,01 -4,38 -4.,43
10 2 0 0,5 1,92 -1,89 -3,03 -2,99
11 0 0,5 0 2,33 -1,96 -3,91 -3,84
12 0 0,5 1 0,02 -0,26 -0,02 0,00
13 1 0,5 0,5 0,12 -0,02 -0,19 -019
14 1 1 0 0,67 -047 -1,33 -1,32
15 1 0,5 0,5 0,50 -0,12 -0,33 -0,32

AXi = Xomin — X240min.

Tanto la concentracién de AC como la de AA influyeron significativamente en el

cambio de luminosidad (AL*) de las manzanas (Figura 3.59). Al aumentar su concentracion, la

disminucién de luminosidad (oscurecimiento) que se produce luego del procesamiento es

menor (Figuras 3.60 y 3.61). El modelo polinomial completo de segundo orden explica el 91%

de la variabilidad de los datos y ajusta satisfactoriamente la respuesta AL* (praita de ajuste = 0,37).
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Tabla 3.48. Andlisis de varianza de los resultados experimentales de los cambios en los
parametros instrumentales de color de manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas tratadas con
soluciones antioxidantes.

Suma de cuadrados

Fuente de variacion G.L. AL Aa® Ab* ACar™
X1 (Cym) 1 0,014 0,18 0,29 0,31
X2 (C4c) 1 7,21% 4,64%** 12,25%*  12,23%%*
X3(CAha) 1 3,70%* 2,68%* 15,99%*  15,93%%*
X2 1 0,0020 0,37* 2,71% 2,53%
X1.X2 1 0,093 0,40%* 0,18 0,18
X1.X3 1 0,11 0,0016 0,66* 0,58%*
X»? 1 0,21 0,11 1,84% 1,92
X2.X3 1 0,011 0,063 0,018 0,0081
X32 1 1,40 1,50% 1,77% 1,84
Falta de ajuste 3 0,92 1,03 2,66* 2,60%*
Error puro 2 0,33 0,036 0,058 0,059
Coef. Determinacién (R?) 91% 90% 93% 93%
G.L: grados de libertad; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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Figura 3.59. Diagrama de Pareto estandarizado para AL* de manzanas ‘Granny Smith’
frescas cortadas tratadas con solucién antioxidante.

Los modelos completo y reducido se presentan en las Ecuaciones 3.25 y 3.26,

respectivamente, y la superficie de respuesta en la Figura 3.61.

AL* = 3,00 + 0,077.Cym— 2,66.C4c 4,26.C4a -0,024.Cym® + 0,96.C4c? +2,46.C 447 —
0,30.Cym.Cac + 0,33.Cym.C4a + 0,21.C4c.Cha

AL* =2,87 —3,76.C4c — 1,90.C 44 + 2,40.C5a>

Ecuacién 3.25

Ecuacién 3.26
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Figura 3.60. Grafica de efectos principales para AL* de manzanas ‘Granny Smith’ frescas
cortadas tratadas con soluciones antioxidantes.

De acuerdo al modelo propuesto, reducido por el proceso de stepwise, AL* es
independiente de Cym y presenta una relacion lineal y cuadratica con las concentraciones de

acido citrico y ascorbico, respectivamente (Ecuacion 3.26).

CYM=1,0%

Figura 3.61. Superficie de respuesta obtenida para AL* de manzanas ‘Granny Smith’ frescas
cortadas tratadas con soluciones antioxidantes. Cyy = 1,0%.

La Figura 3.61 muestra graficamente que la diferencia entre el valor inicial y luego de
240 min de procesadas de la luminosidad de las muestras, presenta un minimo (valores de L*
de las muestras después de 4 horas de procesadas muy similares a los iniciales) a valores

intermedios de la concentracion de 4cido ascorbico (0,6-0,7%) y altos de la de acido citrico.

En cuanto Aa*, se obtuvo un modelo sin falta de ajuste (p>0,05) que explico el 90% de
la variabilidad de los datos (Tabla 3.48). El diagrama de Pareto correspondiente (Figura 3.62)
permite observar rdpidamente que las principales fuentes de variacion significativas son: CAc,

Cia, Cym?%, Cia?y la interaccion entre Cym y CAc.
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Figura 3.62. Diagrama de Pareto estandarizado para Aa* de manzanas ‘Granny Smith’
frescas cortadas tratadas con soluciones antioxidantes.

La gréfica de efectos principales (Figura 3.63) permite ver la dependencia cuadratica de
Aa* con las concentraciones de YM y AA, y lineal con la de AC. El valor de a* generalmente
aumenta luego del procesamiento (disminuyendo el tono levemente verde de la pulpa de esta
variedad de manzanas o desarrollando tonos rojizos). La diferencia entre el valor inicial y luego
de 240 min de procesada del pardmetro de color a* de las muestras disminuye (es mds negativo)
a medida que las concentraciones de YM, AA y AC disminuyen, dentro de un cierto rango.
Pero en el casode YM y AA, existe una concentracién a la cual se produce la minima diferencia

entre los valores de a* inicial y luego de 240 min del procesamiento (Figura 3.63).
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Figura 3.63. Grafica de efectos principales para Aa* de manzanas ‘Granny Smith’ frescas
cortadas tratadas con soluciones antioxidantes.

La interaccion de las concentraciones de yerba mate y édcido citrico es significativa.
Como se observa en la Figura 3.64, el efecto de la concentracion de YM sobre Aa* depende de
Cic. A altos niveles de acido citrico, el efecto sobre Aa* no depende significativamente de la
Cym mientras que a bajas concentraciones de AC, Aa* disminuye (se hace mas negativo)

conforme Cym aumenta, indicando un mayor valor de a*240min de las muestras asf tratadas.
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Figura 3.64. Grafica de interacciones para Aa* de manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas
tratadas con soluciones antioxidantes.

El modelo (Ecuacién 3.27) fue reducido, obteniéndose el que se presenta en la Ecuacién 3.28.

Aa* =-2,00 + 0,15.Cym + 1,33.C4c + 3,42.C4a — 0,32.Cynm” + 0,69.Cac* — 2,56.C4a +
0,64.Cym.Cic + 0,039.Cym.Cia + 0,50.CAc.Cha Ecuacion 3.27

Aa* = -2,05 + 0,14.Cym + 0,89.C4c + 3,66.C4a — 0,31.Cym” — 2,50.C4a + 0,64.Cym.Cic

Ecuacion 3.28

La superficie de respuesta para Aa* se presenta en la Figura 3.65. La Figura 3.65(a)
representa la superficie para bajos niveles de concentracién de 4cido citrico y se observa
claramente el descenso de Aa* al aumentar Cym (pérdida del tono verde o desarrollo de tonos
rojizos luego de 240 min de procesadas las muestras), mientras que la Figura 3.65(b) representa
la superficie para altos niveles de 4cido citrico y se observa como Aa* permanece practicamente

constante a partir de una concentraciéon de YM de 0,7-0,8%.

(@)
C AC=0,0% (o} Ac(t=))1 0%

da*

Figura 3.65. Superficie de respuesta obtenida para Aa* de manzanas ‘Granny Smith’ frescas
cortadas tratadas con soluciones antioxidantes. (a) Cic= 0,0%, (b) Cic= 1,0%.

Tanto para Ab* como para ACap* se obtuvo una dependencia cuadritica con las tres
concentraciones evaluadas y una interaccion significativa entre Cym y Cia (Tabla 3.48). Sin

embargo, no se pudo ajustar el modelo para ninguna de las dos respuestas debido a que la falta
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de ajuste fue significativa (pfaita de ajuste = 0,032 y 0,033, para Ab* y ACap*, respectivamente). De
todas maneras, y de acuerdo a los resultados obtenidos (Tabla 3.47) se puede observar que tanto
b* como Ca* aumentan después de 240 min del procesamiento, es decir, se incrementa la
intensidad del color (indicador de desarrollo de pardeamiento), siendo este incremento, en

general, menor a medida que aumentan las concentraciones de YM, AA y AC.
¢ Efecto sobre los atributos sensoriales de manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas.

En la Tabla 3.49 se presentan los resultados experimentales correspondientes a las
caracteristicas sensoriales (pardeamiento, gusto &4cido y off-flavors), de las manzanas

minimamente procesadas tratadas segun el disefio de Box-Behnken utilizado.

Se realiz6 un ANOVA multifactorial sobre los atributos sensoriales: pardeamiento,

gusto 4cido y off-flavors. Los resultados se presentan en la Tabla 3.50.
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Tabla 3.49. Resultados experimentales del disefio de Box-Behnken para pardeamiento,
gusto 4cido y off-flavors de manzanas ‘Granny Smith’ fresca cortadas.

Variables

N° Independientes
ensayo Cym  Caic Cia
(%) (%) (%)

Respuestas

Pardeamiento Gusto acido Off-flavors

1 2,0 1,0 0,5 0,17 6,01 2,84
2 2,0 0,5 1,0 0,57 4,66 3,53
3 0,0 1,0 0,5 0,48 6,30 1,96
4 0,0 0,0 0,5 2,54 5,76 2,19
5 2,0 0,5 0,0 2,13 5,69 3,79
6 1,0 0,0 1,0 0,55 4,33 2,43
7 1,0 0,5 0,5 0,27 5,37 2,12
8 1,0 1,0 1,0 0,33 6,13 2,33
9 1,0 0,0 0,0 4,98 3,82 1,88
10 2,0 0,0 0,5 0,55 5,34 3,96
11 0,0 0,5 0,0 2,43 5,79 2,26
12 0,0 0,5 1,0 0,53 6,23 2,00
13 1,0 0,5 0,5 0,30 6,00 1,87
14 1,0 1,0 0,0 1,73 5,59 1,54
15 1,0 0,5 0,5 0,60 5,50 2,03

En la Tabla 3.50 se puede observar que para el pardeamiento, los términos C4a%, CAay
C4c son muy significativos (p<0,01), mientras que los términos Cym, Cic?, Cym.Cicy Cic.Cia
son significativos (p<0,05) (Figura 3.66). Por lo tanto, las tres concentraciones estudiadas asi

como sus interacciones influyen en el pardeamiento de las manzanas.
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Tabla 3.50. Andlisis de varianza de los resultados experimentales de pardeamiento, gusto
acido y off-flavors de manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas tratadas con soluciones

antioxidantes.
- d Lo GL Suma de cuadrados
uente de variacion 7" Pardeamiento Gusto acido Off-flavors
X1 (Cym) 1 0,82%* 0,71 4,08%*
X2 (Cac) 1 4,37%* 2.86%* 0,40%*
X3 (C4ha) 1 10,79%* 0,026 0,084
X2 1 0,0036 0,67 2,30%*
X1.X2 1 0,71%* 0,0042 0,20
X1.X3 1 0,029 0,54 0,0
X5? 1 0,97* 0,14 0,013
X2.X3 1 2.30% 0,00022 0,014
X532 1 3,65%* 0,77 0,035
Falta de ajuste 3 1,35 1,15 0,56
Error puro 2 0,067 0,22 0,035
Coef. Determinacién (R?) 94% 81% 92%
G.L: grados de libertad; * p<0,05; ** p<0,01 *** p<0,001.
C:C AA e
B:C AC -
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Figura 3.66. Diagrama de Pareto estandarizado para el pardeamiento de manzanas ‘Granny
Smith’ frescas cortadas tratadas con soluciones antioxidantes.

En la grafica de efectos principales (Figura 3.67), puede observase que el pardeamiento

de las muestras se reduce a medida que aumenta la concentraciéon de cada uno de los tres

compuestos presentes en la solucién antioxidante. Ademads, esta grafica permite visualizar la

dependencia cuadrética con las concentraciones de 4cidos citrico y ascorbico y lineal con la

concentracion de yerba mate, del pardeamiento de las manzanas tratadas.
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Figura 3.67. Grafica de efectos principales para el pardeamiento de manzanas ‘Granny
Smith’ frescas cortadas tratadas con soluciones antioxidantes.

Como se mencioné anteriormente, las interacciones entre Cym y CAc y entre C4c y Cia
también influyen significativamente en el pardeamiento de las manzanas tratadas. En la Figura
3.68 se observa que a bajas concentraciones de AC el pardeamiento disminuye conforme la
concentracion de YM aumenta, mientras que a altas concentraciones de AC, el desarrollo de
pardeamiento es muy bajo y similar para todo el rango de Cym. Este resultado es similar al
obtenido para Aa*, donde se encontro que a bajas concentraciones de acido citrico Aa* aumenta
(asemejable a una disminucién del pardeamiento) con la concentracion de YM y a altas
concentraciones de AC Aa* era practicamente independiente de la concentracién de YM. Por
otro lado, a bajos niveles de AA, el pardeamiento desciende a medida que Cic aumenta y a
niveles altos de AA se observa un minimo de pardeamiento a concentraciones intermedias de

acido citrico.

5F -

o 4F s
S C ]
€ SF E
o r - .
g 2r \ ]
© r - ]
a C ]
1F - .

F +\/+ ]

0 I +_____—-———-‘+ ]

0,0 20 00 10
C YM.C AC CAC.C AA

Figura 3.68. Grifica de interacciones para el pardeamiento de manzanas ‘Granny Smith’
frescas cortadas tratadas con soluciones antioxidantes.

El modelo polinomial completo de segundo orden fue adecuado para describir los

valores de pardeamiento observados (praita de ajuste = 0,069) y explicé el 94% de la variabilidad
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de los datos experimentales. Aplicando el proceso “stepwise” se redujo el modelo completo

(Ecuacion 3.29), obteniéndose el modelo reducido que se presenta en la Ecuacion 3.30.

Pardeamiento = 5,41 - 0,89.Cym -5,89.C4c -7,98.C4a + 0,031.Cym* + 2,06.C4c? + 3,98.Csa +
0,84.Cym.Cic + 0,17.Cym.C4a + 3,03.C4c.CAa Ecuacién 3.29

Pardeamiento = 5,31 - 0,74.Cym -5,88.Cc -7,80.C4a + 2,05.C4c* + 3,97.C4a + 0,84.Cym.Cic

+ 3,03.C4c.Cia Ecuacion 3.30
C YM=1,0%
Pardeamiento
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Figura 3.69. Superficie de respuesta obtenida para el pardeamiento de manzanas ‘Granny
Smith’ frescas cortadas tratadas con soluciones antioxidantes. Cym = 1,0%.

Tanto la Tabla 3.50 como la Figura 3.70 muestran que la tnica fuente de variacion
significativa en el gusto 4cido es la concentracién de dcido citrico. A pesar de no haber podido
ajustar el modelo para el pH, los resultados obtenidos para esa respuesta coinciden en que es el
acido citrico el dnico que influye en la acidez de las manzanas tratadas. El modelo ajustado para
el atributo sensorial gusto dcido no present6 falta de ajuste (p= 0,23) y explicé el 81% de la

variabilidad de los resultados experimentales.
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Figura 3.70. Diagrama de Pareto estandarizado para el gusto acido de manzanas ‘Granny
Smith’ frescas cortadas tratadas con soluciones antioxidantes.
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La Figura 3.71 representa la superficie de respuesta obtenida para el gusto 4cido.
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Figura 3.71. Superficie de respuesta obtenida para el gusto acido de manzanas ‘Granny
Smith’ frescas cortadas tratadas con soluciones antioxidantes. Csa = 0,5%.

El modelo obtenido (Ecuacién 3.31) fue reducido y se presenta en la Ecuacion 3.32.

