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Resumen
Las frutillas son frutas de amplio consumo popular con atractivo color, sabor y aroma.
Representan una fuente relevante de compuestos bioactivos debido a sus altos niveles de
vitamina C y compuestos fenolicos, los cuales presentan efectos antioxidantes beneficiosos
para el mantenimiento de la salud.
El consumo de frutas y hortalizas en la dieta diaria es todavia muy bajo con respecto a las
recomendaciones hechas por los profesionales de la salud. La introduccion en el mercado
de los vegetales minimamente procesados (VMP) o frescos cortados, es una forma de
incrementar el consumo de frutas y hortalizas dentro de la poblacion, debido a su atractiva
presentacion, apariencia, sabor, y comodidad para el consumidor. Los VMP son alimentos
naturales preparados mediante varias operaciones unitarias sobre los vegetales enteros,
envasados, conservados a bajas temperaturas y listos para ser consumidos. La creciente
demanda de los productos minimamente procesados con la consiguiente garantia de
inocuidad y de buena calidad sensorial, nutricional, y de potencial saludable, ha llevado a
los investigadores a redoblar esfuerzos en el estudio de nuevas tecnologias, 0 mejoramiento
de las existentes, que permitan extender la vida Gtil de los mismos. La industria de los
VMP, y particularmente de las frutas frescas cortadas, se encuentra poco desarrollada en
Argentina, razon que hace necesario investigar en lo referente a diferentes formas de
procesamiento y conservacion.
El pelado, cortado y lavado del producto vegetal son algunas de las etapas del minimo
procesamiento que podrian modificar el aporte de nutrientes y compuestos bioactivos en los
vegetales frescos cortados. Sin embargo, los dafios producidos por algunas de estas
operaciones, favorecerian la activacion de la enzima fenilalanina-amonio liasa, clave en la
sintesis de los compuestos fendlicos, favoreciendo su sintesis, con un consecuente aumento
en la capacidad antioxidante de estos productos. Por otra parte, el lavado-desinfeccion
usando acido peracético como sanitizante esta siendo promocionado en la industria de los
vegetales frescos cortados debido a que, a diferencia de los productos clorados, no
reacciona con la materia organica y por lo tanto no causa la formacién de compuestos
halogenados cancerigenos.
El objetivo general de la presente tesis fue el estudio y la optimizacion de tecnologias de

procesamiento y conservacion en la elaboracion de frutillas frescas cortadas, con el fin de
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evitar pérdidas de compuestos bioactivos, como asi también, en lo posible, de aumentar su
potencial saludable para brindar al consumidor un producto natural con un posible o
ampliado efecto protector sobre su salud.

En el desarrollo de la presente tesis se realizd una caracterizacion de frutillas variedad
Camarosa, de origen regional y Selva, proveniente de la provincia de Buenos Aires, en
cuanto a su contenido de compuestos bioactivos, y otros parametros de calidad. Se
desarrollé y optimizé un método UV-HPLC répido y conveniente para la cuantificacion de
acido ascorbico (AA), acido dehidroascorbico (ADHA) y vitamina C en frutillas, utilizando
disefios experimentales y optimizacion simultanea a través de la funcion deseabilidad de
Derringer. Ademas, se desarroll6 un método DAD-HPLC para la identificacion y
cuantificacion de los principales compuestos fendlicos en frutillas en una sola corrida
cromatografica. Para ambos métodos se realiz6 una validacion exhaustiva, la cual demostro
que las metodologias propuestas son lineales en los rangos de concentracién estudiados,
sensibles, precisas, exactas y para el caso de la determinacion de Vitamina C, el método
optimizado resultd ser también robusto.

De acuerdo a los resultados obtenidos, la variedad Camarosa es la que presentaria menor
variabilidad en el contenido de vitamina C con el afio de cosecha, comparada con la
variedad Selva. Por otra parte, se detectaron diferencias en la ocurrencia y concentracion de
compuestos fenolicos para ambos cultivares. En las frutillas Camarosa se encontré un
mayor contenido en antocianidinas, sobre todo pelargonidina, lo cual explicaria el color
rojo mas vivido detectado en este cultivar.

Se realiz6 un estudio de los cambios en la calidad nutricional, potencial saludable
(compuestos bioactivos) y calidad microbioldgica de frutillas frescas cortadas en cuartos
como consecuencia de la operacion de lavado-desinfeccion con acido peracético (APA),
variando la concentracién del agente activo, el tiempo de exposicion y la temperatura de la
solucidén de lavado. Para estudiar esta operacion se empled la Metodologia de Superficie de
Respuesta, usando un disefio de Box-Behnken de 15 corridas experimentales.

En la primer experiencia (disefio de lavado-desinfeccion N° 1) se lavaron frutillas variedad
Camarosa en las condiciones: 0 - 80 mg L™ APA, 4 - 40°C, y 10 - 60 s; siendo las
respuestas estudiadas: porcentajes de retencion (% R) de AA, Vit C, antocianinas totales

(Ant T), fenoles totales (FT), capacidad antioxidante (CA), solidos solubles (SS), cambios
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en la acidez total, pH y parametros de color (L*, a*, b*, Cy* y hay) y cambios en las
actividades de las enzimas fenilalanina-amonia liasa (PAL), poligalacturonasa (PG),
pectinmetilesterasa (PME) y polifenoloxidasa (PPO) en las muestras lavadas en relacion a
las muestras sin lavar. Los resultados del ANOVA indicaron que las variables de proceso y
los niveles utilizados en la operacion afectaron la retencion de AA, y las actividades de
PME y PPO. Esto pudo cuantificarse a través de los modelos desarrollados. Ademas, las
retenciones de compuestos bioactivos (Vit C, Ant Ty FT), CA, parametros de calidad (SS,
pH, AT y parametros de color) y cambios en las actividades de PAL y PG no fueron
afectados por las variables del proceso en el espacio experimental estudiado. Sin embargo,
se observaron pequefios cambios en todos estos pardmetros luego de la operacion de
lavado-desinfeccion.

Ampliando el espacio experimental (0 - 100 mg L APA, 4 - 40°C, y 10 - 120 s), el lavado-
desinfeccion se estudié sobre los dos cultivares de frutillas (Camarosa y Selva). En este
caso se investigaron las mismas respuestas que en el disefio N° 1 y se agrego la reduccion
de microorganismos aerobios mesdfilos totales (red FAM). El andlisis de varianza, en
principio, se realizé empleando los resultados obtenidos en las 30 corridas experimentales,
teniendo en cuenta, el factor bloque: variedad. Cuando este factor no era significativo, la
respuesta se analiz6 en conjunto para las dos variedades, de lo contrario el analisis se llevd
a cabo por separado para cada variedad. Los ANOVAS de % R AA, % RAnt T, % RFT,y
% R CA se vieron afectados por las variables del proceso, principalmente por la
concentracion de APA y el tiempo. Al no observarse diferencias entre los cultivares, los
resultados se modelaron conjuntamente. Las predicciones realizadas con los modelos
obtenidos, trabajando a las maximas condiciones del disefio (100 mg L™ 4cido peracético,
40°C y 120 s), arrojaron retenciones superiores al 60 % en la mayoria de ellos.

El % R Vit C y los cambios de color no se vieron afectados por las variables de
procesamiento dentro del dominio experimental ensayado para el cultivar Camarosa. Sin
embargo, las variables de la operacion afectaron el % R Vit C y los cambios de color en la
variedad Selva. Por otra parte, la red FAM fue afectada por las variables del proceso en
ambos cultivares de manera diferente y se obtuvieron modelos predictivos para cada uno de

ellos.
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Una optimizacion simultdnea de las respuestas estudiadas en el disefio de lavado-
desinfeccion N°2 permitié encontrar condiciones de lavado en dos escenarios: a)
maximizando la reduccion microbioldgica con retenciones en los compuestos bioactivos del
90% vy b) priorizando la retencién de compuestos bioactivos con una buena reduccién
microbiologica. Experiencias adicionales de validacion usando frutillas Camarosa
permitieron demostrar la eficacia de los modelos obtenidos y el anlisis sensorial aport6
informacion complementaria sobre la calidad de los productos obtenidos en las condiciones
de optimizacion estudiadas.

Por otra parte se estudio el efecto del corte y la temperatura de almacenamiento de frutillas
frescas sobre la retencion de su potencial bioactivo (AA, ADHA; Vit C, Ant T, FT y CA), y
otros atributos de calidad (SS; pH y pardmetros de color). Las frutillas se cortaron o
acondicionaron como frutillas enteras despedunculadas (ED), cortadas en mitades (CM) y
cortadas en cuartos (CC), almacenandose a 2, 6, 13 y 20°C, por un periodo de 15, 10, 8-9y
2-3 dias, respectivamente. El efecto del corte en el dia cero en frutillas ED, y cortadas CM
y CC incluyendo el subsiguiente lavado con APA, en las condiciones de optimizacion que
priorizaban la retencién de compuestos bioactivos, ocasionaron pequefias pérdidas de AA,
Vit C, Ant T, FT y SS, que se incrementaron con el grado de corte practicado en el tejido
vegetal. El estudio del posterior almacenamiento de las frutillas frescas cortadas mostro, en
general, un desmejoramiento en los atributos estudiados a medida que aumentaba el grado
de corte y la temperatura de la conservacién. La evolucién de los atributos (ADHA, SS, pH
y parametros de color) en funcion del tiempo pudo ser modelada con cinéticas de orden
cero en todos los tipos de corte practicado, a todas las temperaturas ensayadas. La
dependencia de las constantes de reaccion con la temperatura mostré un buen ajuste con la
ecuacion de Arrhenius. Las energias de activacion para los distintos atributos mostraron,
como tendencia general, una mayor sensibilidad a la temperatura de las frutillas frescas
cortadas que las ED.

La evolucion del contenido de acido ascorbico solo pudo modelarse con cinética de orden
cero en las frutillas CC. El contenido de acido ascorbico de las frutillas ED y CM no
mostraron cambios con la temperatura y el tiempo de almacenamiento. Por su parte, la
vitamina C se mantuvo practicamente invariable en todas las temperaturas, a lo largo de la

conservacion para todos los cortes estudiados.
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Se observd una disminucion del contenido de antocianinas totales con el tiempo de
almacenamiento, hecho més marcado en las muestras almacenadas a 20°C.

El efecto del estrés abiotico ocasionado por el corte provoco la acumulacién de compuestos
fenolicos en las frutillas frescas cortadas. Se registraron aumentos significativos a dias
especificos de la conservacion para cada tipo de corte ensayado, comparado con el dia O.
Cuanto mayor fueron el grado de corte y la temperatura de conservacion, mas rapido
ocurrié el aumento. Ademas los mayores aumentos (23 % del basal) se dieron en las
frutillas frescas cortadas en cuartos, las de mayor grado de injuria. Al final de la
conservacion, los contenidos de fenoles totales en las frutillas frescas ED, CM y CC se
mantuvieron préacticamente constantes respecto de los valores iniciales. EI mayor estrés
producido por el corte de las frutillas frescas en cuartos, induciria un incremento en el
contenido de fenoles totales con un consecuente aumento en su capacidad antioxidante,
siendo este aumento acelerado al incrementar la temperatura de conservacion. Por lo tanto,
se podrian preparar frutillas frescas cortadas en cuartos y conservarse a temperaturas bajas
(2°C), obteniéndose de este modo productos con un mayor nivel en compuestos fendlicos,

lo que significaria un potencial bioactivo aumentado.
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Abstract
Strawberries are fruits of frequent human consumption with an attractive color, flavor and
aroma. Strawberries represent an important source of bioactive compounds due to their
high levels of vitamin C and phenolics compounds, which present high antioxidant effects,
beneficial for the maintenance of consumer’s health.
In many countries, fruits and vegetables daily intake is still low compared to
recommendations by health professionals. The introduction of minimally processed
vegetables (VMP) in the market is a way to increase fruits and vegetables consumption, due
to their attractive presentation, appearance, taste, and convenience for consumers. VMP or
fresh-cut fruits and vegetables are natural foods obtained after unit operations on whole
vegetables, packaged, stored at low temperatures and ready to eat. The increased demand
on VMP with safety assurance, sensory and nutritional quality, and healthy potential, has
led researchers to redouble efforts in the study of new or improved traditional technologies
to extend their shelf-life. The VMP industry, and particularly, the fresh-cut fruit industry, is
not well developed in Argentina, and for this reason the investigation of different
processing and preservation techniques is necessary.
The peeling, cutting and washing are operations that could modify nutrients and bioactive
compounds content of VMP. However, the abiotic stress caused by some of these
operations could activate phenylalanine-ammonia lyase, a key enzyme in the phenolic
compounds synthesis. The increased activity of this enzyme could result in higher
antioxidant capacity of the product.
On the other hand, the washing-disinfecting with peracetic acid is being promoted for fresh-
cut vegetables processing because, unlike to chlorinated compounds, it does not react with
organic matter and not cause the formation of carcinogenic halogenated compounds.
The overall objective of the present thesis was to study and optimize the processing and
preservation technologies in the preparation of fresh-cut strawberries, in order to minimice
bioactive compounds losses, or furthermore, to increase their potential health.
The characterization with respect to bioactive compounds and other quality attributes of
two strawberry varieties: Camarosa, grown at Santa Fe, and Selva from Buenos Aires, was

achieved.
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A convenient and rapid UV-HPLC method for the quantification of ascorbic acid (AA),
dehydroascorbic acid (ADHA) and vitamin C in strawberries was developed using
experimental design and was simultaneously optimized through Derringer’s desirability
function. Furthermore, a DAD- HPLC method for the identification and quantification of
the main phenolic compounds in strawberries in a single chromatographic run was
developed. For both methods, an exhaustive validation was performed, and results indicated
that the proposed methodologies are linear in the studied concentration ranges, sensible,
precise, and accurate. Additionally, for Vitamin C determination, the proposed
methodology has demonstrated to be robust.

According to results, Camarosa strawberries presented less variability in Vitamin C content
within crop year, compared to Selva cultivar. Moreover, there were differences in the
occurrence and concentration of phenolic compounds for both cultivars. In Camarosa
strawberries higher content of anthocyanidins were found, mainly pelargonidin, which
would explain the more vivid red color detected in this cultivar.

A study of changes in nutritional quality, bioactive compounds and microbiological quality
of fresh-cut strawberries into quarters was performed as a consequence of the washing-
disinfection with peracetic acid (APA) at different concentration, contact times and
temperatures. The Response Surface Methodology using a 15 experimental runs Box-
Behnken design was used to study this operation. In the first experiment (design 1),
Camarosa strawberries were washed under the following ranges of variables conditions
according to experimental design: 0 - 80 mg L™ PAA, 4 - 40° C, and 10 - 60 s. The
responses were: retention percentages (% R) of ascorbic acid (AA), Vitamin C (Vit C), total
anthocyanins (Ant T), total phenols (FT), antioxidant capacity (CA), and soluble solids
(SS), percentage changes of total acidity (AT), pH, color parameters (L*, a*, b*, Ca* and
han), and changes in activities of the enzymes phenylalanine-ammonia lyase (PAL),
polygalacturonase (PG), pectinmethyl esterase (PME) and polyphenoloxidase (PPO) in
washed samples relative to samples without washing.

ANOVA results indicated that processing variables used in the washing-disinfection
operation affected AA retention and PME and PPO activities. Changes were quantified
through the developed predictive models. On the other hand, the retention of bioactive
compounds (Vit C, Ant T and FT), CA, quality parameters (SS, pH, AT and color
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parameters), and PAL and PG activities were not affected by the process variables in the
experimental region. However, if each response or attribute before and after washing were
compared slight changes were observed.

In the second experiment (washing-disinfection design 2: 0 - 100 mg L™ APA, 4 - 40° C,
and 10 - 120 s) the operation was studied on two strawberry cultivars (Camarosa and
Selva). In this case, the responses were the same as in washing-disinfection design 1, but
the reduction of total mesophilic aerobic microorganisms (red FAM) was also investigated.
ANOVA analysis with 30 runs was performed for each response (considering cultivars as a
block factor). When a statistically significant block factor was observed on a response,
ANOVA analysis for this response was done for each cultivar in a separate way.

The RAA (%), R T Ant (%), R FT (%) and R CA (%) were affected by process variables,
mainly APA concentration and time, and there were not affected by cultivar (the block
factor was not significant). Predictions using the obtained models, at maximum design
conditions (100 mg L™ peracetic acid, 40° C and 120 s) showed retentions greater than 60%
in most cases.

Vit C retention and color changes were not affected by processing variables within the
experimental domain investigated for Camarosa cultivar. However, operation variables
affected Vit C R (%) and color changes in Selva cultivar. Moreover, the FAM reduction
was affected differently by process variables in both cultivars and predictive models were
obtained for each one.

Simultaneous optimization of responses in washing-disinfecting design 2 allowed finding
the conditions of the variables which satisfy different situations, for example: a)
maximizing microbiological reduction with 90% bioactive compounds retentions, and b)
maximizing bioactive compounds retention with acceptable microbiological reduction.
Additional validation experiments, using Camarosa strawberries, demonstrated the efficacy
of the models and the sensory analysis provided complementary information about product
quality in the studied optimizing conditions.

Furthermore, the effect of cutting and the storage temperature on strawberries retention of
bioactive compounds (AA, ADHA, Vit C, T Ant, TP and AC), and other quality attributes
(SS, pH and color parameters) were studied. The strawberries were cut or conditioned as

whole strawberries without stem (ED), halved (CM) and cut into quarters (CC) and stored
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at 2, 6, 13 and 20 °C during 15, 10, 8-9 and 2-3 days, respectively The effect of cutting and
the subsequent washing-disinfection with APA on strawberries produced slight losses in
AA, Vit C, Ant T, FT and SS contents when conditions that maximiced the bioactive
compounds retention were used. However, higher degree of cutting resulted in greater
losses on the processing day. The fresh-cut strawberries during storage showed, in general,
a decrease in attributes with increasing cutting degree and storage temperature. The
evolution of the attributes (ADHA, SS, pH and color parameters) as a function of the time
was modeled with zero-order kinetic in all degree of cutting and temperatures investigated.
The dependence of constant reaction with temperature showed a good fit with the
Arrhenius equation. The activation energies for the attributes showed, as a general trend,
higher sensitivity to temperature for CM and CC strawberries than ED ones.

The ascorbic acid content evolution could only be modeled with zero order kinetics in the
case of CC strawberries. The ascorbic acid content of ED and CM strawberries showed no
changes with temperature and storage time. Meanwhile, Vitamin C remained almost
constant during the storage at all temperatures and degree of cutting.

A decrease in total anthocyanins content during storage was observed, and the effect was
more pronounced in samples stored at 20° C.

The abiotic stress caused by cutting produced the accumulation of phenolic compounds in
fresh-cut strawberries. There were significant increases at specific days of storage for each
degree of cutting compared with day 0. The higher degree of cutting and storage
temperature, the faster the increase occurred. Besides, the largest increase (23% of the
initial content) occurred in fresh-cut strawberries into quarters, whose degree of injury was
the highest. At the end of storage, the total phenolic content in ED, CM and CC
strawberries remained almost constant with respect to the initial values. The biggest stress
produced when cutting strawberries into quarters, would induce an increase in the total
phenolic content with a consequent increment in their antioxidant capacity; and that
increase would happen quickly when increasing storage temperature. Therefore, fresh-cut
strawberries with an enhanced bioactive potential can be prepared into quarters and stored

at low temperatures (2°C).
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1.1 Consideraciones generales sobre las frutillas

Las frutillas pertenecen al grupo de frutas no climatéricas, aquellas cuya maduracion no
presenta variaciones sustanciales en la tasa de respiracion o en la sintesis de etileno (White,
2002). Las frutillas son frutas de consumo popular con atractivo color, sabor y aroma (da
Silva Pinto y col., 2008).

Las frutillas pertenecen a la familia de las Ros&ceas y al género Fragaria (en latin:
fragancia). La frutilla cultivada actualmente se reconoce como un hibrido entre las especies
Fragaria virginiana y Fragaria chiloensis, y se designa como Fragaria x ananassa Duch.
(Branzanti, 1989). Es un fruto mdltiple denominado botanicamente “eterio”, cuyo
receptaculo constituye la parte comestible, y que sostiene a los aquenios o verdaderos
frutos, llamados vulgarmente semillas. Los aquenios son frutos secos indehiscentes,
uniseminados, de aproximadamente 1 mm de largo, que se encuentran insertados en la
superficie del receptaculo o en pequefias depresiones mas o menos profundas denominadas
criptas. Un fruto mediano suele tener de 150 a 200 aquenios, pudiendo llegar hasta 400 en
los frutos de gran tamafio. Después de la fecundacién, los dvulos al convertirse en aquenios
estimulan el engrosamiento del receptaculo que finamente constituird la parte comestible.
El receptaculo maduro tiene hasta 5 cm de didmetro de forma achatada, globosa, conica,
reniforme, redondeada, alargada, etc. En la base del fruto se encuentra el caliz con sépalos
adherentes, libres o reflexos y de color verde, aunque en ciertos casos pueden presentar
tintes rojizos (Figura 1.1) (Vicente 2004).