Gusto 4cido = 4,71 - 0,82.Cym + 1,91.C4c + 2,67.C4a + 0,43.Cym> — 0,79.CAc* — 1,83.C4a +
0,065.Cym.Cic - 0,74.Cym.Cha + 0,030.C4c.Caa Ecuacién 3.31

Gusto acido =4,90 + 1,20.C4ic Ecuacion 3.32

Para finalizar con los atributos sensoriales, se evaluaron los resultados del anélisis de
varianza realizado para el modelo propuesto para el desarrollo de off-flavors (Tabla 3.50). Estos
indican que los sabores extrafios varfan cuadriaticamente con la concentracion de yerba mate y
linealmente con la de 4cido citrico. El diagrama de Pareto (Figura 3.72) y la gréfica de efectos
principales (Figura 3.73) permiten observar la dependencia cuadritica positiva con la yerba
mate y lineal negativa con el dcido citrico. Estos resultados sugieren que un incremento en Cym
repercute en la aparicion de off-flavors, mientras que el agregado de 4cido citrico genera una
disminucién de los mismos, ya sea porque el dcido citrico impide la generacion de off-flavors

o porque el gusto dcido asociado al dcido citrico impide su deteccion.

El modelo propuesto no present6 falta de ajuste (p= 0,081) y logré explicar el 92% de
la variabilidad del atributo off-flavors. Los modelos completo y reducido se presentan en las

Ecuaciones 3.33 y 3.34, respectivamente,
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Figura 3.72. Diagrama de Pareto estandarizado para off-flavors de manzanas ‘Granny Smith’
frescas cortadas tratadas con soluciones antioxidantes.
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Figura 3.73. Grifica de efectos principales para off-flavors de manzanas ‘Granny Smith’
frescas cortadas tratadas con soluciones antioxidantes.

Off-flavors = 2,08 - 0,64.Cym + 0,12.C4c — 0,31.C4a + 0,79.Cym* — 0,24.C4c* + 0,39.C4a -

0,44.Cym.Cic + 0,00.Cym.Cia + 0,24.C4c.Cin Ecuacion 3.33
Off-flavors = 2,10 - 0,86.Cym + 0,79.Cym> Ecuacién 3.34
C AA=0,5%
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Figura 3.74. Superficie de respuesta obtenida para los off-flavors de manzanas ‘Granny
Smith’ frescas cortadas tratadas con soluciones antioxidantes. Csa = 0,5%.
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3.3.3.2. Determinacion de las concentraciones éptimas
Para la determinacion de las concentraciones optimas de YM, AC y AA, se utilizé la
metodologia de optimizacion de respuestas multiples, tal como se indic6 en la seccién 2.3.3.3

del capitulo Materiales y Métodos.

De todas las respuestas evaluadas, para la optimizacion se seleccionaron aquellas que
mejor permitfan determinar qué concentraciones de YM, AC y AA reducfan la pérdida de
calidad visual de las manzanas, incrementando su potencial saludable sin incidir negativamente
en el sabor. Las respuestas utilizadas para la optimizacién fueron: AL*, Aa*, pardeamiento,
gusto 4cido, off-flavors y actividad antioxidante determinada por los métodos del radical

DPPH* y FRAP.

AL*, Aa* y pardeamiento se seleccionaron por ser medidas representativas de la calidad
visual, el gusto 4cido porque la aplicaciéon de 4cidos puede vincularse a un valor alto e
indeseable de este pardmetro. Los off-flavors se eligieron porque la yerba mate podria traer
aparejada su aparicion, y la actividad antioxidante por estar asociada con beneficios potenciales

en la salud del consumidor.

Para determinar las concentraciones Optimas de YM, AC y AA en la solucién
antioxidante es necesario establecer, para cada una de las respuestas seleccionadas, cudl es el
criterio elegido (maximizarla, minimizarla o ajustarla a un valor fijo), y determinar qué peso
relativo se le va a otorgar a cada una de ellas. Se decidi6 darle mayor impacto a aquellas
respuestas determinantes de la calidad visual (AL*, Aa*, pardeamiento), por ser una limitante
de la vida util de las manzanas frescas cortadas, y a los off-flavors, porque se observé en el
modelo ajustado para esta respuesta que el agregado de YM podria incidir en la aparicion de
sabores indeseables. El gusto 4cido fue incluido en la optimizacion pero con un menor impacto,
porque si bien el agregado de AC puede potenciar este atributo, la materia prima utilizada se
caracteriza por su acidez. De igual manera se consideraron las respuestas de actividad
antioxidante determinada por ambos métodos porque, si bien el incremento del potencial
saludable era uno de los objetivos de la aplicacion de esta solucidn, el fin primario debe ser la
obtenciéon de un producto aceptable para el consumidor (Tabla 3.51). A continuacién se
establece el criterio utilizado en la optimizacién de respuestas multiples, para cada una de las

respuestas seleccionadas:
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a) AL*

Valores mas altos de L* indican mayor claridad de la muestra. Un resultado positivo de
AL* (L*0min — L*240min) indica que L*240min €s menor que L*omin y, por lo tanto, las manzanas se
oscurecieron luego de 240 min de ser procesadas. Es deseable minimizar el oscurecimiento de
las manzanas (indicador de pardeamiento) y por lo tanto el objetivo fijado es minimizar esta

respuesta.

b) Aa*

Valores negativos de a* indican tonos verdes y valores positivos de a* tonos rojos. Las
manzanas ‘Granny Smith’ se caracterizan por presentar tonos verdosos en la pulpa (a*<0) y su
pardeamiento se asocia a un incremento en los valores de a*, hasta valores que indican tonos
mads rojizos (Piagentini et al., 2012). El objetivo es que durante el transcurso del tiempo los
valores de a* se mantengan similares a sus valores iniciales o aumenten lo menos posible.
Partiendo de un valor de a* negativo (por ejemplo a*omin = -2), luego de los 240min puede
ocurrir que la muestra desarrolle pardeamiento, entonces el valor de a* puede pasar a valores
positivos (tonos rojos) (por ejemplo a*240min = 1), obteniéndose un valor de Aa* negativo (Aa*
= -3). Otra posibilidad es que luego de 240min la muestra disminuye el tono verde inicial pero
sin alcanzar valores de a* positivos (que indicarian desarrollo de tonos rojizos), (por ejemplo
a*omin = -1) dando Aa* negativo (Aa* = -1) pero menor al que se obtuvo en el caso de
desarrollo de tonos rojizos cuando a*24omin > 0. Por dltimo, si luego de 240min de procesada, la
muestra tiene un valor de a* menor al inicial (atin més verde), por ejemplo a*240min = -3, €l valor
que se obtiene es Aa* = 1, un valor positivo y mayor que los obtenidos en las otras dos
situaciones hipotéticas. En resumen, como se busca disminuir la aparicién de tonos rojizos

indicadores de desarrollo de pardeamiento, el objetivo o criterio fijado es maximizar Aa*.
¢) Pardeamiento
El objetivo es minimizar el desarrollo de pardeamiento enzimdtico, uno de los
principales factores de pérdida de calidad de manzanas frescas cortadas.
d) Gusto acido

Las manzanas ‘Granny Smith’ son naturalmente dcidas (Watkins et al., 2004), sin
embargo, el agregado de acido citrico puede aumentar la intensidad de este atributo hasta
niveles indeseables. Por lo tanto, el objetivo es disminuir el gusto 4cido percibido por los

evaluadores.
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e) Off-flavors

La aplicacion de un tratamiento quimico puede incidir negativamente en el sabor de las
manzanas, por aparicion de sabores extrafios u off-flavors. Es deseable, por lo tanto, minimizar

este atributo para no perjudicar la calidad sensorial del producto.

f) Actividad antioxidante por los métodos del radical DPPH* y FRAP.

La eleccidn de la aplicacién de infusiones de YM se basé en su considerable contenido
de compuestos polifendlicos con alta capacidad antioxidante. Por lo tanto, se busca maximizar
la actividad antioxidante de las manzanas tratadas, para de esta forma ofrecer un producto con

potencial saludable incrementado.

En la Tabla 3.51 se presenta un resumen de las respuestas utilizadas para la optimizacién
multiple y los criterios usados en la funcién de deseabilidad de Derringer. También se presentan
los valores minimos y méiximos obtenidos para las muestras tratadas segin el disefio
experimental de Box-Behnken.

Tabla 3.51. Minimos y maximos observados, objetivos e impactos de cada una de las
respuestas utilizados en la funcién de deseabilidad de Derringer para la optimizacion multiple.

Respuesta oll:/:g:'ivlggo oll\)ﬁfifl::l)o Objetivo Impacto
AL* -0,16 2,80 Minimizar 5
Aa* -2,01 0,35 Maximizar 5
Pardeamiento 0,17 4,98 Minimizar 5
Gusto acido 3,82 6,30 Minimizar 3
Off-flavors 1,54 3,96 Minimizar 5
AEAC (mg AA/100g) 44,51 141,09 Maximizar 3
FRAP (umoles Fe/100g) 247,00 434,46 Maximizar 3
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En la Figura 3.75 se representa graficamente la superficie de respuesta obtenida para la

deseabilidad (D).

El miximo valor de deseabilidad alcanzado y las concentraciones requeridas para

alcanzar estas condiciones se muestran en la Tabla 3.52.

Tabla 3.52. Concentraciones Optimas de yerba mate, acido citrico y dcido ascorbico.

Deseabilidad = 0,78

Factor Concentracion
optima (%)
Cvym 1,2
C ic 0,9
Cia 1,0

El mayor valor de deseabilidad (0,77), entre las experiencias realizadas, se obtuvo en la
corrida experimental niimero 8, que correspondia a una solucién con 1% YM, 1% AC y 1%

AA.
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C YM=1,2%

Deseabilidad
0.0-0.2
0.2-04
0.4-06
0.6-0.8
0.8-1.0

Deseabilidad

(a) Concentracion de YM fija e igual a su valor 6ptimo (1,2%).

C AC=0,9%

Deseabilidad
0.0-0.3
0.3-0.6
0.6-0.9

Deseabilidad

(b) Concentracién de AC fija e igual a su valor éptimo (0,9%).

C AA=1.0%

Deseabilidad
0.0-0.3
0.3-0.6
0.6-0.9

Deseabilidad

(c) Concentracién de AA fija e igual a su valor 6ptimo (1,0%).

Figura 3.75. Superficie de respuesta estimada para la funcién Deseabilidad.

3.3.3.3. Validacion de los modelos obtenidos.

Se procedi6 a validar los modelos obtenidos procesando las manzanas tal como se indicé
en la seccion 2.3.3.5 y realizando el tratamiento con la solucién antioxidante en las
concentraciones Optimas determinadas en la seccién 3.3.3.2 (1,2% YM + 0,9% AC +1,0% AA).

En la Tabla 3.53 se presentan los valores experimentales obtenidos y los predichos por cada

uno de los modelos.
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Tabla 3.53. Valores experimentales y predichos para la validacion de los modelos para
manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas tratadas con una solucion de [1,2% YM+ 0,9% AC

+1,0% AAL.
Respuesta exp:;?rl:::n tal pl?llizflo Ilg)ff‘i,:::)zg ’ Error (%)?*
(95%)

AL* -0,1+£0,5 -0,2 [-0,7-0,3] 50,0
Aa* 0,3+0,2 0,3 [0,0-0,7] 0,0
Pardeamiento 03+04 0,6 [0,0-1,1] 50,0
Gusto 4cido 56+0,8 6,0 [5,5-6,5] 6,7
Off-flavors 30+1,0 2,45 [1,9-3,0] 22,5
CAOpppi+ 114,4 £ 19,0 108,7 [93,0-124,4] 52
CAOrrap 374,9 +£36,8 4029 [367,2-438,6] 6,6

®Error (%) = I(Valor experimental-Valor predicho)*100/Valor predichol.

En las respuestas AL*, y pardeamiento se obtuvieron errores porcentuales altos (50%).
Sin embargo, estos errores altos no se deben a una gran diferencia entre el valor experimental
y el predicho sino a la baja magnitud del valor predicho (inferior a 1), que corresponde al

denominador en la féormula del error.

Teniendo en cuenta los valores de los errores porcentuales y que todos los valores
experimentales se encuentran dentro del intervalo de confianza correspondiente al valor
estimado para cada una de las variables independientes, se aceptan los modelos obtenidos para
predecir AL* Aa*  pardeamiento, gusto acido, off-flavors y capacidad antioxidante por el
método del radical DPPH* y por FRAP, de manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas, tratadas

con solucion antioxidante.

3.3.4. Efecto del minimo procesamiento

Se evalu6 el efecto del minimo procesamiento y del tratamiento con la solucién de
[4cido citrico + 4cido ascOrbico + infusion de yerba mate] en las concentraciones Optimas
determinadas en la seccién 3.3.3.2, sobre las caracteristicas fisicoquimicas, bioactivas,
microbioldgicas y sensoriales de manzanas ‘Granny Smith’. Las frutas se procesaron como se
indic6 en la seccién 2.3.2.1 del capitulo Materiales y Métodos. Un lote de manzanas cortadas

tratadas solamente con agua constituyeron las muestras control (C), y otro lote de manzanas
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cortadas tratadas con la solucién [0,9% de acido citrico (AC) + 1,0% de acido ascorbico (AA)

+ 1,2% de yerba mate (YM)] constituyeron las muestras tratadas (T).

El dia del procesamiento se determind: pH, sélidos solubles, firmeza, pardmetros
instrumentales de color (L*, a*, b*, Cap™ y hap), polifenoles totales, dcido ascorbico, vitamina
C y capacidad antioxidante, tanto en la materia prima (MP), como en las manzanas
minimamente procesadas tratadas con agua (C) y en las tratadas con la solucién de
[AC+AA+YM] (T). A su vez se realizé el recuento de microorganismos aerobios meséfilos
totales (AMT), psicrotrofos, mohos y levaduras. Un panel sensorial entrenado evalué los
atributos: apariencia general, pardeamiento, flavor caracteristico, gusto dcido, astringencia, off-

flavors, crujencia, jugosidad y off-odors, en las tres muestras.

En la Tabla 3.54 se presentan los resultados de pH, s6lidos solubles y firmeza obtenidos
para MP, C y T. No se detectaron diferencias significativas (p>0,05) entre los valores de pH y
firmeza de MP y C, por lo tanto el minimo procesamiento por si mismo no tuvo efecto sobre el
pH ni la firmeza de las muestras. El tratamiento quimico generd un descenso significativo
(p<0,05) del pH de la muestras con respecto a MP, lo que era esperable por la aplicacién de una
solucion con pH=2,81. No se detect6 diferencia significativa (p>0,05) entre la firmeza de MP
y Cni entre lade C y T, sin embargo T fue significativamente (p<0,05) menos firme que MP.
El minimo procesamiento de las manzanas puede contribuir a la pérdida de firmeza debido a la
accion de enzimas pécticas. Al cortar las superficies, la compartimentacion subcelular se rompe
y se ponen en contacto enzimas y sustratos, que normalmente estin separados, pudiéndose

iniciar reacciones que en condiciones normales no ocurren (Rojas-Graii et al., 2009).