Como otras frutas, las frutillas pueden ser consumidos “in natura”, lo cual representa una
ventaja para las consumidores debido a que no se producen perdidas de nutrientes debido al
procesamiento (Cordenunsi y col., 2005). Son una fuente relevante de compuestos
bioactivos debido a sus altos niveles de vitamina C, folato y compuestos fendlicos, los
cuales presentan altos efectos antioxidantes beneficiosos para el mantenimiento de la salud
(Cordenunsi y col., 2005; Odriozola Serrano y col., 2010; Giampieri y col., 2012). Las
frutillas poseen una vida postcosecha extremadamente corta, son susceptibles al dafio
mecanico, deterioro fisioldgico y microbiologico y a la pérdida de agua; por lo que si no
son consumidas frescas, deben ser rapidamente procesadas en mermeladas, jugos, vinos, o

congeladas para el uso en postres o yogures (Del Valle y col., 2004, Terefe y col., 2009).
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Figura 1.1. Estructura de la frutilla.

1.2 Generalidades sobre el cultivo de frutillas en Argentina

En Argentina se cultivan 1.100 hectareas de frutillas, de las cuales 290 se encuentran en la
zona norte, mayoritariamente en la provincia de Tucuman. La zona tradicional de
produccion de frutillas en esta provincia es Lules, con 230 hectareas. La otra region
productora es Tafi del Valle, donde existen 60 hectareas en los valles de altura. En la
provincia de Santa Fe, region central, la principal zona productora tradicionalmente se
concentra en Coronda y localidades vecinas como Arocena y Desvio Arijon, aunque
actualmente, el area de siembra se esta proyectando a Santa Rosa de Calchines, Arroyo
Leyes y San José del Rincdn. Coronda comenzé a producir frutillas en la década de 1920,
verificandose una llamativa expansion en la superficie plantada que la asocié a este cultivo
de manera inmediata, a partir del reconocimiento de las posibilidades comerciales que el
mismo presentaba. Actualmente Coronda cultiva aproximadamente 400 hectareas, con una
produccion anual de 10.000 toneladas, un 50% de la produccion nacional. El resto de la
produccion se distribuye en Salta, Jujuy, Misiones y Corrientes en la zona norte; y la
Provincia de Buenos Aires y Rio negro, en la zona sur (Kirschbaum y Hancock, 2000,
Saccone, 2006). Esta amplia distribucion de los cultivos permite tener frutillas durante todo
el afio (Tabla 1.1).

La mayor parte de las frutillas cultivadas en Argentina son de la variedad “Camarosa”,
originada en la Universidad de California en Estados Unidos. Se trata de frutos con
destacada adaptacion climatoldgica, excepcional calidad y sabor y con una buena tolerancia

a las enfermedades (Saccone, 2006). Otras variedades cultivadas preferentemente en el
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norte y centro de Argentina son “Chandler” y “Sweet Charlie”. Las variedades “Selva” y
“Seascape” son mas comunes de la region sur.

Especificamente en Coronda y zonas aledafias, las variedades cultivadas representan un 80
% de Camarosa, 10% de Chandler, un 8% de Sweet Charlie y el restante 2 % corresponde

a otras variedades que no son determinantes ni representativas de la zona (Saccone, 2006).

Tabla 1.1. Calendario de cosecha de frutilla en Argentina.

Meses del afio

Regiones E FM A M J J A S O N D
Norte
Tucumén *
Salta — Jujuy
Corrientes - Misiones
Central

Santa Fe (Coronda)

Norte de Buenos Aires
Sur

Sur de Buenos Aires

Rio Negro — Neuquén

Fuente: Kirschbaum y Hancock, 2000.

uil

1.3 Composicion nutricional de frutillas

En la Tabla 1.2 se presenta el perfil nutricional tipico de frutillas frescas. De acuerdo a este
perfil, las frutillas representarian una opcion alimenticia saludable (Giampieri y col., 2012).
En general, las frutas son productos ricos en agua, pobres en proteinas (de 1 a 4%) y lipidos
(entre el 0,5 — 0,6%), y en lo referente a carbohidratos, se encuentran entre el 7 y 18%. Son
alimentos de escasa importancia desde el punto de vista plastico y energético; sin embargo,
tienen gran interés por su contenido de micronutrientes como vitaminas, minerales y
compuestos bioactivos beneficiosos para la salud (compuestos fendlicos, fibra, compuestos
organosulfurados, glucosinolatos, etc.). Son alimentos con bajo contenido en sodio, calorias
y grasa saturada y carecen de colesterol.

Estudios epidemioldgicos han sefialado que un aumento en la dieta de productos vegetales,
resulta en un mejor manejo de la diabetes y una reduccion del riesgo a la obesidad, debido a
sus altas cantidades de fibra y menor contenido calorico (Steinmetz y Potter, 1996). La
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Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda el consumo de al menos cinco

raciones de frutas y hortalizas al dia (equivalentes a 400 g por dia) (FAO/OMS, 2003).

1.3.1 Macronutrientes

El agua es el componente méas abundante en frutas y hortalizas, constituyendo mas del 75%
de su peso e incluso en las frutillas supera el 90% (Tabla 1.2). EI consumo de frutas y
hortalizas, bien en su estado solido o en forma de jugos, es una de las principales fuentes de
agua que tiene el ser humano en su dieta (Cano y col., 2005).

Los hidratos de carbono son el principal componente de las frutas después del agua y
representan mas del 90% de su materia seca. Los hidratos de carbono se clasifican en tres
grupos: monosacaridos, oligosacaridos y polisacaridos. Los monosacaridos pueden ser
pentosas (arabinosa, xilosa y ribosa) y hexosas (glucosa, fructosa y galactosa). Los
principales monosacaridos que se encuentran en las frutas son glucosa y fructosa, y su
composicion varia de una fruta a otra. Por ejemplo en duraznos y ciruelas es mas abundante
la glucosa que la fructosa; mientras que en manzanas, frambuesas, kiwis y peras ocurre lo
contrario (Cano y col., 2005). La glucosa y la fructosa se encuentran en proporciones
similares en frutillas maduras y constituyen un 83% del total de los azucares de estas frutas
(Tabla 1.2) (Vicente, 2004). Los oligosacaridos son sacarosa, maltosa, lactosa, rafinosa y
estafiosa. La sacarosa es el oligosacarido mas importante en las frutas y es el tnico hallado
en frutillas (Tabla 1.2). Los polisacaridos incluyen el almidén (constituido por amilosa y
amilopectina, polimeros de la glucosa), y polisacaridos que forman parte de la fibra que
seran mas adelante descriptos. EI almiddn se halla en las frutas en estado inmaduro, su
concentracion disminuye con la maduracién del fruto, con excepcion de las bananas que
presentan una concentracion de almidon del 3% (Cano y col., 2005).

En cuanto a la energia, el aporte calorico aportado por las frutas es muy bajo, normalmente
inferior a 70 Kcal 100 g de parte comestible. Como puede observarse en la Tabla 1.2, el
aporte caldrico de 100 gramos de frutillas frescas es la mitad de ese valor.

El contenido de grasas de las frutas y hortalizas suele ser inferior al 1% de su peso. Existen

excepciones como la palta con un contenido entre 12 y 14% (Cano y col., 2005).
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Tabla 1.2. Perfil nutricional de frutillas frescas®.

Tipo Nutriente Por 100g FF*
Macronutrientes
Agua (g) 90,95
Energia (Kcal) 32
Proteinas (N x 6,25) (g) 0,67
Cenizas (9) 0,40
Lipidos totales (g) 0,30
Grasas saturadas (g) 0,015
Grasas monoinsaturadas (g) 0,043
Grasas polinsaturadas (g) 0,155
Carbohidratos (por diferencia) (g) 7,68
Fibra dietaria (g) 2,0
AzUcares totales (g) 4,89
Sacarosa (g) 0,47
Glucosa (9) 1,99
Fructosa (g) 2,44
Almidén 0,04
Micronutrientes
Minerales Calcio (mg) 16
Hierro (mg) 0,41
Magnesio (mg) 13
Fésforo (mg) 24
Potasio (mQ) 153
Sodio (mg) 1
Cinc (mg) 0,15
Cobre (mQ) 0,048
Manganeso (mg) 0,386
Selenio (ug) 0,4
Vitaminas Vitamina C (mg) 58,8
Tiamina (B1) (mg) 0,024
Riboflavina (B2) (mg) 0,022
Niacina (B3) (mg) 0,386
Acido pantoténico (mg) 0,125
Vitamina B6 (mg) 0,047
Folato (ug) 24
Colina (mg) 5,7
Betaina (mg) 0,2
Vitamina B12 (ug) 0
Vitamina A, EAR® (ug) 1
Retinol (ug) 0
B-caroteno (Lg) 7
A-caroteno (g) 0
Luteina + zeaxantina (pg) 26
Vitamina E, (a-tocoferol) (mg) 0,29
B-tocoferol (mg) 0,01
y-tocoferol (mg) 0,08
&-tocoferol (mg) 0,01
Vitmaina K, filoguinona (pg) 2,2

TFuente: USDA, 2012; °FF: fruta fresca; EAR: equivalente de la actividad de retinol.
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Estudios epidemiologicos indican que la reduccién del consumo de grasas saturadas es un
pilar fundamental de las recomendaciones dietarias internacionales para reducir el riesgo de
enfermedades cardiovasculares. La sustitucion del aporte dietario de grasas saturadas por
grasas insaturadas provenientes de aceites vegetales ha sido encontrado como un factor
beneficioso en la prevencion de estos tipos de enfermedades (Micha y Mozaffarian, 2010).
En este sentido, las frutillas presentan muy poca cantidad de lipidos, de los cuales, la
mayoria corresponden a grasas polinsaturadas (Tabla 1.2). El aceite de los aquenios es rico
en acidos grasos insaturados (aproximadamente 72% de &cidos grasos polinsaturados)
(Giamperi y col., 2012).

Las frutas tienen un bajo contenido en compuestos nitrogenados, entre el 0,1 y 5% de su
peso, por lo que no son consideradas importantes fuentes de proteinas (Cano y col. 2005).
La frutilla es una fruta que no es la excepcion y presenta un bajo contenido de proteinas
(Tabla 1.2).

El término fibra incluye a aquellos constituyentes de los vegetales que son resistentes a la
digestion por las enzimas del tubo digestivo humano, por lo que llegan al colon sin
degradarse. Aunque no tiene valor energético, posee efectos hipocolesterolémicos y efectos
preventivos frente al cancer de colon. Ademas disminuye el riesgo de formacion de
calculos biliares, es un regulador de la absorcion de glucosa, produce un incremento del
volumen fecal y disminuye el tiempo de transito intestinal (Saura-Calixto, 1997).