Tabla 3.54. pH, solidos solubles y firmeza de las muestras MP, C y T de manzanas ‘Granny

Smith’.
Muestra pH Solidos solubles Firmeza
(°Brix) (N)
MP (3,44 + 0,05)° (11,8 £0,3)° (68,6 +3,8)°
C (3,43 £ 0,05)*° (10,2 + 0,6)* (65,6 + 4,7)°
T (3,35 + 0,05)* (11,0 £ 0,6)° (61,2 +3,2)

Promedios + desviacién estdndar. Letras distintas entre filas indican diferencia significativa (p<0,05, test de
Tukey). MP: materia prima; C: control; T: tratada.

La materia prima (MP) presenté el mayor valor de sélidos solubles, seguido de la

muestra tratada (T). Esto puede explicarse por la lixiviacién de compuestos solubles al sumergir
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las manzanas en las soluciones. En el caso de T, la reduccidn en el contenido de sélidos solubles
es menor que en la muestra control (C) (Tabla 3.54) porque la solucién aplicada de YM, AC y

AA tiene un contenido de sélidos solubles de 2,3 °Brix.

Gomez et al. (2012) trabajaron con manzanas ‘Granny Smith’ con valores entre 11,1 y
13,2 °Brix y pH entre 3,2 y 3,5. Otro estudio compar las caracteristicas de distintas variedades
de manzana y para ‘Granny Smith’, reporté pH= 3,540, 1, sélidos solubles= 13,6+0,1 °Brix y
firmeza= 59,3+6,3 N (Altisent et al., 2014). Ambos trabajos publicaron valores similares a los
aqui obtenidos para la materia prima. Rodriguez Arzuaga et al. (2013) compararon el
comportamiento de manzanas ‘Granny Smith’ sin minimo procesamiento (MP), minimamente
procesadas sin tratamiento quimico (T1) y tratada quimicamente con [0,5% AC+0,5%
AA+0,25% cloruro de calcio] (T2) y con [1,0% AC+1,0% AA+ 0,5% cloruro de calcio] (T3).
Para la materia prima reportaron resultados muy similares a los aqui presentados (pH= 3,43;
sOlidos solubles= 12,3 °Brix y firmeza= 71,36 N) y también observaron que al procesar la
muestra sin tratamiento quimico el contenido de s6lidos solubles descendié y el pH se mantuvo,
pero obtuvieron una disminucién en la firmeza. A su vez, los tratamientos quimicos aplicados
por los autores repercutieron en un descenso del pH, la firmeza y los s6lidos solubles respecto

de la materia prima, que es el mismo comportamiento observado en el presente estudio.

En la Tabla 3.55 se presentan los resultados de los pardmetros de color L*, a*, b*, Cap*
y hav. L* representa la luminosidad, mayores valores de L* corresponden a muestras mds claras,
mientras que valores negativos de a* se corresponden con tonos verdes y valores positivos con
tonos rojos. Las muestras tratadas (T) presentaron los mayores valores de luminosidad (L*) y
angulo de tono (hab), y el menor valor de a*. El pardeamiento enzimdtico ocurre a través de la
oxidacién de orto-fenoles a quinonas, por la accion de sistemas enzimdticos tales como la
polifen oloxidasa (PPO), que luego se polimerizan a pigmentos amarronados. La PPO
generalmente se asocia al plastidio y los sustratos fendlicos se encuentran en la vacuola, pero
la disrupcion celular y extracelular, que ocurre en las etapas de pelado, descorazonado y corte
del minimo procesamiento, permite que el sustrato y la enzima se pongan en contacto y, por lo
tanto, reaccionen para producir pardeamiento (Roksana et al., 2013). El resultado de esta
reaccion se ve reflejado en una disminucién de L* (muestra mds oscura) y un aumento de a*
(pérdida de tonos verdes o desarrollo de tonos rojizos), por lo tanto, el hecho de que la muestra
T presente luminosidad mds alta y un valor de a* mds bajo que las muestras MP y C, puede

atribuirse a que el tratamiento quimico aplicado inhibi6 o retard6 el desarrollo de pardeamiento.
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Las manzanas tratadas (T) también presentaron los valores de b* y Cap™ mds bajos (color menos
intenso), aunque para estos pardmetros no se detecté diferencia significativa (p>0,05) entre T y
C. Por otro lado, tampoco se detectaron diferencias significativas (p>0,05) entre MP y C para
ninguno de los pardmetros instrumentales de color determinados. Altisent et al. (2014) midieron
el color de manzanas ‘Granny Smith’ y reportaron valores de L* de 79,6 y de hap de 111,3, que
son comparables con los datos obtenidos en el presente estudio para MP. Piagentini et al. (2012)
determinaron el color de manzanas ‘Granny Smith” minimamente procesadas tratadas con 1%
ACy 1% AA vy sin tratar y obtuvieron valores de L* de alrededor de 75y 80 y de a* de 2 y -
0,8, en las manzanas sin tratar y tratadas, respectivamente. Los resultados de L* para ambas
muestras son comparables a los aqui presentados para C y T, mientras que los de a* son més
altos. En una comparacion de las caracteristicas de 5 variedades de manzana, Piagentini et al.
(2009) determinaron los pardmetros L*, a* y b* de manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas
y reportaron valores de 79,3; -0,9 y 18,6; respectivamente, que son similares a los obtenidos en

el presente estudio.

Tabla 3.55. Pardmetros instrumentales de color de las muestras MP, C y T de manzanas
‘Granny Smith’.

Muestra L* a¥* b* Cap* hab

MP  (76,40+0,97)* (-0,38+0,71)° (17,66£1,03)° (17,68+1,01)® (91,25+2,41)
C (75,8742,05)*  (-0,2240,50)° (16,71£1,42)*° (16,71+1,42)*® (90,80+1,67)*
T (77,77£1,12)°>  (-1,31£0,37)* (16,27+1,74)* (16,33+1,74)* (94,75+0,84)°

Letras distintas entre filas indican diferencia significativa (p<0,05, test de Tukey). MP: materia prima; C: control;
T: tratada.

En su estudio, Rodriguez Arzuaga et al. (2013) aplicaron a manzanas ‘Granny Smith’
minimamente procesadas un tratamiento quimico con concentraciones similares de 4cidos
citrico y ascérbico pero sin yerba mate (T3: 1,0% AC+1,0% AA+ 0,5% cloruro de calcio). Para
las manzanas tratadas reportaron valores de a* significativamente menores y valores de hap
significativamente mayores que para las manzanas minimamente procesadas sin tratar
coincidiendo con los presentados en la Tabla 3.55. Sin embargo, Rodriguez Arzuaga et al.
(2013) no detectaron diferencias significativas entre el valor de L* de ambas muestras. Estos
resultados podrian indicar que el tratamiento quimico con YM aqui propuesto es mds eficiente

para evitar el oscurecimiento de las manzanas que uno similar sin YM.
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Figura 3.76. Contenido de polifenoles de las muestras MP, C y T de manzanas ‘Granny
Smith’.
Letras distintas indican diferencia significativa (p<0,05, test de Tukey), entre muestras. MP: materia prima; C:
control; T: tratada.

En la Figura 3.76 se presentan los resultados de correspondientes al contenido de
compuestos polifendlicos totales obtenidos para MP, C y T. La YM presente en la solucién
aplicada a T es rica en compuestos polifendlicos (Bravo et al., 2007), lo que se traduce en un
incremento de estos compuestos en las manzanas con tratamiento quimico (40% superior a
MP). Por otro lado, el hecho de que C presente un nivel significativamente menor de polifenoles
que MP se explica por la lixiviacion de estas sustancias durante el lavado con agua de las
manzanas cortadas. Similarmente, Rodriguez Arzuaga et al. (2013) obtuvieron el menor

contenido de polifenoles en las manzanas minimamente procesadas lavadas con agua (T1).

Altisent et al. (2014) reportaron un contenido de polifenoles totales de ‘Granny Smith’
de 54,8 mg AGE/100g, similar al determinado en el presente estudio para la materia prima (61,3
mg AGE/100g). Aguayo et al. (2010) evaluaron el contenido de polifenoles totales en manzanas
variedad ‘Braeburn’ frescas cortadas sin tratar quimicamente, el dia de su elaboracion, y
obtuvieron resultados de 62,9 mg/100g, que son muy similares a los obtenidos para la muestra

C en el presente estudio (55,7 mg AGE/100g).
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Figura 3.77. Contenido de 4cido ascorbico y dcido ascorbico total de las muestras MP, Cy T

de manzanas ‘Granny Smith’.
MP: materia prima; C: control; T: tratada. Letras distintas dentro de cada serie de datos indican diferencia
significativa (p<0,05, test de Tukey), entre muestras, para cada pardmetro.

En la Figura 3.77 se presentan los resultados correpondientes al contenido de acido
ascorbico (AA) y dcido ascoérbico total (AAT) o vitamina C (AA + 4cido dehidroascérbico
ADHA), obtenidos para las tres muestras evaluadas. La muestra T presenté un valor
significativamente mayor (p<0,05) de AA y AAT, lo que demuestra que al menos parte del
dcido ascorbico presente en la solucion aplicada, penetré en las manzanas. No se detectd
diferencia significativa (p>0,05) entre los resultados de las muestras MP y C, por lo que se
puede concluir que el minimo procesamiento y el lavado con agua no tienen un efecto inmediato
sobre el 4cido ascoérbico naturalmente presente en las manzanas. Altisent et al. (2014)
analizaron el contenido de &cido ascérbico de manzanas ‘Granny Smith’ y obtuvieron
resultados de 1,8 mg/100g. Comparando esos resultados con los aqui presentandos para MP

(1,5 mg/100g), se observa que son muy similares.

El 4cido ascorbico representa el 86, 93 y 96% del acido ascorbico total en MP, C y T,
respectivamente. El hecho de que el 4cido ascorbico sea la especie predominante es positivo
desde el punto de vista nutricional, ya que el d4cido L-ascorbico es el isémero bioldégicamente
activo con mayor actividad como vitamina C, mientras que todavia hay discusién sobre la
actividad vitaminica del 4cido L-dehidroascérbico (ADHA). Algunos autores indican que el
ADHA tiene un 10% de la actividad como vitamina C del AA (Novikovi et al., 2008; Ogiri et
al., 2002).

En la Figura 3.78 se presentan los resultados de capacidad antioxidante (CAO) por los

dos métodos utilizados. En ambos casos, T present6 la mayor actividad antioxidante (27 y 43%
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superior a MP, determinadas por DPPH* y FRAP, respectivamente) y no se detect diferencia
significativa (p<0,05) entre MP y C. El aumento en la CAO en las muestras T se debe tanto al
aporte de polifenoles realizado por la infusién de YM, como al 4cido ascérbico presente en la
solucion antioxidante aplicada. La disminucién del contenido de polifenoles de C (Figura 3.78),

no se tradujo en un descenso significativo en su capacidad antioxidante.
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Figura 3.78. Capacidad antioxidante por los métodos del radical DPPH* y FRAP, de las

muestras MP, C y T de manzanas ‘Granny Smith’.
MP: materia prima; C: control; T: tratada. Letras distintas dentro de cada serie de datos indican diferencia
significativa (p<0,05, test de Tukey), entre muestras, para cada pardmetro.
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En la Tabla 3.56 se pueden observar los resultados obtenidos en los recuentos
microbioldgicos. En general, ninguno los recuentos obtenidos superan los 2 O&rdenes
logaritmicos. No se detectaron diferencias significativas (p>0,05) entre MP, C y T para
psicrotrofos, mohos y levaduras. Estos resultados sugieren que el minimo procesamiento, con
o sin tratamiento quimico, no aumenté la carga de estos microorganismos. En cuanto a los
aerobios mesofilos totales (AMT), C presentd un contenido significativamente menor, mientras
que no hubo diferencias significativas entre los resultados obtenidos para MP y T. Estos
resultados pueden explicarse por una reduccion de la carga de C durante el lavado con agua. Se
realizaron recuentos microbioldgicos de AMT, psicrotrofos, mohos y levaduras en la soluciéon
antioxidante aplicada obteniéndose recuentos inferiores a 10 UFC/g en todos los casos. Wu et
al. (2012) determinaron la carga de aerobios mesofilos totales, psicrotrofos y mohos y levaduras
en manzanas ‘Fuji’ frescas cortadas sin tratamiento quimico y obtuvieron valores de 2,1; 2,6 y
3,1 log UFC/g, respectivamente. Rojas-Graii et al. (2008) también determinaron AMT en

manzanas ‘Fuji’ frescas cortadas sin tratar quimicamente y obtuvieron recuentos de 3 log
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UFC/g. Ambos estudios publican resultados algo superiores a los determinados en el presente

trabajo para la muestra C.

Tabla 3.56. Recuento de microorganismos aerobios mesoéfilos totales (AMT), psicrotrofos,
mohos y levaduras de las muestras MP, C y T de manzanas ‘Granny Smith’.

Muestra AMT Psicrotrofos Mohos Levaduras
(log UFC/g) (log UFC/g) (log UFC/g)  (log UFC/g)

MP (1,6 £0,1)° (1,4 +0,1)° (144027  (1,2+02)
C (1,0 £0,1)* (1,0 £0,2) (1,L1£0,27  (1,0+0,1)°
T (1,7 +0,2)° (1,1 £0,2) (1,0£0,1*  (1,0+02)°

Promedios + desviacion estdndar. Letras distintas entre filas indican diferencia significativa (p<0,05, test de
Tukey). MP: materia prima; C: control; T: tratada.

Los puntajes promedio obtenidos en los atributos sensoriales estudiados, luego de que
un panel entrenado evaluara las muestras, se presentan en la Tabla 3.57. El minimo
procesamiento y el tratamiento quimico no afectaron la astringencia, crujencia y jugosidad de
las manzanas. Los valores promedio obtenidos para estos atributos fueron 1,5+0,9; 8,0+0,8 y
7,6+0,9; respectivamente. La materia prima (MP) obtuvo el menor valor en apariencia general
y el mayor valor en pardeamiento. Por otra parte, la muestra tratada (T) obtuvo el mayor valor
en apariencia general y el menor desarrollo de pardeamiento (Tabla 3.57). Estos resultados
indican que el tratamiento quimico ejerce un efecto inmediato, evitando el desarrollo de
pardeamiento enzimdtico en las manzanas. Por otro lado, el hecho de que la muestra C presente
mejor apariencia que MP puede deberse a que el lavado de los octavos de manzana con agua
reduce el contenido de sustancias que actiian como sustrato en la reaccion de pardeamiento
enzimadtico, lo que correlacionaria con el menor contenido de polifenoles totales determinado
para la muestra control (Figura 3.76). Las operaciones bdsicas de procesamiento minimo
(lavado, pelado, descorazonado y cortado) no influyeron en el flavor caracteristico, gusto acido
y presencia de off-flavors y off-odors (no se detectaron diferencias significativas entre MP y C).
Sin embargo el tratamiento quimico con yerba mate y dcidos citrico y ascorbico si tuvo un
efecto sobre estos atributos, disminuyendo ligeramente el flavor caracteristico y aumentando

entre 0,5 y 2,3 puntos el gusto dcido, off-flavors y off-odors con respecto a MP (Tabla 3.57).
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Tabla 3.57. Atributos sensoriales de las muestras MP, C y T de manzanas ‘Granny Smith’.

Apariencia Pardeamiento Flavor Gusto Off-

Muestra s L.
general caracteristico acido flavors

Off-odors

MP (6,1£0,7)2 (4,1£1,0)° (5,1£0,6)°  (5,120,6)*® (0,6+0,9)* (0,7+0,9)
C (6,9+1,1)>  (3,2+1,0)° (4,940,8)>  (4,5+1,00* (0,4+0,7)* (0,5+0,6)%

T (9,0+0,4)° (0,3+0,4)2 (3,8+£0,6)*  (5,620,8)° (2,9+1,1)° (2,3+0,7)°

Promedios + desviacién estdndar. Letras distintas entre filas indican diferencia significativa (p<0,05, test de
Tukey). MP: materia prima; C: control; T: tratada.

En la Figura 3.79 se representan graficamente los atributos sensoriales de las tres

muestras en los que se obtuvo diferencias significativas (p<0,05).
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Figura 3.79. Grifico de arafia para los atributos sensoriales: apariencia general,
pardeamiento, flavor caracteristico, off-flavors y off-odors, de las muestras MP, C y T de

manzanas ‘Granny Smith’.
MP: materia prima; C: control; T: tratada.

Comparando los resultados instrumentales con los resultados sensoriales para cada una
de las muestras, se puede observar que T present6 el menor pH y eso se reflejo sensorialmente,
ya que fue la muestra con mayor gusto 4cido. En cuanto a la firmeza, si bien instrumentalmente
se detecté un descenso significativo de la firmeza al aplicar el tratamiento quimico, esta

diferencia no se tradujo en un cambio en la crujencia sensorial de las muestras (las tres fueron

198



Resultados y Discusion

similares desde el punto de vista estadistico). Los resultados instrumentales y sensoriales
coincidieron en que T fue la muestra que desarrollé menor pardeamiento con respecto a MP y

C (mayor L*, menor a*, menor Ca* y menor puntaje en el atributo pardeamiento).
y y puntaj p

3.3.5. Ensayo de almacenamiento de manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas

Se realiz6 un ensayo de almacenamiento con el objetivo de comparar el comportamiento
de las manzanas frescas cortadas tratadas con la solucién antioxidante de 1,2% de yerba mate
+0,9% de 4cido citrico + 1,0% de 4cido ascérbico (muestras T) con respecto a manzanas frescas
cortadas sin tratamiento antioxidante (muestras C). Se estudi6 la evolucién de los pardmetros
fisicoquimicos, compuestos bioactivos y capacidad antioxidante, recuentos microbioldgicos y
atributos sensoriales de las muestras C y T, durante el almacenamiento refrigerado a 2 y 10°C.
Esto permiti6 analizar cada una de las respuestas en funcion de los tres factores: tratamiento
quimico (C y T), temperatura de almacenamiento (2°C y 10°C) y tiempo de almacenamiento

(en dias).

3.3.5.1. Parametros fisicoquimicos
¢ pH, contenido de sdlidos solubles y firmeza

Los resultados de pH, sélidos solubles y firmeza obtenidos para las muestras tratadas
(T) y sin tratar (C) durante el almacenamiento a 2 y 10°C se encuentran en las Tablas 3.58 y

3.59, respectivamente.

Inicialmente, las muestras T presentan un pH mads bajo que C, lo que era esperable
debido al tratamiento dcido aplicado (pHsolcisn= 2,81). Por otro lado, a lo largo del
almacenamiento, el pH de las muestras C y T no se modifica significativamente, tanto para 2

como para 10°C.

El contenido de sélidos solubles de las manzanas tratadas (T) fue ligeramente superior
el dia O, pero esta diferencia no se mantuvo durante el almacenamiento. Luego de un dia de
almacenamiento el contenido de s6lidos solubles no se modificé significativamente debido al
tratamiento aplicado (la solucién aplicada tenia 2,3° Brix) ni durante el almacenamiento a 2 y

10°C, manteniéndose los valores de todas las muestras entre 10,4 y 12,5°Brix.
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Tabla 3.58. pH, solidos solubles y firmeza de manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas
tratadas con solucién antioxidante (T) y sin tratar (C), durante el almacenamiento a 2°C.

H Solidos solubles Firmeza
Tiempo P (°Brix) (N)
(dias)
C T C T C T
0 3,43+0,05 3,34+0,06  9,9+0,7 10,6+£0,2  63,844,2 62,723
1 3,4340,01 3,3440,01 11,2404  10,4+0,3 60,7£5,8 66,0+4,5
2 3,51+£0,05 3,4240,06 11,0+£0,2 10,7+0,2 64,843,5 62,243,1
4 3,41+0,09 3,33+0,10 11,740,2  10,8+0,7 65,847,2 622434
7 3,40+0,05 3,50+0,06 11,240,1 10,8£0,6  62,743,5 60,8+10,0
10 3,46+0,06 3,50+0,06 11,5+0,1 11,7404  66,5+£3,9  65,6+7,0
15 3,46+0,06 3,40+0,06 12,2+0,1 10,4+0,1 66,8+2,7 63,0422
18 3,58+0,05 3,38+0,01 11,5+0,3 11,4+0,0 65,043,9 63,363

Promedios + desviacion estandar.

Tabla 3.59. pH, solidos solubles y firmeza de manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas
tratadas con solucion antioxidante (T) y sin tratar (C), durante el almacenamiento a 10°C.

. H Solidos solubles Firmeza
Tlempo P (OBI'iX) (N)
(dias)
C T C T C T
0 3,58+0,01 3,36+0,06 10,4+0,3 11,4+0,8  67,3%5,1 59,1+3,5
1 3,55+0,01 3,45+0,01 11,8+0,3 11,1£0,2 59,8443  63,248,8
2 3,484+0,05 3,54+0,01 12,5+0,3 11,3+0,8 65,345 59,8419
5 3,47+0,05 3,40+0,06 12,2+0,7 10,5+0,1 64,624  61,9+7,6
7 3,37+£0,05 3,50+0,06 10,4+0,0 10,940,1 64,7£5,3  61,5+4.,8
9 3,5240,05 3,48+0,10 10,9+0,2 10,9+£0,2 66,059 64,8463
12 3,53+0,10 3,50+0,06 11,1+0,1 11,5+0,1 61,845,3  59,1+4,1
15 3,50+0,05 3,50+0,06 10,0+0,3 10,0£0,0 61,4448  61,0%5,1

Promedios + desviacion estandar.

200



Resultados y Discusion

Wu et al. (2012) almacenaron manzanas variedad ‘Fuji’ frescas cortadas sin tratar y
tratadas con una solucién de 0,5% AA+ 0,5% AC + 0,5% CaCl,, durante 14 dias a 4°C, y no
encontraron variaciones significativas en el contenido de sélidos solubles de ninguna de las

muestras a lo largo de todo el almacenamiento, similarmente a lo aqui encontrado.

Una de las posibles consecuencias indeseables del corte es el ablandamiento. El daiio al
tejido resulta en una pérdida de firmeza, principalmente debida a la hidrdlisis enzimadtica de las
sustancias pécticas presentes en la pared celular y la accidn de las enzimas pectinoliticas, el
descenso de la cristalinidad de la celulosa y el afinamiento de las paredes celulares (Qi et al.,

2011), por lo que resulta de interés evaluar la firmeza de las muestras.

Similarmente a lo encontrado para el contenido de sélidos solubles, la firmeza de las
manzanas frescas cortadas no se modific6 debido al tratamiento aplicado, ni durante el

almacenamiento a 2 y 10°C (Tablas 3.58 y 3.59).

Rodriguez Arzuaga et al. (2013) evaluaron el pH, el contenido de sélidos solubles y la
firmeza inicial y luego de 7 dias de almacenamiento a 1,5°C de manzanas ‘Granny Smith’
frescas cortadas tratadas con 2 soluciones antioxidantes: T2 (0,5% de acido citrico+0,5% de
dcido ascorbico+0,5% de cloruro de calcio) y T3 (1,0% de 4cido citrico+1,0% de 4cido
ascorbico+1,0% de cloruro de calcio), y las compararon con manzanas frescas cortadas lavadas
con agua (T1). Al igual que lo obtenido en el presente trabajo de tesis, los autores reportaron
que las muestras tratadas presentaron un menor valor de pH que la muestra control. Adem4s,
no encontraron diferencias significativas en el contenido de sélidos solubles entre las muestras
tratadas y control ni en el dia inicial ni luego de los 7 dias. También determinaron que la firmeza
de las manzanas frescas cortadas fue similar para los tres tratamientos aplicados y no se
modificé significativamente durante los 7 dias de almacenamiento. Sin embargo, en el estudio
realizado por Cocci et al. (2006), los valores de firmeza de manzanas “Golden Delicious” frescas
cortadas tratadas quimicamente con 1% de AA y 1% de AC, disminuyeron significativamente

con el tiempo de almacenamiento, y en comparacion con las manzanas control.

¢ Color
El color es un indicador de la frescura y calidad de frutas y hortalizas y puede utilizarse

para definir pardmetros de calidad internos y externos (Altisent et al., 2014).

Los cambios de color de las muestras de manzanas control y tratadas se evaluaron a

través de los pardmetros instrumentales L*, a*, b*, C a* y hap.
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Se determiné la luminosidad (L*) de las muestras C y T durante el almacenamiento a 2

y 10°C (Figura 3.80).
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Figura 3.80. Pardmetro instrumental de color L* de manzanas ‘Granny Smith’ frescas
cortadas tratadas con solucién antioxidante (T) y sin tratar (C) durante el almacenamiento a

2°C (a) y 10°C (b).

Las barras representan la desviacion estdndar.

Como se observa en la Figura 3.80a, durante el almacenamiento a 2°C ocurre una

disminucién del pardmetro L* tanto en las muestras control (C) como en las tratadas (T), lo

que se traduce en un oscurecimiento de las muestras. Hasta el dia 10 las manzanas tratadas

quimicamente son mds claras (L* mayor) que las muestras control (sin tratamiento quimico),

mientras que desde el dia 10 en adelante no existen diferencias entre ambas muestras. Por otro

lado, a 10°C (Figura 3.80b) T también presenta mayor luminosidad desde el inicio hasta el

séptimo dia de almacenamiento, y a partir de ese dia el pardmetro L* de las muestras tratadas

(T) y control (C) no difiere significativamente.
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Piagentini et al. (2012) almacenaron manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas tratadas
con una solucién de 1% de 4cido citrico + 1% de acido ascorbico, y sin tratar, a 2,5°C, y
reportaron resultados muy similares a los obtenidos en el presente estudio. Al dia O obtuvieron
valores de L* de aproximadamente 78 y 76 para las manzanas tratadas y sin tratar,

respectivamente, y luego de 15 dias de almacenamiento la luminosidad de ambas muestras

disminuyd.
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Figura 3.81. Parametro instrumental de color a* de manzanas ‘Granny Smith’ frescas
cortadas tratadas con solucion antioxidante (T) y sin tratar (C) durante el almacenamiento a
2°C (a) y 10°C (b).

Las barras representan la desviacion estadar.

Los resultados obtenidos para a* (Figura 3.81) se condicen con los obtenidos para L*.
Valores de a* negativos se corresponden con tonos verdes y valores de a* positivos con tonos
rojizos. Inicialmente las muestras sin tratamiento quimico (C) presentaron valores de a*
superiores al de las muestras tratadas (T). Al igual que en el caso de la luminosidad, esta

diferencia desaparece a los 10 dias para el almacenamiento a 2°C (Figura 3.81a) y a los 7 dias
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para el almacenamiento a 10°C (Figura 3.81b). Ademads, se observé un aumento de a* durante

el almacenamiento de ambas muestras para ambas temperaturas.

Cap* representa la cromaticidad o intensidad del color. Analizando las tendencias
obtenidas en este pardmtro tanto para las muestras C como para las muestras T, a ambas
temperaturas de almacenamiento (Figura 3.82), se puede afirmar que, en lineas generales, se

observé un comportamiento similar al obtenido para el pardmetro a*.
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Figura 3.82. Pardmetro instrumental de color Cap* de manzanas ‘Granny Smith’ frescas
cortadas tratadas con solucion antioxidante (T) y sin tratar (C) durante el almacenamiento a
2°C (a) y 10°C (b).

Las barras representan la desviacion estdndar.
Los resultados obtenidos para el pardmetro ha, se presentan en la Figura 3.83. Las
manzanas tratadas presentaron niveles de hap superiores a las muestras sin tratar hasta el dia 10
y 7 a 2 y 10°C, respectivamente. Pasado este tiempo de almacenamiento las diferencias

obtenidas entre las muestras no fueron significativas.
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Figura 3.83. Pardmetro instrumental de color ha, de manzanas ‘Granny Smith’ frescas
cortadas tratadas con solucion antioxidante (T) y sin tratar (C) durante el almacenamiento a
2°C (a) y 10°C (b).

Las barras representan la desviacion estdndar.

En resumen, durante el almacenamiento de ambas muestras de manzana a 2 y 10°C se
observé un aumento en los pardmetros a* y Cap* y una disminucién en L* y hab, siendo estos
cambios menos pronunciados durante el amacenamiento a 2°C. Piagentini et al. (2008)
encontraron que el desarrollo de pardeamiento en cinco variedades distintas de manzanas
frescas cortadas se representaba por un descenso en los pardmetros L* y hap y un incremento en
a*, b* y Cap*, lo que se corresponde con los resultados aqui presentados. Por lo tanto, segin los
resultados obtenidos, a 2°C el desarrollo de pardeamiento ocurrié més lentamente que a 10°C.
A su vez, las manzanas tratadas quimicamente desarrollaron menor pardeamiento que las
control hasta el décimo dia de almacenamiento a 2°C y el séptimo a 10°C. Rodriguez Arzuaga
et al. (2013) también encontraron que tanto en manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas

tratadas con soluciones de (dcido ascérbico+4acido citrico+cloruro de calcio) como en las sin
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tratar, los pardmetros de color L* y h,p disminuyen, y a*, b* y Cap* aumentan, luego de 7 dias
de almacenamiento a 1,5°C. Ademads, reportaron que los valores de Cap* y hap de las muestras
tratadas con (1% de acido ascorbico+1% de acido citrico+0,5% de cloruro de calcio) fueron
ligeramente inferiores y superiores, respectivamente, comparados con las otras muestras, luego
de los 7 dias a 1,5°C. Sin embargo, todas las muestras, tratadas y sin tratar, presentaron valores
de L* similares entre si, a diferencia de lo aqui encontrado. Esta diferencia podria sugerir una
mejora del color de las manzanas tratadas con &cido citrico, dcido ascorbico y yerba mate,

respecto de aquellas tratadas con una solucién similar pero sin yerba mate.

3.3.5.2. Compuestos bioactivos y capacidad antioxidante
¢ Contenido de polifenoles totales

Inicialmente, la concentracion de polifenoles totales (PT) de las manzanas tratadas fue
de 88,2 mg AGE/100g, un 58% superior al contenido de las muestras control (55,7 mg
AGE/100g).

A 2°C, se observa un aumento del contenido de polifenoles entre los dias 0 y 2, tanto en
las manzanas tratadas como en aquellas sin tratar, de un 9 y un 19%, respectivamente (Figura
3.84a). A menudo, en los productos frescos cortados se observa un incremento del contenido
de compuestos polifendlicos durante los primeros dias del almacenamiento, causado por los
diversos estreses abidticos que promueven un aumento en la actividad de la fenilalanina liasa
(PAL), que es el primer paso en el metabolismo fenilpropanoide (Saltveit, 2000). Amodio et al.
(2014) almacenaron manzanas ‘Stark Red” a 5°C y midieron el contenido de polifenoles totales
luego de 1, 2, 5y 7 dias y observaron un aumento del contenido de polifenoles entre los dias 0
y 2, que coincide con los resultados obtenidos en el presente estudio para el almacenamiento a
2°C.