La fibra puede clasificarse en dos fracciones, una insoluble y otra soluble en agua y en los
fluidos intestinales. La celulosa, hemicelulosa y lignina constituyen una fibra insoluble
capaz de atravesar el intestino sin sufrir alteracion por la fermentacion bacteriana. Las
gomas, mucilagos, algunas hemicelulosas y pectinas son fibras solubles que pueden ser
descompuestas por las bacterias del colon y se transforman en compuestos mas sencillos
(Cano y col., 2005). Las frutas son importante fuente de fibra soluble. Los buenos
contenidos en fibra conjuntamente con el bueno contenido en fructosa que poseen las
frutillas podrian contribuir en la regulacion de la glucemia, por enlentecimiento de la

digestion (Giampieri y col., 2012).
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1.3.2 Micronutrientes
La importancia del consumo de frutas y hortalizas, como parte de dietas saludables, radica
principalmente en su aporte de vitaminas y minerales (Robles-Sanchez y col., 2009).

1.3.2.1 Vitaminas

En la actualidad se conocen trece vitaminas, cada una con una funcion especifica. Las
vitaminas no son sintetizadas por el organismo humano y deben ser suministradas mediante
la dieta, ya que son esenciales para su buen funcionamiento (Cano y col., 2005). Las frutas
son ricas en vitaminas hidrosolubles como la vitamina C y el acido folico. También
contienen pequefias cantidades de otras vitaminas como las del grupo B (vitaminas B1, B2,
B3 y B6). Destaca su alto contenido de carotenoides, algunos de los cuales presentan
actividad de provitamina A (B-caroteno, a-caroteno y y-caroteno), sustancias que en el
organismo se trasforman en la vitamina liposoluble A. Algunos productos vegetales
presentan otras vitaminas liposolubles, como la vitamina K y la E. Las frutas y las
hortalizas no contienen vitaminas D, B12 y A preformada (retinol) (Villarino-Rodriguez y
col., 2003).

1.3.2.1.1 Vitamina C

El 4cido L-ascérbico (AA) es la principal forma biol6gicamente activa de la Vitamina C. El
acido D-ascorbico (acido isoascérbico o eritdrbico) es un aditivo legalmente usado como
antioxidante, pero cuya capacidad vitaminica es solo del 5% (Fontannaz y col., 2006). El
AA puede ser reversiblemente oxidado a la forma acido L-dehidroascérbico (ADHA)
debido a la presencia de dos grupos hidroxilos en su estructura (Figura 1.2). La reaccion de
oxidacion puede ser inducida por la exposicion a temperaturas o pH altos, presencia de luz,
oxigeno o metales y a la accion enzimatica (Novakova y col., 2008). EI ADHA presenta
actividad vitaminica pero en menor porcentaje que su forma reducida. Una oxidacion
subsiguiente genera acido dicetogulonico (ADCG), el cual no presenta actividad vitaminica
y cuya formacién es irreversible (Figura 1.2), lo que se traduce en una pérdida de capacidad
vitaminica (Hernandez y col., 2006).

El término vitamina C se usa como un descriptor general de todos los compuestos que

exhiben actividad bioldgica de vitamina C, tales como esteres del &cido ascorbico, formas
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sintéticas como el acido 6-deoxi-L-ascorbico y compuestos oxidados (Davey y col., 2000).
Sin embargo, en las frutas se considera que es la suma de los acidos ascorbico (AA) y
dehidroascorbico (ADHA) y en general, el contenido de vitamina C de frutas y hortalizas

depende de la especie, cultivar, estado de madurez, y de la manipulacion postcosecha
(Combs, Lee y Kader, 2000, Novakova y col., 2008).

OH e
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Figura 1.2. Estructura del acido ascérbico (L-AA) y sus productos de degradacion. ADHA:
acido dehidroascorbico, ADCG: &cido dicetogulonico.

En general las frutas tienden a ser la mejor fuente alimenticia de vitamina C (Davey y col.,
2000, Odriozola-Serrano y col., 2007). Las frutas que mas aportan son la grosella negra
(200 mg 100 g™ FF), las frutillas (60 mg 100g™ FF) y las frutas citricas (30 — 50 mg 100g™
FF). Las manzanas, peras y ciruelas poseen solo una cantidad modesta (3 a 5 mg 100 g™
FF). Si bien no todas las frutas contienen niveles altos de vitamina C, la mayoria son
consumidas crudas y el pH bajo de las mismas estabiliza la vitamina durante el

almacenamiento (Davey y col., 2000).
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La Vitamina C es un cofactor para la actividad de 8 enzimas que participan en las

siguientes reacciones:

a) Hidroxilacion de prolina y lisina, aminoacidos constituyentes del colageno. El
escorbuto es una enfermedad resultante de una insuficiencia de vitamina C (Novakova y
col., 2008); lo que produce una inadecuada formacion del colageno en las membranas
basales capilares, que se refleja con fragilidad capilar y varias alteraciones
hemorragicas. Los sintomas incluyen fatiga leve, debilidad, irritabilidad, hemorragias
gingivales, dolor muscular y articular.

b) Hidroxilacién de la dopamina a noradrenalina.

c) Biosintesis de carnitina.

d) Oxidacion de la fenilalanina y tirosina.

Por otro lado participa como donante de electrones o agente reductor en varias reacciones:

a) Reduccién del Fe™ a Fe*?, aumentando su biodisponibilidad.

b) Reduccién del acido folico a tetrahidrofélico.

c) Reduccion de radicales libres y efectos antioxidantes (tépicos que seran abordados en la
seccidn correspondiente).

Los requerimientos diarios son:

Ingesta minima para evitar sintomas de escorbuto: 10 mg dia™

Requerimiento promedio: Hombres: 75 mg dia™; Mujeres: 60 mg dia™

Recomendacion Dietética: Hombres: 90 mg dia™*; Mujeres: 75 mg dia™

Nivel superior de ingesta: 2000 mg dia™

En fumadores el requerimiento es més alto por aumento en el catabolismo de la vitamina

(35 mg extras por dia).

Cabe sefialar que con 150 a 200 g de frutillas se alcanzarian los valores diarios

recomendados.

1.3.2.1.2 Otras vitaminas

Existen ocho compuestos naturales con actividad de vitamina E, los a, B, y y d-tocoferoles
y los correspondientes tocotrienoles. La forma predominante de los tejidos humanos es el
a-tocoferol, aunque éste no es sintetizado por los mamiferos (Sen y col., 2006). Esta

vitamina protege a las membranas de las células contra la oxidacion causada por los
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radicales libres. Su actividad fisiologica primaria en los animales parece ser la de
antioxidante (Huang y col., 2002).

En las frutillas el contenido de vitamina E es bajo (0,29 mg 100 g™ FF) comparado con los
aceites vegetales (aproximadamente 60 mg 100 g™ FF), las hortalizas de hojas verde como
la espinaca (2,0 mg 100 g™ FF) o la palta (2,1 mg 100 g™ FF); aunque actualmente se
considera que una ingesta entre 15 y 30 mg de a-tocoferol diarios son suficientes para
conseguir los niveles plasméticos asociados a afectos antioxidantes (Bramley y col., 2000,
Cano y col., 2005).

Las frutillas, en menor medida, son fuente de otras vitaminas como tiamina, riboflavina,
niacina, vitamina B6, vitamina K, y vitamina A (Giampieri y col., 2012). En la Tabla 1.2 se
muestran contenidos medios en estas vitaminas en frutillas frescas.

La vitamina B1 o tiamina, B2 o riboflavina, B3 o niacina y B6 o piridoxina, tienen un papel
importante como coenzimas en numerosos procesos metabolicos en el ser humano.
Participan en el metabolismo de los acidos grasos, carbohidratos y proteinas. Son esenciales
para la conversion de glucosa en energia. También intervienen en la estructura y funcion
del sistema nervioso y de los musculos, incluido el muasculo cardiaco (Lukaski, 2004).

El &cido félico, también conocido como folato, es una vitamina muy labil que se encuentra
fundamentalmente en hortalizas de hojas verdes (espinaca: 194 pg 100 g™ FF). Ademés de
proteger contra la anemia y de malformaciones fetales a la mujer embarazada, una ingesta
adecuada de folato disminuye los niveles de homocisteina en la sangre, aminoacido que
representa un factor de riesgo cardiovascular. La cantidad diaria recomendada es de 1,6 mg
dia® (Cano y col., 2005).

Si bien su contenido es menor en frutas, las frutillas son una fuente rica de folato, en el
rango de 20 a 25 pg 100 g™ de fruta fresca (Giampieri y col., 2012). Segtn Tulipani y col.
2008, las frutillas pueden ser una fuente importante de folato dietario, 250 g de frutillas
(aproximadamente 60 pg de folato) pueden suplir 30% de la ingesta diaria recomendada
por Europa y Estados Unidos.

1.3.2.2 Minerales
Los minerales son sustancias quimicas que el organismo humano necesita para que tengan

lugar determinados procesos metabolicos esenciales como la formacién de huesos y
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gldébulos rojos, el crecimiento, el desarrollo de los dientes y para regular determinadas
reacciones quimicas a nivel celular. En general las frutas y las hortalizas son ricas en
potasio y magnesio y pobres en sodio. Otros minerales presentes en menor cantidad son
calcio, hierro, cobre, cinc y selenio, que tienen un gran valor como cofactores enzimaticos
(Cano y col., 2005).

En la Tabla 1.2 se presentan los principales minerales encontrados en frutillas. Las frutillas
son ricas en manganeso, 150 gramos de frutillas frescas pueden proveer mas del 20% de la
ingesta diaria de este mineral (cantidad diaria recomendada: 1-10 mg dia™). La misma
cantidad de frutillas pueden proveer el 5% de la ingesta adecuada de potasio (cantidad

diaria recomendada: 2000 mg dia™) (Giampieri y col., 2012).

1.4 Compuestos fitoquimicos

Estudios epidemioldgicos han descripto una asociacion entre el consumo de dietas ricas en
frutas y vegetales y un menor riesgo de padecer enfermedades cronicas no transmisibles
derivadas del estrés oxidativo, tales como cancer, enfermedades cardiovasculares y
enfermedades inflamatorias (Block y col., 1992, Steinmetz y Potter, 1996, Joshipuray col.,
2001, Hannum, 2004). Esto es debido a que las frutas y las hortalizas presentan en su
composicion sustancias conocidas como compuestos fitoquimicos o bioactivos
(carotenoides, compuestos fendlicos, vitaminas A, C y E) (Cano y col., 2005).

Los compuestos fitoquimicos se definen como “sustancias quimicas, constituyentes de
alimentos de origen vegetal que proporcionan al alimento propiedades fisioldgicas que
van mas alld de las nutricionales”. La mayoria de estas sustancias fitoquimicas se
caracterizan por su capacidad antioxidante. Un compuesto antioxidante se define como
“aquel que presente en baja concentracion con respecto a un substrato oxidable, retrasa o
inhibe la oxidacion de dicho substrato, y por lo tanto previene de los efectos adversos de
especies reactivas sobre las funciones fisiolégicas normales en los seres humanos”
(Halliwell, 1997, Huang y col., 2005, Karadag y col., 2009).