A partir del dia 2, se observé un descenso del contenido de polifenoles para ambas
muestras almacenadas a 2°C. En el caso de las manzanas tratadas (T), el contenido de PT
alcanz6 una concentracién de 64,4 mg AGE/100g (26% inferior al valor inicial) luego de 18
dfas. Por otra parte, las muestras control alcanzaron un contenido de PT de 55,3 mg AGE/100g,
similar al contenido inicial, pero 16% inferior al de las muestras tratadas el mismo dia (Figura
3.84a). Rodriguez Arzuaga et al. (2013) almacenaron a 1,5°C, manzanas ‘Granny Smith’
frescas cortadas con diferentes tratamientos quimicos y obtuvieron un descenso significativo
en el contenido de polifenoles totales en las manzanas sin tratar (T1) y en aquellas tratadas con

una solucién de 0,5% AC+0,5% AA+0,5% CaCl, (T?2), sin embargo no detectaron diferencias
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significativas entre los polifenoles de las manzanas tratadas con una solucién de 1,0%
AC+1,0% AA+1,0% CaClz (T3) alos dias 0 y 7. Luego de 7 dias a 1,5°C los valores de PT de
T2 y T3 reportados por Rodriguez Arzuaga et al. (2013) fueron 72,90 y 74,52 mg AGE/100g,
respectivamente, 17 a 19% menos que el contenido de PT obtenido para T luego de 7 dias a
2°C (89,8 mg AGE/100g), en el presente estudio. Esta diferencia podria deberse a la presencia

de YM en la solucién aqui aplicada.

A 10°C se observé un ligero descenso en el contenido de PT durante el primer dia de
almacenamiento para ambas muestras y una posterior estabilizacion, siendo siempre superior
el contenido de PT en las muestras tratadas. Luego de 15 dias de almacenamiento T presentd
un contenido de PT de 72,4 mg AGE/100g, 16% superior al de las muestras control el mismo
dia (Figura 3.84b). Cocci et al. (2006) obtuvieron un descenso del 50% del contenido de
polifenoles en manzanas ‘Golden Delicious’ frescas cortadas tratadas con una solucion de 1%
AA+1% AC vy sin tratar, luego de 1 dia a 4°C, que luego se mantuvo constante y similar para
ambos tratamientos, hasta el final del almacenamiento en frio. Los autores resaltaron que este
fendmeno podria deberse a la rdpida oxidacion de los PT en la superficie de corte, que esta
directamente en contacto con el Oz del espacio de cabeza. En ese caso, el equilibrio entre los
PT y los compuestos de color marrén producidos por la accién de la PPO se alcanzé
rapidamente (en 2 dias), y no cambi hasta el final del experimento. Cocci et al. (2006) también
indicaron que esta hipdtesis se ve confirmada por la fuerte correlacion negativa encontrada entre
los PT y el desarrollo de pardeamiento, similarmente a lo reportado por Rocha y Morais (2003).
Ademds, y al igual que a lo aqui encontrado, Cocci et al. (2006) obtuvieron niveles de PT mas
altos para las muestras tratadas con 4cido ascorbico + dcido citrico en comparacién con aquellos
no tratadas, debido a la accién reductora del 4cido ascérbico que impidié una mayor

degradacion de los PT (Gil et al., 1998).
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Figura 3.84. Polifenoles totales de manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas tratadas con

solucién antioxidante (T) y sin tratar (C), durante el almacenamiento a 2°C (a) y 10°C (b).
Las barras de error representan la desviacion estdndar.

El desarrollo del pardeamiento enzimatico ocurre a expensas de la oxidacion de los
polifenoles por accién de las enzimas polifenol oxidasas (Altunkaya y Gokmen, 2009). En
contraposicion, los estreses abidticos pueden inducir la sintesis de compuestos polifendlicos,
tal como se menciond anteriormente. Estas dos reacciones actian en sentido opuesto y
dependiendo de cudl de las dos prevalezca se observard un incremento o un descenso en la

concentracion de estos compuestos.

Wu et al. (2012) reportaron una disminucién del 32% del contenido de compuestos
polifenodlicos totales en manzanas ‘Fuji’ frescas cortadas tratadas con [0,5% de 4cido ascérbico
+ 0,5% de 4acido citrico + 0,5% de cloruro de calcio], luego de 14 dias de almacenamiento
refrigerado a 4°C. Esta reduccion es superior a las obtenidas en la presente tesis, donde

manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas tratadas con [1,2% yerba mate, 0,9% 4cido citrico y
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1,0% 4acido ascorbico], redujeron en un 14% y un 19% su contenido de polifenoles totales luego

de 15 dias de almacenamiento a 2°C y 10°C, respectivamente.

Las manzanas sin tratar quimicamente (C) presentaron un nivel inicial de polifenoles de
55,7 mg AGE/100g. En la Figura 3.84 se puede observar que la concentracién de PT de C se
mantiene practicamente constante a lo largo del almacenamiento tanto a 2 y 10°C (a excepcién
del incremento observado a 2°C durante los dos primeros dias), terminando con contenidos de
PT de 54,0 y 62,2 mg AGE/100g, luego de 15 dfas a 2 y 10°C, respectivamente. El pequefio
incremento en la concentracion de polifenoles durante el almacenamiento en cdmara a 10°C
puede deberse tanto a la variabilidad de las muestras, por tratarse de productos biolégicos, como

a la sintesis de polifenoles inducida por estreses abioticos.

Los diferentes comportamientos de los polifenoles de las manzanas C y T pueden
deberse a que son los polifenoles aportados por la yerba mate los que se consumen inicialmente
actuando como antioxidantes. Como resultado, la diferencia inicial de concentraciones en C y
T se reduce al final del almacenamiento, aunque el contenido de PT de T se mantiene siempre

superior al de las muestras control (C).

¢ Contenido de 4cido ascérbico (AA) y acido ascorbico total (AAT)
Los resultados obtenidos para el contenido de dcido ascérbico (AA) y dcido ascérbico
total o vitamina C (AAT: 4cido ascérbico+dcido dehidroascérbico), durante el almacenamiento

de las manzanas frescas cortadas, se presentan en las Figuras 3.85 y 3.86, respectivamente.

Las manzanas sin tratar (C) presentaron contenidos significativamente inferiores tanto
de 4dcido ascérbico, como de AAT, al de las manzanas tratadas (T) hasta el dia 10, para el
almacenamiento a 2°C y hasta el dia 7, para el almacenamiento a 10°C (Figuras 3.85 y 3.86).
A partir de estos dias, se iguala el contenido dcido ascérbico de ambas muestras, mientras que
las muestras T siguen presentando un nivel superior de 4cido ascorbico total que las C, pero

con una diferencia mucho menor a la presentada en dias previos.

Los niveles de 4cido ascérbico de las muestras control (C) variaron entre 1,0 mg/100g
y 0,2 mg/100g, a ambas temperaturas de almacenamiento, obteniéndose la menor concentraciéon
en el dltimo dia de almacenamiento. Por otro lado, los niveles de acido ascorbico total de C
variaron entre 1,6 y 0,5 mg/100g a 2°C, y entre 1,0 y 0,2 mg/100g , a 10°C (Figuras 3.86 y
3.86).
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Figura 3.85. Acido ascérbico reducido de manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas
tratadas con solucién antioxidante (T) y sin tratar (C), durante el almacenamiento a 2°C (a) y
10°C (b).

Las barras representan la desviacion estdndar.

El contenido inicial de 4cido ascérbico obtenido para las muestras tratadas (T) fue de
18,2 mg/100g. A ambas temperaturas de almacenamiento se produjo un pico de 4cido ascérbico
al dia 1, que correspondi6 a la concentracién maxima obtenida durante el almacenamiento para
T. A 2°C el contenido de dcido ascorbico de las manzanas tratadas varié entre 20,5 mg/100g
(dia 1) y 0,5 mg/100g (dia 18), mientras que a 10°C varié entre 19,1 mg/100g (dia 1) y 2,0
mg/100g (dia 15).

El contenido de vitamina C de T presentdé un comportamiento similar que el de 4cido
ascorbico. A 2°C el contenido de acido ascdrbico total de las manzanas tratadas varid entre 22,4
mg/100g (dia 1) y 0,8 mg/100g (dia 18), mientras que a 10°C vari6 entre 19,5 mg/100g (dia 1)
y 2,2 mg/100g (dia 15).
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Figura 3.86. Acido ascérbico total de manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas tratadas con

solucién antioxidante (T) y sin tratar (C), durante el almacenamiento a 2°C (a) y 10°C (b).
Las barras representan la desviacion estdndar.

Estos resultados coinciden con los publicados por Cocci et al. (2006) donde las
manzanas tratadas mostraron valores iniciales aproximadamente 20 veces mds altos que los
controles, a causa de la absorcién de AA debido al tratamiento anti-pardeamiento y estos

valores disminuyeron después de 1 dia de almacenamiento.

El 4cido L-ascérbico (AA) es la principal forma biolégicamente activa de la vitamina C
y puede ser reversiblemente oxidado a la forma de 4cido L-dehidroascérbico (ADHA) debido
a la presencia de hidroxilos en su estructura. El ADHA presenta actividad vitaminica pero en

menor porcentaje que la forma reducida (Novakova et al., 2008).
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¢ Capacidad antioxidante
Capacidad antioxidante por el método del radical DPPH*

La capacidad antioxidante (CAO) inicial de las muestras control fue de 75,9 mg
AAe/100g. Durante el almacenamiento a 10°C la CAO de C se mantuvo constante (Figura
3.87b). Por otro lado, en la Figura 3.87a se observa que a 2°C la actividad antioxidante de la
muestra C se mantiene constante hasta el dia 7, luego se observa un incremento entre los dias 7
y 15, y finalmente se vuelve a estabilizar. Rodriguez Arzuaga et al. (2013) también observaron
un aumento significativo de la capacidad antioxidante determinada por el método del radical
DPPH*, en manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas sin tratamiento quimico, luego de 7 dias

al,5°C.

En cuanto a las manzanas tratadas con solucion antioxidante, la capacidad antioxidante
inicial promedio fue de 106,6 mg AAe/100g. A 2°C se observé un aumento de la actividad
antioxidante durante los primeros dos dias de almacenamiento, mientras que a 10°C ocurrié un
descenso en la CAO durante el mismo periodo (Figura 3.87). Este comportamiento es similar
al observado en el contenido de polifenoles totales. A partir del dia 2, la actividad antioxidante
determinada por el radical DPPH* se mantuvo constante para las muestras T, a ambas
temperaturas de almacenamiento. Rodriguez Arzuaga et al. (2013) no detectaron diferencias
significativas en la CAO de manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas tratadas con una
solucién acuosa de [0,5% AC+0,5% AA+0,25% CaClz] con 0 y 7 dias de almacenamiento en

camara a 1,5°C.

A 2°C, T present6 una mayor CAO por el método DPPH* que C, durante los primeros
7 dias de almacenamiento, y desde el dia 7 en adelante C y T presentaron valores muy similares
de actividad antioxidante. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Cocci et al. (2006),
quienes almacenaron a 2°C manzanas ‘Golden Delicious’ frescas cortadas tratadas con 1%
AC+1%AA vy sin tratar, y observaron que las manzanas tratadas quimicamente presentaron una
mayor capacidad antioxidante determinada por el método del radical DPPH* que aquellas sin
tratar, durante los primeros 6 dias de almacenamiento y que a partir de este dia ambas CAO se

igualaban.
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Figura 3.87. Capacidad antioxidante, determinada por el método del radical DPPH*, de
manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas tratadas con solucion antioxidante (T) y sin tratar

(C), durante el almacenamiento a 2°C (a) y 10°C (b) .
Las barras representan la desviacion estindar. AEAC = Capacidad antioxidante equivalente al 4cido
ascorbico.

Capacidad antioxidante por el método de FRAP

Al igual que lo ocurrido con el contenido de polifenoles totales y con la capacidad
antioxidante determinada por el método del radical DPPH*, la CAO obtenida por el método de
FRAP, tanto de las manzanas tratadas como de las sin tratar, se mantuvo constante durante los
15 dias de almacenamiento a 10°C (Figura 3.88b), siendo mayor la capacidad antioxidante de
las muestras T. Por otro lado, a 2°C, tanto C como T presentaron un descenso en la actividad

antioxidante al dia 1, que luego se mantuvo constante hasta el final del almacenamiento.

213



Resultados y Discusion

500

1 (a)
400 -

w

o

o
il
-
i

FOA
_|

=

o

o
|

FRAP (umoles Fe/100g)
o
o

o

0 5 10 15 20
Tiempo (dias)

500

(b)
400 -

300 - = — s

- G ——C
200 |
;

100 -

FRAP (umoles Fe/100g)

o

0 5 10 15 20
Tiempo (dias)

Figura 3.88. Capacidad antioxidante (CAO) determinada por el método de FRAP, de
manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas tratadas con solucién antioxidante (T) y sin tratar

(C), durante el almacenamiento a 2°C (a) y 10°C (b).
Las barras representan la desviacion estdndar.

3.3.5.3. Atributos sensoriales

Los atributos sensoriales mas importantes de las frutas y hortalizas frescas incluyen:
apariencia, color, textura, sabor y aroma (Ayala-Zavala et al., 2008). Los consumidores juzgan
la calidad de frutas y hortalizas frescas cortadas al momento de la compra, en base a la
apariencia, pero las adquisiciones posteriores dependen de la satisfaccion alcanzada en términos

de textura y sabor, ademads de la calidad nutricional y seguridad (Rico et al., 2007).

Para estudiar la calidad sensorial de las manzanas tratadas y sin tratar a lo largo del
almacenamiento, un panel entrenado de 8 jueces evalud una serie de atributos relativos a la
apariencia, sabor, aroma y textura de las muestras, utilizando escalas no estructuradas de 10

cm, tal como se indic6 en la seccion 2.4.11 del capitulo Materiales y métodos.
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¢ Apariencia general y pardeamiento

La apariencia visual de una fruta fresca cortada es el atributo mas inmediatamente obvio
para el consumidor y afecta en gran medida su vida ttil comercial. Muchos factores influyen
en la apariencia visual, desde los efectos relacionados con el corte, a la deshidratacién o la
actividad microbiana. El color es un componente muy importante de la apariencia visual y
puede estar influenciado por los pigmentos naturalmente presentes o por los pigmentos
resultantes de reacciones de pardeamiento. El pardeamiento de las frutas es uno de los
principales problemas de la industria alimentaria y se cree que probablemente es la primera
causa de pérdida de calidad durante el manejo post-cosecha, procesamiento y almacenamiento

(Piagentini et al. 2012; Toivonen y Brummell, 2008).
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Figura 3.89. Apariencia general de manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas tratadas con

solucién antioxidante (T) y sin tratar (C), durante el almacenamiento a 2°C (a) y 10°C (b).
Las barras representan la desviacion estdndar.
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En las Figuras 3.89 y 3.90 se presentan los resultados obtenidos para apariencia general
y pardeamiento durante el almacenamiento a 2 y 10°C. Tanto para las muestras almacenadas a
2°C como para aquellas almacenadas a 10°C, se observo que la apariencia general disminuy6
y el pardeamiento aument6 durante el almacenamiento. Se obtuvo un coeficiente de correlacion
(R) entre ambos atributos de -0,95, altamente significativo (p<0,0001), por lo que se deduce
que el pardeamiento tiene una gran influencia en la apariencia de las manzanas frescas cortadas

(Tabla 3.63).
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Figura 3.90. Pardeamiento de manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas tratadas con
solucién antioxidante (T) y sin tratar (C), durante el almacenamiento a 2°C (a) y 10°C (b).
Las barras representan la desviacion estdndar.