A nivel fisioldgico, las sustancias reactivas que actlan sobre los sustratos oxidables son los
radicales libres. Un radical libre es cualquier molécula o atomo que tiene en su Gltima capa
uno o mas electrones desapareados (ndmero impar). Estos electrones desapareados

confieren al radical una enorme reactividad quimica que lo conducira a interactuar
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rapidamente con otras moléculas con las que entra en contacto (Ramon, 1993). Esta

interaccion puede ser con otros radicales o bien con una especie quimica estable,

resultando en la génesis de otro radical quimicamente agresivo. Cuando los substratos

oxidables son lipidos, proteinas y acido desoxirribonucleico (ADN), los productos de esas

interacciones son productos oxidados que terminan dafiando membranas celulares,

alterando conformaciones espaciales y funcionalidad de proteinas, y alterando estructuras

de ADN, lo que puede llevar al desarrollo de enfermedades producto del estrés oxidativo
(Cian, 2009; Karadag y col., 2009).

Los radicales libres pueden provenir de tres fuentes (Figura 1.3):

a)

b)

Metabolismo celular (Actividad mitocondrial): en los procesos de respiracion
normales se producen radicales libres, como el anidn superdxido ('O,), el hidroxilo
(OH) vy el peroxido de hidrégeno (H0,), que si bien no es radical libre, es un
producto fuertemente oxidante (Ramon, 1993).

Reacciones inflamatorias: formacion de radicales libres generadas en el

metabolismo de las células inmunes (Davalos y col., 2004).

c) Agentes externos: radicales libres generados por accién de agentes oxidantes que

pueden proceder del exterior, como la contaminacion ambiental, la luz solar, las
radiaciones ionizantes, y otros agentes (alcohol, tabaco, alimentos grasos,
pesticidas, metales pesados, etc.) (Christen y col., 2000).

Los compuestos antioxidantes actian como agentes reductores de los radicales libres,

generando compuestos mas estables (Ramon, 1993). Los antioxidantes pueden ser de

origen enddgeno y exdgeno (dieta).

a)

Antioxidantes enddgenos: se clasifican en enzimaticos (superoxido dismutasa,
catalasa, y glutatién oxidasa), y no enzimaticos (como la albumina, ciertos acidos

grasos, nicotinamida, ceruloplasmina, acido Urico, etc.) (Ramoén, 1993).

b) Antioxidantes exdgenos: pueden ser artificiales (BHA, BHT, n-propil galato, etc) y

naturales (compuestos fenolicos, tocoferoles, vitamina C y E, péptidos producidos
a partir de proteinas dietarias, etc) (Cian, 2009, de Ancos y col., 2009).

Los diversos compuestos fitoquimicos que posee una fruta especifica poseen diferentes

capacidades antioxidantes y en conjunto colaboran con la capacidad antioxidante total de

la misma (Giampieri y col., 2012).
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Figura 1.3. Principales fuentes de radicales libres. DNA: acido desoxirribonucleico.
Fuente: Cian, 2009.

En frutillas, la vitamina C es responsable entre el 15 y 30% de la capacidad antioxidante
total, entre los compuestos fenolicos, las antocianinas colaboran entre el 25 y 40%, y el
resto se ha adjudicado a los derivados del &cido elagico y los flavonoles (Tulipaniy col.,
2008, Giamperi y col., 2012).

1.4.1. Efectos antioxidantes del &cido ascérbico

El &cido ascorbico es un donador de electrones (agente reductor o antioxidante) y
probablemente toda su funcion bioquimica se concentre en esta funcion (Robles-Sanchez y
col., 2009). EI AA atrapa especies reactivas en los sistemas acuosos del cuerpo,
protegiendo del dafio oxidativo a las proteinas y al ADN. EI AA puede reciclar la vitamina
E, el principal antioxidante del organismo de origen lipofilico, y puede prevenir la
iniciacion de la peroxidacion lipidica. El dafio oxidativo a las proteinas y los lipidos esta
asociado con enfermedades cronicas degenerativas, incluidas cataratas, cancer y
enfermedades cardiacas, al respecto hay mucha evidencia epidemiolégica del rol del AA
en la disminucion de las enfermedades cronicas degenerativas (Block y col., 1992; Gey,
1998, Davey y col., 2000).
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El AA contribuye entre el 10 y 15% de la capacidad antioxidante total del plasma y hasta
un 30% luego de una ingesta grande de vitamina C (Benzie y Strain, 1997). Algunas
células, incluidas monocitos y células adrenales, tienen concentraciones de AA cien veces
mayores que el plasma sanguineo, y varios fluidos, tales como el humor acuoso, el fluido
seminal y el jugo gastrico, tienen niveles de AA diez veces mayores que el plasma. Esto

implica que estas areas tienen un elevado requerimiento antioxidante (Davey y col., 2000).

1.4.2 Efectos antioxidantes de la Vitamina E

Como se menciond anteriormente, la actividad fisiologica primaria de la vitamina E en los
animales parece ser la de antioxidante (Huang y col., 2002). La funcién antioxidante lleva a
una consecuente oxidacion de la vitamina E formando el radical tocoferoxilo, el cual a su
vez, puede ser reducido por accién de la vitamina C para generar nuevo tocoferol, como se
menciono anteriormente (Carr y col., 2000). De ahi la importancia de estas dos vitaminas
en el organismo, por su efecto sinérgico y la regeneracion del radical en tocoferol (Robles-
Sanchez y col., 2009).

1.4.3 Compuestos fenolicos

Los compuestos fendlicos comprenden una amplia variedad de compuestos formados por
uno o varios anillos aromaticos unidos a uno o mas grupos hidroxilos. Pueden existir como
moléculas simples o grandes macromoléculas (Hannum, 2004).

Generalmente, las frutas y las hortalizas son buena fuente de compuestos fendlicos y su

contenido depende de varios factores, tales como diferencias genotipicas, condiciones

climaticas en la precosecha y procedimientos de manejo postcosecha (Cano y col., 2005,

da Silva Pinto y col., 2008)

Los compuestos fendlicos estan divididos en varias clases, y las mas importantes son: los
flavonoides, los acidos fendlicos, los taninos (hidrolizables y condensados), los estilbenos y
los lignanos (D" Archivio y col., 2007, Ignat y col., 2011).

Los flavonoides y los acidos fendlicos son los compuestos fendlicos mas importantes
encontrados en los vegetales (Rodrigo-Garcia y col., 2009). De acuerdo a Scalbert y

Williamson, 2000, existen cientos de diferentes compuestos fenélicos en los alimentos
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vegetales, pero dos tercios de los mas cominmente consumidos son flavonoides y el tercio
restante corresponde a acidos fendlicos.

Los flavonoides pueden ser clasificados en antocianidinas, flavonas, isoflavonas,
flavanonas, flavanoles y flavonoles y los acido fendlicos se pueden dividir en derivados del
acido hidroxibenzoico e hidroxicinamico (Ignat y col., 2011). En la Figura 1.4 a 'y b se
muestran algunos compuestos fendlicos tipicos dentro de esta sub-clasificacion.

Los flavonoides tienen importancia bioldgica en el crecimiento y en el desarrollo de las
plantas, participan en la polinizacion del tubo germinativo y en la formacion de pigmentos
atractivos para los polinizadores, brindan proteccion y resistencia al ataque de insectos,
patdgenos y luz ultravioleta, y actian como moléculas transductores de sefiales (Du y col.,
2009).

Los compuestos fenolicos son importantes determinantes de la calidad nutricional y
sensorial de los alimentos vegetales (Tarola y col., 2012). En este sentido, participan en la
apariencia visual de los alimentos, los pigmentos antocianos son responsables de los
colores azul, purpura, rojo y tonos intermedios de los alimentos derivados de vegetales, y
en algunos productos hasta aparecen en tonos negruzcos (Tomas-Barberan y Espin, 2001).
Los compuestos fenolicos son importantes en el sabor de los alimentos, son responsables
de los sabores amargo, dulce, pungente o astringente y pueden también contribuir en el
aroma. Algunos compuestos fenélicos son extremadamente amargos como las flavanonas
de algunos citricos como los pomelos o las naranjas agrias. En el caso del lupulo, sus
compuestos fendlicos le brindan el sabor amargo caracteristico a la cerveza (Tomas-
Barberan y Espin, 2000). Algunos fenoles, especialmente aquellos que son volatiles,
pueden contribuir al aroma de las comidas, algunos ejemplos incluyen vainillina,
isoeugenol, eugenol, siringol, etc. (Crouzet y col., 1997). Los taninos son responsables de
la astringencia de algunas frutas como las frutillas y frambuesas y de algunos productos
derivados de vegetales como el vino (Tomas-Barberan y Espin, 2001).

Los compuestos fendlicos, como se mencion0 anteriormente, presentan propiedades
bioactivas que favorecen la salud humana que les confiere su poder antioxidante y su
capacidad de atrapar radicales libres. Las caracteristicas antioxidantes de los compuestos
fenolicos se basan en su capacidad de donar hidrégenos y ceder electrones a los radicales

libres, estabilizando el radical fenoxilo formado (Rice-Evans y col., 1996).
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Existen estudios epidemioldgicos que relacionan la ingesta de los alimentos ricos en
compuestos fendlicos, y muy especialmente en flavonoides, con una baja incidencia de
enfermedades cardiovasculares y de algunos tipos de canceres. Los flavonoides han
mostrado actividad antiinflamatoria, antialérgica, antiviral, hipocolesterolémica, Yy
anticancerigena (Hannum y col., 2004, Cano y col., 2005, Rodrigo-Garcia y col., 2009).

Cianidina
ANTOCIANIDINAS Pelargonidina
Delfinidina
Peonidina
Malvidina
Petunidina

Apigenina

FLAVONAS Luteolina
Crisina

Genisteina

ISOFLAVONAS Daidzeina
Gliciteina

Hesperidina

FLAVANONAS Naringenina
Eriodictyol

Catequina
Galato de catequina
Epicatequina
Galato de epicatequina
Epigalocatequina
Galato de
epigalocatequina
Galocatequina
Galato de galocatequina

FLAVANOLES

Kaempferol
Quercentina
Isoharmnetina
Miricetina

FLAVONOLES

Figura 1.4 a. Clasificacion de los compuestos fendlicos: flavonoides.
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Acido galico
Acido protocatecuico
Acido p-hidroxibenzoico
Acido vainilico
Acido siringico

Acido cumérico
Acido cafeico
Acido ferdlico
Acido sinapico

S

Figura 1.4 b. Clasificacion de los compuestos fenolicos: acidos fendlicos.

1.4.3.1 Biosintesis de compuestos fendélicos

Los compuestos fenolicos son metabolitos secundarios sintetizados en las plantas a partir
del aminoécido fenilalanina, producido en la via biosintética de los aminoéacidos aromaticos
(fenilalanina, tirosina y triptéfano) conocida como “via del 4cido shikimico” (Dixon y
Paiva, 1995, Herrmann, 1995). La fenilalanina amonioliasa (PAL) es la enzima clave en el
la sintesis de los compuestos fenolicos, la cual conecta el metabolismo primario de la via
del &cido shikimico con el metabolismo secundario de la via de los fenilpropanoides. La
fenilalanina es inicialmente deaminada por intermedio de la PAL, la cual cataliza la
deaminacion no oxidativa de L-fenilalanina a la forma &cido trans-cinamico. Este acido
tiene forma C6-C3 (fenilpropanoide) del esqueleto de la fenilalanina, y de él derivan todos
los compuestos fendlicos (Dixon y Paiva, 1995). Este acido es hidroxilado a &cido 4-
cumarico por la cinamato-4-hidroxilasa (C4H), el cual luego es activado a 4-cumaroil-
coenzima A (CoA) por la accion de la 4-cumarato-CoA liasa (4CL).

En este punto, la via de sintesis se bifurca hacia la biosintesis de lignina y la biosintesis de
flavonoides. Tras varias reacciones sucesivas en estas vias biosintéticas, se producen los

distintos acidos fendlicos y flavonoides (Figura 1.5) (Tomas-Barberan y Espin, 2001).
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(Biosintesis de Lignina)

Figura 1.5. Biosintesis de compuestos fendlicos. Fuente: Dixon y Paiva, 1995.
PAL, fenilalanina amonioliasa; 4CL, 4-cumarato-CoA liasa, C4H, cinamato-4-hidroxilasa, CHS,
chalcona sintasa, CHI, chalcona isomerasa; F3H, flavonona-3-hidroxilasa; FLS, flavonol sintasa;
DFR, dihidroflavonol reductasa; ANS, antocianidin sintasa, LDOX, leucoantocianidin dioxigenasa;
C3H, cumaroil-quinasa/shikimato-3-hidroxilasa; COMT, &cido cafeico:acido 5-hidroxiferdlico O-
metiltrasnferasa; CCR, cinamoril-CoA reductasa; CAD, cinamil alcohol deshidrogenasa; F5H,
ferulato 5-hidroxilasa; UFTG, UDP-glucosa:flavonoide 3-O-glucosiltrasnferasa; IFS, isoflavona

sintasa, IFD, isoflavona deshidratasa, FNS, flavona sintasa.
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1.4.3.2 Flavonoides

Los flavonoides son compuestos fendlicos de bajo peso molecular formados por dos anillos
aromaticos (A y B), como estructura genérica, unidos por tres carbonos, generalmente
formando parte de un anillo oxigenado heterociclico, o anillo C, en configuracion C6-C3-
C6 (Figura 1.6). Por las diferencias en la estructura general del anillo C se clasifican en
antocianidinas, flavonas, isoflavonas, flavanonas, flavanoles y flavonoles (Liu y Felice,
2007; Ignat y col., 2011).

Figura 1.6. Estructura quimica general de los flavonoides. Fuente: Ignat y col., 2011.

1.4.3.2.1 Antocianidinas

Las antocianidinas son las bases estructurales de las antocianinas (del griego anthos: flor y
kianos: azul). Cuando las antocianidinas se encuentran esterificadas con azUcares reciben el
nombre de antocianinas (Ignat y col., 2011). En la Figura 1.7 se muestra un esqueleto de
antocianidina y los lugares de sustitucién (R1 y R2) y de esterificacion con residuos de
azUcares. Las diferencias entre las distintas antocianinas estan relacionadas con el nimero y
la naturaleza de los grupos sustituyentes y azlcares unidos a la molécula. Seis
antocianidinas son las mas comunes en la naturaleza, pelargonidina (Pg), peonidina (Pn),
cianidina (Ci), malvidina (Mv), petunidina (Pt) y delfinidina (Dp). Los glucésidos de las
tres antocianidinas no metiladas (Ci, Dp y Pg) son los mas ampliamente distribuidos en la
naturaleza, estando presentes un 80% en las hojas pigmentadas, 69% en frutas y 50% en
flores (Kong y col., 2003). Los azucares comunmente unidos a las antocianidinas son
monosacéaridos (glucosa, galactosa, ramnosa y arabinosa), y di o trisacaridos formados por
la combinacion de los cuatro monosacéaridos (Bureau y col., 2009).

Algunas antocianinas tienen residuos de azucares acetilados con &cidos aromaticos o
alifaticos (Mazza y Miniati, 1993).

51



1. Introduccién

R1

Pelargonidina, R1=R2=H

OH
Peonidina, R1 = H, R2 = OMe
R2 Cianidina, R1=H; R2=0H

HO 0
O o Malvidina, R1 = R2 = OMe
F o Petunidina, R1 = OH, R2 = OMe
OH (3 este;mcacién Delfinidina, R1 = R2 = OH

Figura 1.7. Estructura quimica de las antocianinas.

Las antocianinas se pueden encontrar en diferentes formas quimicas de acuerdo al pH del
medio en que se encuentran. A pH 1, predomina el cation flavylium (color rojo), el cual
contribuye a los colores purpuras y rojos. A pH entre 2 y 4, predominan las especies azules
quinoidales; y a pH entre 5 y 6, predominan dos especies quimicas incoloras (una
pseudobase carbinol y una chalcona). A pH mayores a 7 las antocianinas son degradadas
(Castafieda-Ovando y col., 2009). Ademas de brindar el color a las flores, plantas y frutas,
las antocianinas, como el resto de los compuestos fendlicos, participan aportando capacidad

antioxidante.

1.4.3.2.2 Flavonas

Las flavonas se caracterizan por poseer un grupo cetonico en posicién 4, y un doble enlace
entre los carbonos 2 y 3 del anillo heterociclico (Rodrigo-Garcia y col., 2009). Las flavonas
mas comunes en los alimentos son luteolina y apigenina, sus estructuras se muestran en la
Figura 1.8. Los alimentos fuentes de estos compuestos fendlicos son las manzanas,

arandanos, uvas y citricos (Cano y col., 2005).

Apigenina, R =H
Luteolina, R = OH

Figura 1.8. Estructura quimica de las flavonas.
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1.4.3.2.3 Isoflavonas

Las isoflavonas tienen estructuras quimicas parecidas a los estrdgenos, con grupos
hidroxilos en los C7 y C4, como en la molécula de estradiol. Se encuentran en muchos
vegetales y alimentos derivados de ellos, siendo una alta fuente los productos derivados de
la soja (Cano y col., 2005, Ignat y col., 2011). En la Figura 1.9 se muestran las estructuras
quimicas de las isoflavonas méas comunes. Se ha sugerido que las isoflavonas pueden
prevenir algunas enfermedades, como arteriosclerosis o cancer. Algunos efectos
fisiologicos son atribuidos a sus similitudes estructurales con los B-estradioles (Ignat y col.,

2011)

Genisteina, R = H
Daidzeina, R = OH

OH

Figura 1.9. Estructura quimica de las isoflavonas.

1.4.3.2.4 Flavanonas

Las flavanonas se caracterizan por poseer en su estructura una cadena saturada de tres
carbonos y un a&tomo de oxigeno en C4. Estan generalmente glicosiladas por un disacarido
en el C7. Las flavanonas estan en altas concentraciones solo en las frutas citricas, aunque se
han reportado en tomates, y ciertas plantas aroméaticas como la menta. Las principales
flavanonas (Figura 1.10) son naringenina encontrada en pomelos, hesperedina en naranjas,

y eriodictiol en limones (Ignat y col., 2011).

R1
Hesperedina, R1 = OMe; R2 = OH
HO 0 R2 Naringenina, R1 = OH; R2=H
O Eriodictiol, R1 =R2 =0H

OH O

Figura 1.10. Estructura quimica de las flavanonas.
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1.4.3.2.5 Flavanoles

Se trata de flavonoides estructuralmente similares a las antocianidinas, poseen un hidroxilo
en C3, pero ningun doble enlace en el anillo heterociclico. Se los puede encontrar formando
parte de las proantocianidinas o taninos condensados (Rodrigo-Garcia y col., 2009). En la
Figura 1.11 se muestran las estructuras de los flavanoles mas comunes. En las frutas, al
contrario de otras clases de flavonoides, los flavanoles monoméricos se encuentran, por lo

general, mas en forma libre que en forma glicosilada o esterificada (Murkovic, 2003). Las

principales fuentes son las manzanas, frutos rojos, uvas y naranjas (Cano y col., 2005).

OH

(+)-Catequina, R1 = R2 = H; R3 = OH
(+)-Catequina-3-galato, R1 = R2 = H; R3 = galato
(-)-Epicatequina, R1 =H; R2=0H; R3=H

OH (-)-Epicatequina-3-galato, R1 = H; R2 =galato; R3 =H
(-)-Epigalocatequina, R1 =R2 =0OH; R3=H

OO (-)-Epigalocatequina-3-galato; R1 = OH; R2 = galato, R3 = H
(+)-Galocatequina, R1 =0OH; R2=H; R3=0H
(+)- Galocatequina-3-galato, R1 = OH; R2 = H; R3 = galato
HO OH

Grupo galato  OH

Figura 1.11. Estructura quimica de los flavanoles.

1.4.3.2.6 Flavonoles

Los flavonoles, al igual que las flavonas, se caracterizan por poseer un grupo cetonico en
C4 y un doble enlace entre los carbonos 2 y 3 del anillo heterociclico. La diferencia entre
las flavonas es que los flavonoles poseen un grupo hidroxilo en posicion 3, lo cual parece
tener importantes consecuencias en la biogénesis, y en los papeles fisioldgicos y
farmacologicos que desempefian (Rodrigo-Garcia, y col., 2009).

Los flavonoles son los flavonoides mas distribuidos en las frutas y los vegetales, y la
quercitina es uno de los mas comunes, siendo las manzanas las que presentan mayores

concentraciones (Murkovic, 2003, Caridi y col., 2007). En la Figura 1.12 se muestran las
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estructuras de los principales flavonoles. Las fuentes de estos compuestos son las

manzanas, los frutos rojos, uvas y ciruelas (Cano y col., 2005).

Kaemferol, R1 =R2 =H
Quercitina, R1=0H; R2 =H
Isoramnetina, R1 = OMe; R2 = OH
Miricetina, R1 = R2 = OH

Figura 1.12. Estructura quimica de los flavonoles.

1.4.3.3 Acidos fendlicos

Los é&cidos fendlicos pueden estar en las plantas libres o conjugados con varios
componentes de las mismas a través de enlaces éster, éter o acetal (Zadernowski y col.,
2009). Los acidos fenolicos se dividen en dos grupos: derivados del &cido hidroxibenzoico

y derivados del &cido hidroxicindmico (Ignat y col., 2011).