En la Figura 3.89 se observa que a 2°C la apariencia general de las manzanas tratadas
fue mayor que la de las manzanas sin tratar, hasta el dia 10; mientras que a 10°C, T presenta
mejor apariencia que C hasta el dia 5. En el caso del pardeamiento (Figura 3.90) se observo que

las muestras T presentaron menor desarrollo de pardeamiento que las C hasta el dia 10 y 5, a2
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y 10°C, respectivamente. Por otro lado, durante el almacenamiento a 2°C (Figura 3.90a), el
pardeamiento de las muestras tratadas quimicamente se mantuvo constante (p>0,05) durante
los primeros 4 dias de almacenamiento. Analizando los resultados obtenidos para las muestras
almacenadas a 10°C, se observa que en el caso de las tratadas, el pardeamiento al dia 0 es muy
bajo (0,4+0,5) pero aumenta significativamente (p<0,05) tras 1 dia de almacenamiento
(2,440,9), mientras que en el caso de las muestras control, al dia O el pardeamiento es mayor
que en T (3,5+0,9), pero el incremento se observa en el dia 2, donde se obtiene un importante

desarrollo de pardeamiento de 6,24+0,7 (Figura 3.90b).

Los resultados obtenidos sugieren que la aplicacion del tratamiento quimico aqui
propuesto tiene un efecto beneficioso sobre la apariencia de las manzanas frescas cortadas, a lo
largo del almacenamiento, y que su aplicacion en conjunto con la utilizacién de temperaturas

de refrigeracion prolonga la vida util sensorial de las mismas.

¢ Flavor caracteristico, gusto acido, off-flavors y off-odors

El flavor supone la percepcion de muchos componentes del gusto y el aroma. Los
componentes mds comunes del gusto de los productos frescos son dulzor, acidez, astringencia
y amargor. El perfil del aroma puede cambiar dramdticamente durante la vida post-cosecha de
los productos frescos, particularmente en las frutas climatéricas donde el volétil predominante
puede variar significativamente dependiendo de la madurez de la fruta asi como por una

reaccion al tratamiento post-cosecha y el procesamiento (Ayala-Zavala et al., 2008).

En la Tabla 3.60 se informan los resultados obtenidos en los atributos flavor
caracteristico, gusto dcido, off-flavors y off-odors, para el almacenamiento a 2°C. Las muestras
sin tratamiento quimico mantuvieron su flavor caracteristico constante a lo largo de los 18 dias.
El tratamiento con AC, AA y YM no afect6 el flavor caracteristico durante los primeros 15 dfas
de almacenamiento. Al dia 0, el tratamiento quimico incremento el gusto dcido, los off-flavors
y off-odors en las muestras tratadas respecto de las sin tratar. Sin embargo, luego de 24 horas a
2°C, los jueces no pudieron detectar diferencias significativas entre ambas muestras para estos
tres atributos. Durante los 18 dias de almacenamiento a 2°C, las muestras sin tratamiento no

desarrollaron off-flavors ni off-odors.
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Tabla 3.60. Flavor caracteristico, gusto 4cido, off-flavors y off-odors de manzanas ‘Granny
Smith’ frescas cortadas tratadas con solucién antioxidante (T) y sin tratar (C), durante el
almacenamiento a 2°C.

Tiempo Flavor caracteristico Gusto acido Off-flavors Off-odors

(dias) C T C T C T C T
0 (4,820,9)** (4,0£0,7)** (4,240,9)* (5,6+0,6)*°B (0,1x0,2)** (2,9+1,1)°8 (0,620,6)** (2,240,6)°8
1 (4,9£1,1)** (4,1£1,00** (5,2+1,0)% (6,1x1,1)®4 (0,5+0,6)** (1,0£1,0)** (0,240,4)* (0,3%0,5)**
2 (4,6£0,9)** (3,4+1,0)™A (5,5+£0,9)°A (6,7+0,8)** (0,6+0,9)*4 (0,7+0,6)** (1,3£0,8)* (0,720,7)24
4 (3,9£1,1)* (3,5£1,5)®A (4,12£0,1)* (4,9£1,8)®A (0,8+1,1)* (1,320,4)*4 (1,0£1,4)* (0,8+1,1)24A
7 (5,0£0,9)** (4,9+0,8)*2 (6,940,9)*8 (4,6+1,0)% (0,4+0,5)** (1,2+1,0)** (0,7+0,8)* (0,8+0,8)%4

10 (4,4£0,8)* (4,5+£0,9)°2 (5,5+1,1)®A (4,8+1,00* (0,2+0,4)** (0,5£0,8)** (0,4+0,6)* (1,3%1,1)B
15 (4,9£1,3)% (3,5£1,4)®A (6,8+1,4)°8 (5,0£1,6)A (1,0£1,3)* (3,2£0,9)°8 (1,8+1,7)* (1,6+1,1)4
18 (5,0£1,3)*® (2,2+1,00** (6,9+1,0)"® (5,5£1,5)™* (0,8+1,1)** (2,9+1,8)"8 (1,5+1,4)** (1,8+1,4)"4

Promedios + desviacién estdndar. Letras mindsculas distintas indican diferencias significativas (p<0,05, test de
Tukey) entre filas. Letras mayusculas distintas indican diferencias significativas (p<0,05, test de Tukey) entre
tratamientos para cada atributo.

En la Tabla 3.61 se presentan los resultados obtenidos en los atributos flavor
caracteristico, off-flavors y off-odors, durante el almacenamiento a 10°C. Al igual que en el
caso del almacenamiento a 2°C (Tabla 3.60), las manzanas sin tratar no mostraron diferencias
significativas en el flavor caracteristico a lo largo del almacenamiento. Manzocco et al. (2011)
realizaron una evaluacion sensorial con panel entrenado de manzanas ‘Pink Lady’ frescas
cortadas durante 14 dias de almacenamiento a 6°C vy, al igual que lo obtenido en el presente
estudio para la variedad ‘Granny Smith’ a 2 y 10°C, no obtuvieron diferencias significativas

(p<0,05) en el flavor caracteristico para las muestras control (sin tratar).

El tratamiento quimico y el tiempo de almacenamiento a 10°C no afectaron
significativamente el gusto 4cido, que fue de 5,3+1,0 en promedio, para ambas muestras a lo

largo del almacenamiento.
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Tabla 3.61. Flavor caracteristico, off-flavors y off-odors de manzanas ‘Granny Smith’
frescas cortadas tratadas con solucién antioxidante (T) y sin tratar (C), durante el
almacenamiento a 10°C.

. Flavor caracteristico Off-flavors Off-odors
Tiempo

(dias)

C T C T C T

0 (49409 (3,5£0,2)®* (0,6£0,8)** (3,1x1,1)°® (0,5£0,7)** (2,3+0,8)*IB
1 (5,2+1,0)% (4,5£1,0)®* (1,840,8)®* (1,1£1,0)** (1,940,72A (1,440,424
2 (3,8+£1,00* (4,440,8)® (2,3£1,0)°4 (2,741,0)®*4 (2,541,1)"A  (1,7+1,0)%cA
5 (5,0£0,9* (4,9+1,1)** (2,5£0,7)"* (2,6£0,8)™* (2,7£1,00°*  (3,0£1,1)

7 (4,1£1,1)*  (3,3+£1,1)* (2,3+£0,9)°* (3,8+1,1)°2 (2,7£0,4)*  (2,6+0,6)>¢A

9 - . - - (L0£LO®t (L1£LD®
1 ) ) ] ; (1,241,172 (3,240,3)%8
s ] ] ] ; (2,340,5)%A  (1,2+1,1)™4

Promedios + desviacién estdndar. Letras mindsculas distintas indican diferencias significativas (p<0,05, test de
Tukey) entre filas. Letras mayusculas distintas indican diferencias significativas (p<0,05, test de Tukey) entre
tratamientos para cada atributo.

¢ Crujencia, jugosidad y astringencia

Los atributos crujencia y jugosidad soélo dependieron de la temperatura de
almacenamiento. En promedio, las manzanas frescas cortadas presentaron 8,0+0,8 en crujencia
y 7,740,9 en jugosidad, durante el almacenamiento a 2°C y 7,4+1,0 en crujencia y 7,1+1,0 en
jugosidad, durante el almacenamiento a 10°C. Por lo tanto, las manzanas almacenadas a 2°C
mantuvieron una mayor jugosidad y crujencia en ambas muestras, que aquellas almacenadas a
10°C. Varela et al. (2005) almacenaron manzanas ‘Fuji’ frescas a 20°C durante 28 dias y no
obtuvieron diferencias significativas en la jugosidad con el tiempo, sin embargo la crujencia

disminuy6 con el tiempo.

La astringencia fue independiente de los tres factores estudiados (tratamiento, tiempo y
temperatura de almacenamiento). El promedio obtenido para todas las muestras en este atributo

fue 1,5+0.,8, es decir, fue apenas perceptible.
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3.3.54. Recuentos microbiolégicos

Las frutas y hortalizas pueden ser una buena fuente de nutrientes para el crecimiento de
bacterias, levaduras y mohos. La microecologia de los productos frescos debe ser especialmente
considerada, porque estos productos pueden cambiar el microambiente a través de su actividad
metabolica. La microflora cominmente encontrada en frutas y hortalizas incluye Pseudomonas
spp., Erwinia herbicola, Enterobacter agglomerans, bacterias 4dcido licticas y mohos vy
levaduras y varia mucho para cada producto (dependiendo del pH del medio, disponibilidad de
nutrientes, actividad de agua) y condiciones de almacenamiento, entre otros factores. La
temperatura puede desempeiar un rol importante en la carga microbiana, en frutas y hortalizas

refrigeradas predominan los microorganismos psicrotrofos sobre los mesoéfilos (Ayala-Zavala
et al., 2008).

Tabla 3.62. Planes de muestro para frutas y hortalizas frescas cortadas listas para consumir.

Parametro n C M M Referencia
Reglamento
1000
E. coli 5 2 100 UFC/g (CE) N°
UFC/g
2073/2005
E. coli 5 0 <0,3 -
NMP/g
Caédigo
Salmonella spp 5 0 Ausenciaen 25 g --
Alimentario
Argentino
E. coli 5 0 Ausenciaen 25 g --
0157:H7/NM
AMT 5 1 5.10* UFC/g 5.10°
UFC/g
Reglamento
Enterobacteriaceas 5 1 5.10° UFC/g 5.10*
Sanitario de
UFC/g
los Alimentos
E. coli 5 1 10 107
de Chile
S. aureus 5 1 10 10?

Salmonella 5 0 Ausenciaen 25 g --

n= ndmero de unidades de la muestra, c= nimero de unidades de la muestra a las que se le permiten un recuento
entre my M. AMT: aerobios mesofilos totales.
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En la Tabla 3.62 se presentan los limites microbioldgicos establecidos para frutas y
hortalizas minimamente procesadas en el Cédigo Alimentario Argentino, Reglamento Sanitario
de los Alimentos de Chile y el Reglamento (CE) N° 2073/2005 de la Comision de la Unién
Europea, en un plan de muestreo. Las muestras no pueden contener ninguna unidad con un
recuento mayor a M ni un niimero de muestras superior a ¢ con un recuento entre m y M, para

el parametro correspondiente.

¢ Aerobios mesofilos totales
El crecimiento de aerobios meséfilos totales (AMT) obtenido durante el

almacenamiento a 2 y 10°C se puede observar en la Figura 3.91.

El recuento inicial de AMT para las muestras control (C) fue de 0,97 log UFC/g y
alcanz6 4,00 log UFC/g al final del almacenamiento a 2°C (dia 18) y 4,98 log UFC/g al final

del almacenamiento a 10°C (dia 15).

Para las manzanas tratadas se obtuvieron recuentos iniciales de 1,66 log UFC/g, que
llegaron a 4,61 log UFC/g al dia 18 a 2°C y 4,55 log UFC/g al dia 15 a 10°C. Wu et al. (2012)
analizaron manzanas ‘Fuji’ frescas cortadas tratadas con 0,5% acido ascorbico, 0,5% acido
citrico y 0,5% cloruro de calcio y obtuvo valores para aerobios mesdfilos totales de 1,2 log
UFC/g al dia 0 y 5,6 log UFC/g, luego de 14 dias de almacenamiento a 4°C, que son similares

a los obtenidos en el presente estudio.

Si bien las manzanas tratadas presentaron recuentos iniciales ligeramente superiores a
los presentados en las manzanas sin tratar, al final del almacenamiento tanto a 2 como a 10°C,

ambas muestras presentan recuentos del mismo orden de magnitud.

Enla Figura 3.91 se observa que las tendencias de crecimiento de AMT fueron similares
en ambas muestras, sin embargo hay diferencias entre las tendencias obtenidas a 2 y 10°C.
Mientras a 2°C el recuento de AMT se mantiene constante hasta el dia 15 (Figura 3.91a), a
10°C se observa un crecimiento paulatino de aerobios mesoéfilos totales desde el inicio del

almacenamiento (Figura 3.91b).

De acuerdo al Reglamento Sanitario de los Alimentos de Chile, ninguna unidad dentro
de la muestra puede superar un nivel de 5x10° UFC/g en AMT (Tabla 3.62). Como se puede
observar en la Figura 3.90 ninguna de las muestras (C o T) supero este limite maximo luego de

18 dias a 2°C o 15 dias a 10°C.
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Figura 3.91. Aerobios mesofilos totales (AMT) de manzanas ‘Granny Smith’ frescas
cortadas tratadas con solucion antioxidante (T) y sin tratar (C), durante el almacenamiento a
2°C (a) y 10°C (b).

Las barras de error representan la desviacion estdndar.

¢ DPsicrotrofos

La Figura 3.92 presenta los recuentos de los microorganismos psicrotrofos de manzanas

frescas cortadas tratadas (T) y sin tratar (C) obtenidos durante el almacenamiento a 2°C y 10°C.

Al igual que en el caso de los aerobios mesofilos totales, se obtuvieron tendencias de
crecimiento de psicrotrofos similares entre las muestras C y T. Los comportamientos a las
distintas temperaturas también se asemejan a los obtenidos para AMT, mientras que a 2°C el
recuento de psicrotrofos es practicamente constante hasta el dia 15 de almacenamiento, a 10°C

el crecimiento ocurre desde el comienzo del almacenamiento.
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Al dia 0, las manzanas sin tratamiento (C) presentaron niveles de psicrotrofos de 0,95
log UFC/g, en promedio, y este nivel se increment6 hasta 3,51 y 3,73 log UFC/g, al final del

almacenamiento a 2 y 10°C, respectivamente.

Por otro lado, las manzanas tratadas (T) presentaron recuentos de psicrotrofos de 1,05
log UFC/g en promedio al dia 0 y alcanzaron recuentos de 4,50 log UFC/g al dia 18 a 2°C y
4,21 al dia 15 a 10°C. El recuento inicial de psicrotrofos obtenido por Wu et al. (2012) para
manzanas ‘Fuji’ frescas cortadas tratadas con 0,5% AA+0,5% AC +0,5% CaCl, fue similar (1,5

log UFC/g), pero al cabo de 14 dias a 4°C obtuvieron un mayor crecimiento (6,3 log UFC/g).
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Figura 3.92. Microorganismos psicrotrofos de manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas
tratadas con solucién antioxidante (T) y sin tratar (C), durante el almacenamiento a 2°C (a) y
10°C (b).