1.4.3.3.1 Acidos fendlicos derivados del &cido hidroxicinamico

Estos compuestos fenolicos tienen la forma general C6-C3 del esqueleto de la fenilalanina,
la forma general de su estructura se muestra en la Figura 1.13. Dentro de los fenoles de las
frutas, los é&cidos hidroxicinamicos desempefian un papel importante debido a su
abundancia y diversidad. Existen cuatro estructuras derivadas del acido cindmico: acidos p-
cumarico, cafeico, feralico y sinépico (Figura 1.13). Las formas libres de éstos acidos son
muy raras, por lo que se encuentran normalmente formando derivados glicosilados o
esterificados de los &cidos fendlicos quinico, shikimico y tartarico. El acido cafeico y sus
derivados esterificados, predominan en muchas frutas con mas del 75% del total de los
acidos hidroxicinamicos encontrados en ciruelas, manzanas y arandanos (Rodrigo-Garcia y
col., 2009). Dentro de los derivados esterificados, el acido clorogénico, que ha sido
identificado en numerosas frutas, es el éster de los acidos cafeico y quinico. Entre las frutas
sefialadas por su aporte en acidos hidroxicinamicos se encuentran los arandanos (200 a 220
mg 100 g™ FF), cerezas (180 a 1150 mg 100 g™ FF), manzanas (5 a 60 mg 100 g™ FF) y
peras (1,5 a 60 mg 100 g™ FF) (Manach y col., 2004).
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R1

R2 0 Acido p-cumarico, R1 = OH; R2 = H
\ / Acido cafeico , R1 = R2 = OH
Acido ferulico, R1 = OCHs; R2 =H

OH Acido sinapico, R1 = OCHs; R2 =OH

Figura 1.13. Estructura quimica de los acidos fendlicos derivados del acido

hidroxicindmico.

1.4.3.3.2 Acidos fendlicos derivados del &cido hidroxibenzoico

Estos acidos fendlicos no poseen estrictamente la forma fenilpropanoide (C6-C3) debido a
que en su sintesis pierden la cadena de tres carbonos, pero como el resto de los compuestos
fendlicos derivan del trans-cinamato y 4-cumarato (Figura 1.5). La Figura 1.14 muestra la
estructura béasica estos compuestos. Las variaciones de la estructura estan basadas en
hidroxilacion y metilacion del anillo aromatico. Los principales son é&cido p-
hidroxibenzoico, vainillico, siringico y gélico. Estos compuestos pueden aparecer en forma
libre en las frutas, pero normalmente se encuentran formando parte estructural de otros
compuestos fendlicos como las ligninas y los taninos hidrolizables. Su contenido en frutas
en por lo general bajo, salvo en frutos rojos como las zarzamoras (8 a 27 mg 100 g™ FF),
grosellas (6 a 10 mg 100 g™ FF), grosellas negras (4 a 13 mg 100 g™ FF) y frutillas (2 a 9
mg 100g™ FF) (Manach y col., 2004).

R1
0 Acido Galico, R1=R2=R3=0H
/ Acido p-hidroxibenzoico, R1 = H; R2 =0OH; R3=H
R2 Acido protocatéquico, R1=R2=0H; R3=H
Acido vainillico, R1 = H; R2 = OCHs;; R3=H
OH  Acido siringico, R1 = OCH3; R2 = OH; R3 = OCH;
R3

Figura 1.14. Estructura quimica de los acidos fendlicos derivados del acido
hidroxibenzoico.
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1.4.3.4 Taninos

Son compuestos de alto peso molecular que constituyen el tercer grupo en importancia de
compuestos fendlicos. Los taninos pueden dividirse en taninos hidrolizables y condensados.
Los taninos hidrolizables son derivados del acido galico. En su formacion, el acido galico
es esterificado a un nucleo poliol, al cual se van uniendo grupos galoilos por esterificacion
0 por entrecruzamientos cruzados oxidativos, dando lugar a la formacion de taninos
hidrolizables complejos (Hagerman, 2002).

Los elagitaninos y los galotaninos son taninos hidrolizables. Los elagitaninos al
hidrolizarse liberan acido elagico (Giampieri y col., 2012). El acido elagico es una
dilactona del &cido hexahidroxidifénico, que en definitiva es un producto de condensacion
dimérica del &cido galico (Amakura y col., 2000). El acido eldgico puede existir en las
matrices que lo contienen en forma libre (generalmente en concentraciones muy bajas),
como glicdsido o condensado en elagitaninos esterificados con glucosa (da Silva Pinto y
col., 2008). En la Figura 1.15 se muestran estructuras de ellagitaninos y &cido elagico. Los
elagitaninos solo han sido detectados en frutas de la familia Rosaceae (mora de los
pantanos, frambuesas, rosa mosqueta y frutillas) en una concentracion entre 21,7 a 83,2 mg
100 g* FF (Koponen y col., 2007). Existe evidencia sobre los posibles efectos
antimutagénicos y anticancerigenos del acido elagico debido a su potencial antioxidante
(Hannum, 2004).

Los taninos condensados o proantocianidinas son flavoniodes poliméricos. Si bien la via de
sintesis de flavonoides esta bien estudiada, los pasos de condensacion y polimerizacion de
los flavonoides no estan bien elucidados. Los taninos condensados mas ampliamente
estudiados se basan en los flavanoles, (+)-catequina y (-)-epicatequina (Ignat y col., 2011).
Los taninos condensados, al igual que los taninos hidrolizables, tienen diversos efectos en
los sistemas bioldgicos, son potenciales quelantes de iones metalicos, agentes precipitantes

de proteinas y poseen poder antioxidante (Hagerman, 2002).
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Figura 1.15. Estructura quimica de elagitaninos. HDDP, galoilbis-hexahidroxidifenoil.
Fuente: Giampieri y col., 2012.

1.4.3.5 Estilbenos y lignanos

Los estilbenos se encuentran en baja concentracion en la dieta humana, el mas
representativo es el resveratrol, que existe en las formas isoméricos cis y trans,
preferentemente en forma glicosilada (Delmas y col., 2006). El resveratrol (Figura 1.16) es
producido por las plantas en respuesta a infecciones por patégenos o a condiciones
estresantes (Bavaresco, 2003). El resveratrol ha sido detectado en mas de 70 especies,
incluyendo uvas, frutos rojos y manies (Ignat y col., 2011).

Los lignanos son producidos por dimerizacion oxidativa de dos unidades de fenilpropano;
existen en la naturaleza preferentemente en forma libre que glicosilados (lgnat y col.,
2011). El interés en los lignanos y sus derivados sintéticos esta creciendo debido a sus
potenciales aplicaciones en quimioterapia contra el cancer y algunos otros efectos

farmaceéuticos (Saleem y col., 2005).
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Q \ OH
HO

Figura 1.16. Estructura quimica del resveratrol.

1.4.4 Compuestos fendlicos en frutillas

Los frutos rojos, en las cuales se hallan incluidas las frutillas, son una fuente muy rica en
compuestos fenolicos. Las antocianinas son lo compuestos fenélicos mas importantes de las
frutillas, responsables del color de las frutas, con concentraciones aproximadas de 65 mg
100 g™ FF. Las antocianinas méas comdnmente encontradas en las frutillas estan basadas en
pelargonidina y cianidina, siendo pelargonindin-3-glucosido la principal antocianina
encontrada (Lopes da Silva y col., 2002 y 2007). Entre las variedades de frutillas,
Camarosa es uno de los cultivares con concentraciones de antocianinas mas altas (Lopes da
Silva 'y col., 2007).

Los flavonoles representan aproximadamente el 11% de los compuestos fendlicos de las
frutillas, encontrandose quercitina, kaempferol y rutina como los mas predominantes
(Hakkinen y Torronén, 2000). Otros flavonoides cominmente encontrados en las frutillas
son catequina y epicatequina (flavanoles). Existe actualmente un interés creciente en la
determinacion en frutos rojos de acidos fendlicos derivados del &cido hidroxibenzoico e
hidroxicinamico, entre los mas abundantes estan el acido elagico, seguido de los acidos
galico, cumérico y feralico (Hakkinen y Térronén, 2000, Tomas-Barberan y col., 2000). El
acido elagico se encuentra en altas concentraciones en frutillas como glicésidos y formando
ellagitaninos, y en pequefia proporcion en forma libre, siendo su concentracion alrededor de
tres veces mas alta que en otras frutas y frutos secos. Algunos estudios han reportado
contenidos de elagitaninos en frutillas frescas en concentraciones de 25 a 59 mg 100 g™ FF,
siendo sanguiin H-6 (Figura 1.14) el elagitanino mas representativo de las mismas (Clifford
y Scalbert, 2000, Williner y col., 2003, da Silva Pinto y col., 2008).
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En cuanto a los taninos condensados o proantocianidinas, Kajdzanoska y col., (2011),
reportaron la presencia de oligbmeros (dimeros, trimeros y tetrdmeros) de

proantocianidinas en muestras de frutillas.
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1.5 Vegetales minimamente procesados

Como se mencion6 anteriormente, el consumo de frutas y hortalizas en la dieta
diaria tiene efectos beneficiosos para la salud. Sin embargo, este consumo es todavia muy
bajo con respecto a las recomendaciones hechas por los profesionales de la salud. En
Argentina se consume la mitad de los 400 g por dia recomendados por la FAO-OMS (FAO-
OMS, 2003; Andnimo, 2012).
La introduccion en el mercado de los vegetales minimamente procesados (VMP), también
denominadas Frescos Cortados o de IV Gama, es una forma de incrementar el consumo de
frutas y hortalizas dentro de la poblacién, debido a su atractiva presentacion, apariencia,
sabor, y comodidad para ser consumido (Martin-Belloso y Rojas-Grali, 2005). Gran parte
del trabajo desarrollado en el area de los VMP se ha llevado a cabo en Europa Occidental,
Japon y E.E.U.U. como respuesta a una fuerte demanda por parte del consumidor, tanto
individual como institucional, de alimentos de conveniencia pero de alta calidad y
semejantes a los productos frescos (Wiley, 1997, Soliva-Fortuny y Martin-Belloso, 2003).
Los VMP son alimentos naturales preparados mediante una Unica 0 varias operaciones
unitarias sobre el vegetal entero, tales como pelado, cortado, lavado, exprimido, etc.,
envasados, y conservados a bajas temperaturas (Pirovani y col. 2006). La Asociacion
Internacional de Productos Frescos Cortados (IFPA) los define como “cualquier fruta u
hortaliza 0 combinacion de estos que han sido fisicamente alterados de su forma original,
pero permanecen es estado fresco” (IFPA y MPA, 1999). Estos productos proporcionan al
consumidor un producto fruticola y horticola muy parecido al fresco con una vida util
prolongada y, al mismo tiempo garantizan la seguridad de los mismos, manteniendo una
solida calidad nutritiva y sensorial (Wiley, 1997).
Los tejidos de los VMP no exhiben las mismas respuestas fisioldgicas que los tejidos vivos
intactos de los productos vegetales sin tratar. Las operaciones de preparacion, ademas de
cambios fisicos, estimulan el desarrollo de determinadas reacciones quimicas (Reyes,
2007).
La creciente demanda de los productos frescos cortados con la consiguiente garantia de
inocuidad y de buena calidad sensorial, nutricional, y de potencial bioactivo, ha llevado a
los investigadores a redoblar esfuerzos en el estudio de nuevas tecnologias, que permitan

extender la vida util de los vegetales minimamente procesados. La industria de los VMP, y
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particularmente de las frutas frescas cortadas, se encuentra poco desarrollada en Argentina,
razén que hace necesario investigar en lo referente a diferentes formas de procesamiento y
conservacion; como asi también, encontrar variedades especificas de fruta para obtener

productos de calidad.