Las barras representan la desviacion estdndar.
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¢ Mohos
A 10°C, los recuentos de mohos se mantuvieron constantes tanto para C como para T,
a lo largo de todo el almacenamiento. Los niveles de mohos de las muestras C a 10°C, variaron

entre 0,95 y 1,2 log UFC/g y los de las muestras T entre 0,95 y 1,5 log UFC/g (Figura 3.93b).
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Figura 3.93. Mohos de manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas tratadas con solucion

antioxidante (T) y sin tratar (C), durante el almacenamiento a 2°C (a) y 10°C (b).
Las barras representan la desviacion estdndar.

A 2°C se observa un incremento en los recuentos de mohos entre los dias 0 y 2, tanto
para C como para T, pero que no es estadisticamente significativo (Figura 3.93a).
Posteriormente el recuento de mohos se mantiene constante hasta el final del almacenamiento,
en el caso de C y hasta el dia 15, en el caso de T, ya que ésta muestra presenta crecimiento de
mohos al dia 18. El recuento de mohos en las muestras C, durante el almacenamiento a 2°C,
vari6 entre 0,95 y 1,54 log UFC/g, mientras que el de las muestras T lo hizo entre 0,95 y 2,22

log UFC/g, correspondiendo el valor mdximo al crecimiento observado en el dia 18.
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¢ Levaduras

En la Figura 3.94a se observa que no hay diferencias en los recuentos de levaduras de
las muestras C y T, a lo largo del almacenamiento a 2°C. El crecimiento de las levaduras es
muy paulatino y entre los dias 0 y 15 los niveles para ambas muestras se encuentra entre 0,95
y 1,85 log UFC/g, mientras que al dia 18 se obtuvo un recuento de 2,85 y 2,84 UFC/g para C y

T, respectivamente.
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Figura 3.94. Levaduras de manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas tratadas con solucién

antioxidante (T) y sin tratar (C), durante el almacenamiento a 2°C (a) y 10°C (b).
Las barras de error representan la desviacion estdndar.

En el caso del almacenamiento a 10°C (Figura 3.94b) los niveles de levaduras en las
manzanas sin tratar se mantienen constantes hasta el dia 5 y a partir de ese dia se observa un
crecimiento sostenido hasta el final del almacenamiento. Por otro lado, los recuentos de
levaduras en las muestras tratadas se mantienen constantes hasta el dia 2 inclusive y a partir de

este dia se observa crecimiento.
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3.3.5.5. Composicion gaseosa

En la Figura 3.95a se presenta la variacion en las concentraciones de oxigeno y diéxido
de carbono dentro del envase, a lo largo del almacenamiento a 2°C. A 2°C se observa que la
concentracion de oxigeno dentro de los envases se mantiene igual para ambas muestras hasta
el dia 2 inclusive y a partir de este dia se observa que el nivel de O2 dentro del envase de las
manzanas tratadas es inferior que el de aquellas sin tratar. Asimismo, se puede apreciar en
ambas muestras que la concentracién de oxigeno desciende lentamente hasta el final del

almacenamiento (Figura 3.95a).

En el caso del almacenamiento a 10°C (Figura 3.95b) los niveles de Oz dentro de los
envases de ambas muestras son iguales en los dias O y 1 y desde el dia 2 en adelante las muestras
T presentan una menor concentracién de oxigeno. Se observa un descenso en la concentracion
en el dia 1 de almacenamiento tendiendo a estabilizarse a partir de los 7 dias para las muestras

C y de los 9 dias para las muestras T (Figura 3.95b).

La concentracién inicial de Oz en ambas muestras fue de 21,1% (concentracién de
oxigeno en el aire), C alcanz6 una concentracion final de 18,6% a 2°C y 15,6% a 10°C y T una

de 17, 7% a 2°C y 13,7% a 10°C.

En cuanto a las concentraciones de CO2, se observa a ambas temperaturas que hasta el
dia 1 ambas muestras presentan la misma concentraciéon de CO2 y que, a partir de ese dia T
presenta mayor concentracion de diéxido de carbono. A 2°C (Figura 3.95a), la concentracion
de COz en C y T aumenta lentamente hasta alcanzar una concentracion final de 2,6% para C y
4,0% para T, luego de 18 dias. Por otro lado, a 10°C (Figura 3.95b) se observa un incremento

de CO2 en ambas muestras a lo largo del almacenamiento, que es mayor en las manzanas T.

Inicialmente, ambas muestras presentaron 0,032% de CO; (concentracién de didxido de
carbono en el aire). En el caso de las manzanas sin tratar al final del almacenamiento a 2°C la
concentracion de didxido de carbono fue de 2,6%, mientras que a 10°C fue de 5,3%. A su vez,
el porcentaje final de CO2 en los envases que contenian las manzanas tratadas fue de 4,0 y

11,7%, al final del almacenamiento a 2 y 10°C, respectivamente.
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Figura 3.95. Concentracién de oxigeno y diéxido de carbono en envases con manzanas
‘Granny Smith’ frescas cortadas tratadas con solucién antioxidante (T) y sin tratar (C),

durante el almacenamiento a 2°C (a) y 10°C (b).
Las barras representan la desviacion estdndar.

Comparando la composicién gaseosa de los envases a las dos temperaturas de
almacenamiento estudiadas (Figuras 3.95 a y b), se puede concluir que la tasa respiratoria a
10°C es claramente mayor que la de las manzanas a 2°C. Esto se ve reflejado en un descenso
mads marcado de la concentracién de Oz y un incremento mds marcado en la concentracion de
COao, en el almacenamiento a 10°C que en aquel a 2°C. Asimismo, las concentraciones finales
de oxigeno fueron mds bajas y las de diéxido de carbono mds altas el dltimo dia del
almacenamiento a 10°C que en el ultimo dia a 2°C, tanto en los envases de las manzanas tratadas

como en los de aquellas sin tratar.

En cuanto a las diferencias en las composiciones gaseosas de los envases de las distintas
muestras, se observa que al final del almacenamiento T presenté una mayor concentracion de

CO2 y una menor concentracion de Oz que C, tanto a 2 como a 10°C. Estos resultados pueden
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explicarse tanto por un posible aumento en la velocidad respiratoria como por el consumo de
oxigeno que ocurre durante la oxidacion del 4cido ascorbico. Rojas-Graii et al. (2007)
compararon la composicion gaseosa de los envases de rodajas de manzana ‘Fuji’ tratadas con
una solucién de 1% de N-acetilcisteina o 1% de acido ascorbico, almacenadas a 4°C durante 43
dias, en atmésfera de aire o de 2,5% O2+7% 02+90,5% N>y encontraron que las muestras
tratadas con AA y almacenadas en atmésfera de aire consumieron el oxigeno del espacio de
cabeza mucho mds rdpido que las tratadas con N-acetilcisteina. A su vez, Gil et al. (1998)
compararon el efecto del tratamiento con acido ascorbico en rodajas de manzanas ‘Fuji’
almacenadas en aire y en atmodsfera libre de Oz y encontraron que el tratamiento con &4cido
ascorbico aumento la tasa respiratoria de las manzanas almacenadas en aire, mientras que la

disminuyé cuando se utilizaba atmdsfera de 0% Oo.

3.3.5.6. Correlaciones entre las distintas respuestas estudiadas

Para comprender las relaciones entre los distintos parametros estudiados se realizé un
andlisis de correlaciones de Pearson. El coeficiente de correlacion de Pearson es un indice que
mide el grado de covariacion entre distintas variables relacionadas linealmente (Nieves Hurtado
y Dominguez Sédnchez, 2010). En la Tabla 3.63 se presentan los coeficientes de correlacion
obtenidos entre los pardmetros apariencia general, pardeamiento, pH, polifenoles totales, 4cido
ascorbico, dcido ascorbico total, capacidad antioxidante por los métodos del radical DPPH* y

FRAP y pardmetros instrumentales de color: L*, a*, b*, Cap™* y hap.

De acuerdo a los coeficientes de correlacion obtenidos y su significancia, se puede
establecer que la apariencia general es mayor a medida que aumentan la luminosidad de la fruta
(L*) y el ha, y a medida que disminuyen la cromaticidad (Cap*, a* y b*) y el pardeamiento

(Tabla 3.63).

A su vez, la apariencia general presenta una correlacion positiva y altamente
significativa (p<0,001) con el 4cido ascorbico y el acido ascorbico total, y una correlacion
significativa (p<0,01) positiva con los polifenoles totales y la capacidad antioxidante por

DPPH*, y negativa con el pH (Tabla 3.63).

El atributo pardeamiento correlaciona con los mismos pardmetros que la apariencia
general. El pardeamiento disminuye a medida que el pH disminuye y cuando aumentan los
contenidos de 4cido ascorbico, polifenoles totales y la capacidad antioxidante. Cocci et al.
(2006) determinaron correlaciones de Pearson entre diversos pardmetros de manzanas

minimamente procesadas y, al igual que en el presente estudio, obtuvieron correlaciones
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significativas negativas entre el drea de pardeamiento (medida en %) y el contenido de 4cido
ascorbico (p<0,05), el contenido de polifenoles totales (p<0,001) y la capacidad antioxidante

por el método del DPPH* (p<0,05).

Se obtuvieron correlaciones positivas y altamente significativas (p<0,001) entre el
contenido de polifenoles totales y la capacidad antioxiante por los métodos de FRAP y del
radical DPPH*, y con el 4cido ascérbico y dcido ascorbico total. La correlacion positiva entre
los polifenoles y la capacidad antioxidante se explica por la alta actividad antioxidante de estos
compuestos, mientras que la correlacion significativa y positiva con el dcido ascorbico puede
deberse a que la presencia de 4cido ascorbico evita la oxidacion de los polifenoles. En la misma
linea, Cocci et al. (2006) obtuvieron correlaciones significativas (p<0,05) y positivas entre los

polifenoles totales y la capacidad antioxidante por DPPH* y el 4cido ascérbico.

Tanto el 4cido ascérbico como el dcido ascorbico total presentaron coeficientes de
correlacién muy similares. Al aumentar su concentracion, aumenta la capacidad antioxidante
por los dos métodos utilizados, asi como los pardmetros L* y hap, mientras que disminuyen los
pardmetros a*, b* y Cap*. El coeficiente de correlacion entre el 4cido ascorbico y la capacidad
antioxidante por DPPH* obtenida por Cocci et al. (2006) fue altamente significativo (p<0,001),

similarmente a lo obtenido en este estudio tanto para AA como para AAT.

En cuanto a la capacidad antioxidante, se obtuvo una correlacion positiva y significativa
entre ambos métodos. El método de FRAP sdlo correlacioné significativamente con el
contenido de dcido ascorbico, dcido ascorbico total y polifenoles totales, ademds del AEAC,
como se menciond anteriormente. Por otro lado, la capacidad antioxidante por DPPH* (AEAC)
aumento con la concentracion de polifenoles, dcido ascdrbico, dcido ascorbico total y a su vez

correlaciona positivamente con los parametros L* y hap, y negativamente con a*, b* y Cyp*.
y

Los pardmetros firmeza, solidos solubles, gusto &cido, flavor caracteristico,
astringencia, off-flavors, jugosidad, crujencia y off-odors también se incluyeron en el anélisis
de correlaciones. La firmeza, s6lidos solubles, gusto 4cido y astringencia no presentaron
ninguna correlacion significativa (p>0,05). El flavor caracteristico sélo presentd una
correlaciéon significativa con el pH (R= 0,50%*) y los off-flavors sélo correlacionaron
significativamente con los off-odors (R= 0,79***). Por otro lado, la jugosidad correlacion6
positivamente con la apariencia general (R=0,50%*) y la crujencia (R=0,62**) y negativamente
con el pardeamiento (R=-0,55%%*). La crujencia y los off-odors s6lo presentaron correlaciones

significativas con la jugosidad y los off-flavors, respectivamente.
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Tabla 3.63. Coeficientes de correlacion entre los pardmetros estudiados.

Alg’:;ielgclia Pardeamiento pH  PT AA AAT AEAC FRAP L* a* b*  Cap*
Apariencia
general -
Pardeamiento -0,95%%* _
pH 0,46+ 0,45% _
PT 0,497 0,44% NS _
AA 0,795 077 054FF 07880
AAT 0,78 077FFE L054FF 0,790 100 _
AEAC 0,497 0,45% NS 0,77#%%  0,63%%% 06400
FRAP NS NS NS 0,60%%% 0,535 0545 039%
L* 0,915+ 0,88 NS 043%F  076¥%%  0,76%%* 038 NS _
a* 0,915 0,89 NS -0,40%F  076%%% 0,76 040% NS  -0,99%%*
b 0,88 0,87 NS -043%F  073%% 07480 Q41% NS 0926 0094k
Cap* 0,88 0,87 NS -042%%  072%%% 0736 040% NS -0026%%  0956kx 1 ,00%
hab 0,03 % 0,915 NS 045% 081  081%%  043% NS  099%% _QQkkx (93w (93

PT: polifenoles totales (mg AGE/100g), AA: 4cido ascérbico (mg/100g), AAT: acido ascdrbico total (mg/100g), AEAC: capacidad antioxidante por el método del
radical DPPH* (mg AAe/100g), FRAP: capacidad antioxidante por el método de FRAP (umoles Fe/100g).
NS: no significativo, *: significativo p<0,05, **: significativo p<0,01, ***: significativo p<0,001.
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3.3.6. Ensayo de aceptabilidad

La aceptabilidad sensorial de manzanas frescas cortadas tratadas con soluciones
antioxidantes ha sido estudiada previamente por algunos autores (Rocha y Morais, 2003;
Raybudi-Massilia et al., 2007; Giacalone y Chiabrando, 2013), pero no se han encontrado
reportes sobre el efecto de la aplicacion de infusiones de yerba mate sobre la aceptabilidad de
estos productos. Es por esto que se realizé una evaluacion sensorial con 98 consumidores
habituales de manzana, quienes probaron las manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas
tratadas con la solucién antioxidante propuesta [1,2% YM+0,9% AC+1,0% AA], luego de 24
horas de procesadas y almacenadas en cdmara a 2°C. Los consumidores evaluaron el color,
sabor, textura y agrado general de las muestras en una escala hedénica estructurada de 9 puntos

y, ademds, respondieron si comprarian un producto similar.

100
(a)
80 -
E 60 -
S
F= 40 -~
2
8 6.3
X —
O T T
1 -4 (Me disgusta) 5 (Me es 6 - 9 (Me gusta)
indiferente)
Puntaje en color
100
(b)
80 -
o 60 -
o
z
g 40 -
2
8 20 - 14.6
: ]
O T T
1 -4 (Me disgusta) 5 (Me es 6 - 9 (Me gusta)

indiferente)
Puntaje en sabor

Figura 3.96. Grificos de frecuencia de aceptabilidad de la muestra T en los atributos color (a)
y sabor (b).
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En la Figura 3.96 y 3.97 se presentan los graficos de frecuencia para los puntajes
obtenidos en los atributos color, sabor, textura y agrado general, que fueron agrupados
dependiendo de si al consumidor le gusté la muestra (puntaje entre 6 y 9), le result6 indiferente
(puntaje de 5) o no le gustd la muestra evaluada (puntaje entre 1 y 4). En lineas generales se
puede afirmar que a mds del 78% de los consumidores le gust6 globalmente la muestra tratada,

asi como su color, sabor y textura.

Las manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas y tratadas con la solucién antioxidante
propuesta fueron especialmente valoradas por su textura, ya que fue el atributo al que el mayor
nimero de consumidores (89,6%) le asigné un puntaje superior a 5 y a su vez fue el atributo al

que el menor ndmero de consumidores (5,2%) le asign6 un puntaje inferior a 5 (Figura 3.97).
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Figura 3.97. Grificos de frecuencia de aceptabilidad de la muestra T en los atributos textura
(a) y agrado general (b).
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En promedio, las manzanas tratadas obtuvieron un puntaje de 7,0+1,7 en color, 6,8+1,9
en sabor, 7,5+1,6 en textura y 7,1+1,6 en agrado general. En cuanto a la intencién de compra,

el 89,5% de los evaluadores respondié que compraria un producto similar.

Las manzanas tratadas obtuvieron puntajes promedio superiores a 6 en los cuatro
atributos evaluados, es decir, a los consumidores les gusté el producto elaborado con la solucién
antioxidante propuesta. El hecho de que los consumidores evaluaron positivamente las muestras
en todos los atributos sugiere que el tratamiento quimico fue exitoso en evitar el pardeamiento
de las manzanas (alto puntaje en color), sin perjudicar el sabor y la textura. Esto se tradujo en
una buena consideracion general de las muestras (7,1 en agrado general, en promedio) y una

muy elevada intencién de compra.
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Figura 3.98. Puntajes promedio de agrado general de la muestra T por franja etaria.
Las barras representan la desviacion estdndar.

La aceptabilidad obtenida para las manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas tratadas
con la solucién de YM+AC+AA es considerablemente alta (7,1), en comparacién con los
resultados obtenidos por otros autores para manzanas frescas cortadas sometidas a diferentes
tratamientos quimicos. Giacalone y Chiabrando (2013) obtuvieron puntajes de entre 1,89 y
1,96, sobre un total de 5, para manzanas ‘Golden Delicious’ frescas cortadas tratadas con
distintas soluciones antioxidantes (Naturseal, 1% AC+1% propionato de calcio y 1% AC+ 1%
cloruro de calcio), el dia del procesamiento. Raybudi-Massilia et al. (2007) estudiaron las
caracteristicas sensoriales de manzanas ‘Fuji’ frescas cortadas tratadas con dos soluciones: [1%
N-acetil-L-cisteina+1% glutatién reducido+1% lactato de calcio pentahidratado] y [1% N-
acetil-L-cisteina+1% glutation reducido + 1% lactato de calcio pentahidratado + 2,5% 4cido D-

L-malico], el dia de su procesamiento. En el sabor obtuvieron resultados de entre 5 y 6 puntos,
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en una escala hedénica de 10 puntos, que es inferior al obtenido en el presente estudio (6,8 en

escala de 9 puntos).

Por otro lado, Varela et al. (2005) evaluaron la aceptabilidad de manzanas ‘Fuji’ peladas
y cortadas en cubos de 1,5 cm de lado sin tratamiento quimico y obtuvieron un puntaje
promedio en agrado general de 6,0 en una escala heddnica igual a la utilizada en el presente

estudio.

No se detect6 diferencia significativa (p>0,05) en los puntajes asignados a los distintos
atributos evaluados ni en la intencién de compra, entre sexo o franja etaria. En la Figura 3.98

se grafican los promedios de agrado general, segtin edad del evaluador.

Como se observa en la Figura 3.98, el agrado general de la muestra fue independiente
de la edad del evaluador y todas las franjas etarias asignaron un puntaje superior a 6,5 a las

manzanas tratadas.
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Figura 3.99. Intencién de compra de la muestra T por franja etaria.
Las barras representan la desviacion estdndar.

En la Figura 3.99 se grafica el porcentaje de consumidores que contesté que compraria
este producto, por franja etaria. Es necesario tener en cuenta que los consumidores respondieron
la pregunta basdndose inicamente en la percepcion que tuvieron de la muestra al observarla y
probarla, sin manejar factores relevantes al momento de la compra como precio, envase,
composicion nutricional, ingredientes o vida util. De acuerdo a los resultados obtenidos, la
muestra tuvo una intencién de compra elevada a todas las edades encuestadas. Los

consumidores de entre 46 y 55 afios fueron los que manifestaron que comprarian este producto
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en mayor porcentaje (92,9%), mientras que la menor intencién de compra se obtuvo para el
grupo de consumidores de entre 36 y 45 afios, aunque de todas formas el porcentaje de personas
de esa franja etaria que manifesto interés en comprar un producto similar fue considerablemente

alto (80%).

235



4.Conclusiones




Conclusiones

4. CONCLUSIONES

4.1.

4.2.

Respecto de las variedades de manzanas

Se determinaron los atributos fisicoquimicos de cinco variedades de manzanas con distintos
requerimientos de horas de frio (‘Caricia’, ‘Eva’ y ‘Princesa’, de bajo requerimiento de

horas de frio; y ‘Granny Smith’ y ‘Red Delicious’ de alto requerimiento de horas frio).

2

Las wvariedades ‘Caricia’, ‘Eva’ y ‘Princesa’ tienen pesos y tamafios
significativamente menores que ‘Granny Smith’ y ‘Red Delicious’. Todas las variedades
presentaron un contenido de solidos solubles similar (13,6°Brix). Las manzanas ‘Granny
Smith’ y ‘Red Delicious’ presentaron el menor y mayor valor de pH, 3,31 y 4,08,
respectivamente. En cuanto a la firmeza de la pulpa, las variedades ‘Caricia’ y ‘Red
Delicious’ fueron significativamente menos firmes que ‘Granny Smith’. El mayor
contenido de polifenoles totales se obtuvo para ‘Red Delicious’, aunque no difiere

significativamente de los valores correspondientes a ‘Princesa’ y ‘Caricia’. Por otro lado,

‘Eva’ present6 el menor nivel de polifenoles totales y capacidad antioxidante.

Respecto de la aplicacion de tratamientos térmicos suaves

Se determinaron los perfiles de temperatura durante el calentamiento en bafio de agua con
agitacion a 40, 45 y 50°C y el enfriamiento en cdmara refrigerada a 1,5°C de las cinco
variedades de manzanas, y se obtuvieron los correspondientes tiempos de
semienfriamiento. Los tiempos de semienfriamiento obtenidos para ‘Caricia’, ‘Eva’ y
‘Princesa’ variaron entre 44 y 55 min (diametros: 5,8-6,8 cm); siendo mayores los
obtenidos para ‘Granny Smith’ y ‘Red Delicious’ (entre 72 y 75 min para diametros: 8,4-
8,5 cm). En las condiciones en que se realizaron los ensayos, el tiempo de semienfriamiento

s6lo depende de las dimensiones y propiedades térmicas del producto.

Se realizaron ensayos preliminares para evaluar la respuesta de las cinco variedades de
manzanas a la aplicacion de tratamientos térmicos suaves. Se determind que el tratamiento
térmico suave aplicado a las variedades ‘Red Delicious’ y ‘Granny Smith’ redujo la firmeza
(67,2 y 13,8%, respectivamente), el contenido de polifenoles totales (46,1% y 12,6%,
respectivamente) y produjo pardeamiento de la pulpa. Sin embargo, generd un incremento

del contenido de compuestos polifendlicos en las otras tres variedades de manzanas
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(‘Caricia’, ‘Eva’ y ‘Princesa’). Ademas, para estas tres variedades se obtuvieron valores

mads altos de firmeza y/o menor desarrollo de pardeamiento enzimético

De acuerdo a estos resultados, se seleccionaron las tres variedades regionales
(‘Caricia’, ‘Eva’ y ‘Princesa’) para modelar el efecto del tiempo y la temperatura del
tratamiento térmico sobre las caracteristicas fisicoquimicas y contenido de polifenoles
totales de manzanas frescas cortadas, luego de uno y siete dias de realizado cada

tratamiento.

e Los resultados obtenidos a las 24 horas de realizado cada tratamiento térmico indican que

el efecto de los mismos dependieron de la variedad de manzana.

Para la variedad ‘Caricia’ lograron modelarse los porcentajes de retencién de pH,
solidos solubles, firmeza y polifenoles, ademads de los porcentajes de da*, ob* y 0Cap*. Para
la variedad ‘Eva’ se obtuvieron modelos para los porcentajes de retencion de pH, acidez y

firmeza. Por Gltimo, para la variedad ‘Princesa’ se obtuvieron modelos para los porcentajes

de OL*, ob* y 0Cab*.

Se encontré que la retencién de firmeza de manzanas ‘Caricia’ tratadas a baja
temperatura (40-45°C), es independiente del tiempo de calentamiento, mientras que a altas
temperaturas ésta disminuye conforme el tiempo de calentamiento aumenta. Para ‘Eva’ la
temperatura no influyd significativamente sobre la firmeza pero ésta descendié con el
aumento del tiempo de calentamiento. Los tratamientos realizados a los menores tiempos
(20-50 min) producen incrementos de 3 a 8% en la firmeza de Eva. En el caso de ‘Princesa’,

ningun factor afecté significativamente su firmeza.

El tratamiento térmico fue efectivo en reducir el pardeamiento enzimadtico de

manzanas variedad ‘Eva’, evaluado luego de 24 horas.

Se obtuvo un incremento en el contenido de polifenoles totales de las tres variedades

estudiadas, a las 24 horas de realizado el tratamiento térmico.

e Los resultados obtenidos luego de 7 dias de almacenamiento a 1,5°C, indican que las tres

variedades de manzanas estudiadas volvieron a presentar distintos comportamientos.

En el caso de ‘Caricia’ y ‘Princesa’, los tratamientos térmicos no incrementaron la
firmeza, redujeron el pardeamiento enzimatico ni aumentaron el contenido de polifenoles

totales.
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Por otro lado, los tratamientos térmicos suaves por inmersion en agua entre 40 y
50°C durante 20 a 90 minutos, aplicados a ‘Eva’ lograron aumentar el contenido de
polifenoles totales (70%) y reducir el pardeamiento de la pulpa (las manzanas tratadas
fueron de color mas claro, menos rojo e intenso que las control), aunque redujeron en un

16% la firmeza.

4.3. Respecto de la aplicacion de tratamientos quimicos

Se model6 la variacién del contenido de polifenoles totales, actividad antioxidante y los
pardmetros de color L* y Cap* de infusiones de yerba mate (YM), en funcién de la
concentracion de carbén activado (CA), a través de un modelo de orden 1 (n=1). Se
encontrd que la aplicacion de CA era mds efectiva en reducir el contenido de polifenoles
de las infusiones de YM que en decolorarlas, por lo que se decidi6 trabajar con infusiones
con concentraciones no mayores de 2% de YM sin decolorar, para aprovechar su mdxima

concentracion de polifenoles y capacidad antioxidante, sin afectar el color de las manzanas.

La evaluacion preliminar de la aplicacion de soluciones con infusiones de yerba mate y
acidos citrico y ascorbico, permitié definir los limites del dominio experimental para
estudiar y modelar su efecto sobre la calidad de manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas,
y optimizar las concentraciones de la solucién antioxidante. Se seleccioné el rango de
concentraciones: 0 a 2% para YM y 0 a 1% para 4cido citrico y ascérbico, por permitir
inhibir el desarrollo de pardeamiento enzimdtico aportando compuestos bioactivos a las
manzanas, sin incrementar las concentraciones habitualmente utilizadas de compuestos

sintéticos.

Se obtuvieron modelos para AL*, Aa*, gusto acido, pardeamiento, off-flavors y actividad
antioxidante, en funcién de las concentraciones de yerba mate, dcido citrico y dcido

ascorbico. No se obtuvieron modelos que ajusten los cambios de pH, Ab* y ACap*.

La metodologia de optimizaciéon de respuestas miultiples permitié determinar las
concentraciones optimas de una solucion acuosa de acido ascorbico, dcido citrico y yerba
mate, para minimizar pardeamiento, off-flavors, gusto acido y AL*, y maximizar Aa* y la
actividad antioxidante Las concentraciones dptimas obtenidas de yerba mate, dcido citrico

y dcido ascérbico fueron: 1,2%; 0,9% y 1,0%, respectivamente. Los modelos obtenidos
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fueron validados en el punto 6ptimo, ya que no se encontraron diferencias significativas

entre los resultados experimentales y los predichos por el modelo.

La aplicacion de una solucion con infusion de yerba mate en combinacion con acido citrico
L . . . . P . ¢ . B
y dcido ascérbico en las concentraciones Optimas a manzanas ‘Granny Smith
minimamente procesadas retardé el pardeamiento enzimatico sin detrimento de su calidad
sensorial, aportando compuestos con actividad antioxidante con potencial beneficio para la

salud.

El minimo procesamiento realizado a manzanas ‘Granny Smith’ sin tratamiento quimico
no afect6 el pH, la firmeza ni los pardmetros instrumentales de color, pero si gener6 un
descenso significativo del contenido de sélidos solubles y del recuento de microorganismos
aerobios mesofilos totales. En cuanto al potencial saludable, disminuyé el contenido de
polifenoles totales, pero no la capacidad antioxidante. No se vieron afectadas las
caracteristicas sensoriales relativas al sabor, la astringencia, crujencia y jugosidad de las
muestras, pero si se obtuvo mejor apariencia general y menor desarrollo de pardeamiento

en las manzanas minimamente procesadas que en la materia prima.

La aplicacion de la solucién con 1,2% YM; 0,9% AC y 1,0% AA produjo un
incremento del contenido de sélidos solubles y de los pardmetros L* y hap, y un descenso
del pardmetro a*, respecto de las muestras minimamente procesadas sin tratamiento
quimico. A su vez, el tratamiento quimico produjo una mejora en la apariencia de las
manzanas (mayor apariencia general y menor pardeamiento) y generé un incremento
significativo del potencial saludable (mayor contenido de polifenoles totales y capacidad

antioxidante).

El almacenamiento a 2 y 10°C no tuvo un efecto significativo sobre el pH, la firmeza, el
contenido de solidos solubles ni el sabor de las manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas,

tratadas con la solucién de [1,2% yerba mate + 0,9% 4cido citrico + 1,0% éacido ascorbico].

Las manzanas tratadas tuvieron menor desarrollo de pardeamiento, mejor apariencia
general y mayor contenido de dcido ascorbico y capacidad antioxidante, que aquellas sin
tratar, durante 10 dias a 2°C y durante 7 dias a 10°C. El contenido de polifenoles totales fue

superior en las muestras tratadas durante los 18 dias a 2°C y durante los 15 dias a 10°C.
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El almacenamiento a 2°C retrasé el crecimiento microbioldgico de aerobios
mesofilos totales, psicrotrofos, mohos y levaduras, mientras que el tratamiento quimico no
lo afectd, pero siempre se obtuvieron recuentos microbiolégicos inferiores a los limites

establecidos por las Normas.

El estudio de aceptabilidad realizado sobre las manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas
tratadas con la solucién antioxidante determinada demostré que a més del 78% de los
consumidores les gustod el color, sabor y textura de las manzanas. Esto sugiere que el
tratamiento quimico aplicado fue exitoso en evitar el pardeamiento de las manzanas (alto
puntaje en color), manteniendo sabor y textura adecuados, lo que se tradujo en una buena

consideracion general de las muestras y una muy elevada intencién de compra (89%).
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