1.5.1 Factores que afectan la calidad de las frutas frescas cortadas

La variedad de la fruta, el estado de madurez al momento de la recoleccion, la
manipulacion postcosecha y el minimo procesamiento de la materia prima, son algunos de
los factores iniciales que intervienen directamente en la calidad final de los productos

frescos cortados.

1.5.1.1 Variedad

Un cultivar o variedad se distingue por una caracteristica significativa de tipo morfologico,
fisioldgico, citologico, quimico u otro, a efectos de la horticultura, ademéas de retener sus
caracteristicas distintivas cuando se reproduce (Wiley, 1997).

Cada cultivar confiere distintos atributos de calidad al alimento, tales como color, sabor,
olor, textura, valor nutritivo y potencial bioactivo. De alli que resulte especialmente
importante una adecuada seleccién de la variedad que se va a procesar en los VMP, con el
fin de obtener productos aceptables para los consumidores (Martin-Belloso y Rojas-Gral,
2005).

En el caso de frutillas, algunos trabajos han estudiado atributos de calidad como firmeza,
contenido de sdlidos solubles, pH, acidez total, contenido de &cido ascorbico, etc., sobre
distintas variedades (Castro y col., 2002, Cordenunsi y col., 2002, da Silva Pinto y col.,
2008). Especificamente da Silva Pinto y col., 2008, estudiaron el contenido de vitamina C,
flavonoides, fenoles totales y contenido de acido elagico libre y total en siete variedades
brasileras (Dover, Camp Dover, Camarosa, Sweet Charlie, Toyonoka, Oso Grande y
Piedade). Los resultados indicaron que hubo considerables diferencias en los contenidos de
compuestos bioactivos entre los cultivares. Camp Dover mostrd el contenido de
antocianinas y fenoles totales méas bajo pero el contenido de flavanoles mas alto entre los
cultivares. Dover presentd el contenido de antocianinas mas alto, habiendo sido elevados

también su contenido de fenoles totales, acido eldgico y capacidad antioxidante. Los
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autores concluyen en la seleccion de este cultivar en relacion a los efectos beneficiosos para
la salud. Pincemail y col., (2012), estudiaron las diferencias en el potencial bioactivo
(contenido de fenoles totales, acido ascorbico y capacidad antioxidante) de doce variedades
de frutillas comerciales cultivadas en Bélgica. Los autores marcaron la importancia de la
carga genética de cada cultivar en su contenido de fenoles y en su capacidad antioxidante.
El uso de variedades especificas disefiadas para productos frescos cortados, con alguna
caracteristica beneficiosa adicional (por ejemplo un mayor potencial bioactivo), seria muy
valioso. Sin embargo, en paises como Argentina, donde la industria del procesado de frutas
y hortalizas no esta bien desarrollada, es poco frecuente encontrar en el mercado variedades
disefiadas especificamente para tal fin, sino que generalmente se usan las ya existentes para
mercado en fresco (Reyes, 2007).

1.5.1.2 Grado de madurez

Un adecuado grado de madurez es uno de los factores mas importantes a tener en cuenta en
el momento de la recoleccion de los vegetales destinados a la industria de los frescos
cortados, ya que tiene una gran influencia sobre la calidad del producto final.

La maduracion se considera un complejo fenémeno de diferenciacion bioquimica
controlado esencialmente por cuatro mecanismos reguladores: a) un aumento de la sintesis
de enzimas y acidos nucleicos; b) la regulacién de sistemas enziméticos; c¢) cambios de
permeabilidad de membranas y en la ultraestructura celular, y d) una modificacion de los
mecanismos hormonales (Romojaro y col., 1996). El etileno parece ser una de las hormonas
responsable de la sintesis de enzimas involucradas en cambios fisicos, quimicos vy
metabdlicos en los tejidos vegetales que tienen una importante influencia en las
caracteristicas sensoriales relacionadas con el sabor y la firmeza del fruto.

Es aconsejable que se realice la recoleccién antes que se alcance la plena madurez
organoléptica, ya que asi la textura es mas firme y se minimizan los dafios mecénicos
durante la manipulacion. No debe olvidarse que una recoleccion demasiado anticipada al
punto éptimo de la cosecha, pone en juego caracteristicas tan importantes en estos

productos como sabor, olor y color (Martin-Belloso y Rojas-Gral, 2005).
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Por lo tanto, para frutillas destinadas a “fresca cortada”, se debe elegir un grado de madurez
(<75% superficie de color rojo) tal que permita una aceptable vida util, pero priorizando el
que haya alcanzado 6ptimas caracteristicas sensoriales (sabor y aroma) (Reyes, 2007).

1.5.1.3 Précticas de cosecha

Los productos vegetales que seran destinados a procesamiento deberan ser recolectados
sanos para evitar los dafios mecénicos durante la manipulacion y el procesado, ademas
limitar el posterior crecimiento microbiano (Martin-Belloso y Rojas-Grai, 2005). Los
productos vegetales enteros deben llegar a las fabricas con la carga microbiana minima, ya
que ésta determina la contaminacion final en el producto procesado, por lo que debe
prestarse especial atencién a los aspectos de contaminacion microbiana durante el cultivo,
recoleccion y transporte a la industria (Allende y col., 2003). La recoleccion a la
temperatura lo mas baja posible (durante la noche o a primeras horas de la mafiana) es mas
ventajosa para mantener la calidad de la fruta durante la manipulacién o el almacenamiento.
La estacion del afio en la que se recolectan los productos vegetales también juega un rol
importante, ya que la modificacion de las condiciones climéticas (temperatura, humedad
relativa, etc.) afecta directamente a los frutos. En este sentido, Pincemail y col., 2012
indicaron la importancia de la época de la cosecha de un cultivar de frutilla con el mismo
grado de madurez, en el contenido de compuestos bioactivos y su capacidad antioxidante.
Asimismo, Williner y col. (2003) reportaron que el contenido de acido elagico resulté mas
alto en las frutillas verdes, intermedio en frutas semi-maduras y mas bajo en las frutillas

maduras.
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1.5.2 Procesamiento de VMP

El procesado minimo comprende distintas operaciones unitarias que pueden resumirse en

las siguientes: seleccion, clasificacion, acondicionamiento, lavado, pelado, cortado y

desinfectado (Figura 1.17).

Seleccion Materia Prima

Variedad <
Estado de madurez

Eliminacion parte no comestible:
Pérdida 20-60%

—_— 0
1

Manual con cuchillo
Mecéanico con cuchillas
Por chorro de agua a presion

Sanitizantes
Antioxidantes
Texturizantes
Conservantes

Agua
Vacio
Aire forzado

Manual con cuchillo
Mecéanico con
cuchillas

Abrasion
Enzimatico
Quimico
Termofisico

Centrifugacion
Escurrido por vibracion
0 gravedad

Secado con aire frio

Vertical: bolsas
Horizontal: bandejas

Figura 1.17. Diagrama de flujo del procesado de productos vegetales cortados.

Como se mencion6 anteriormente, la calidad de los productos vegetales cortados depende

considerablemente de la calidad del producto entero que se procesa. En consecuencia, su

recoleccion debe llevarse a cabo en condiciones de higiene dptimas, minimizando al

maximo los dafios mecanicos y cuidando que estén sanos y sin defectos. Asimismo, el
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transporte a la industria ha de realizarse en el menor tiempo posible, evitando movimientos
bruscos y golpes, y en condiciones higiénicas que impidan contaminaciones
microbioldgicas (Gonzélez y Lobo, 2005).

1.5.2.1 Primeras etapas de procesamiento de VMP

Una vez que el producto llega a la planta de procesado, en el grado de madurez adecuado,
la primera operacion que generalmente se realiza es el pre-enfriamiento, que ha de
efectuarse con la mayor rapidez. Esta operacion se hace con el fin de reducir la temperatura
de campo hasta 1-2°C, retrasando los procesos metabolicos, reduciendo el desarrollo de
dafos y retrasando la senescencia.

Las operaciones de seleccién y clasificacion tienen por objeto asegurar la homogeneidad y
calidad de la materia prima. Se descartan aquellos productos que presentan defectos fisicos
0 hayan sufrido dafio mecanico durante la recoleccion o transporte.

En el acondicionamiento se procede a eliminar la parte del producto que no es comestible
(hojas, pedunculos, etc.). Normalmente se realiza a mano, con cuchillos muy afilados que
deben higienizarse periédicamente por inmersion en un desinfectante. Es parte de esta
operacion un lavado por inmersion en agua, en el que el producto queda libre de restos de
tallos, hojas o tierra que pudieran encontrarse adheridos a la superficie.

El pelado, en la mayoria de las industrias, se lleva a cabo mecanicamente, con cuchillas o
abrasion. Otros métodos de pelado pueden ser el termofisico a alta presién, agua caliente o
infrarrojos, quimico o céustico o enzimatico. Sin embargo, el método ideal es el pelado
manual con cuchillos afilados, ya que es el que menos dafios causa al producto. La eleccion
de uno u otro método de pelado, depende del tipo y variedad de los productos a procesar
(Gonzalez y Lobo, 2005).

En la etapa de cortado se procede a la reduccion del tamafio o troceado de los productos
frutihorticolas. Se deben obtener trozos mas pequefios que sean uniformes en forma y
tamafo. Este proceso puede ser esencial para mejorar la digestibilidad y conveniencia de
consumo. Existen diferentes formatos: rodajas, cubos, tiras, esferas, y mitades o cuartos
para frutas pequefias, como en el caso de las frutillas (Reyes, 2007). Los procesos de

troceado aceleran la respiracion, producen dafio mecanico y ablandamiento vegetal, por lo
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que resulta conveniente seleccionar adecuadamente el tipo de corte y el instrumento para

llevarlo a cabo.

1.5.2.2 Tratamientos sanitizantes

De los tratamientos aplicados a los VMP (Figura 1.17), abordaremos los tratamientos
higienizantes, la etapa de lavado-desinfeccion sera objeto de estudio de esta tesis.

Esta etapa es una de las mas criticas del proceso de produccion de vegetales frescos
cortados, es la unica etapa del proceso capaz de reducir la carga microbiana del producto,
afectando la calidad, seguridad y vida util de los mismos (Gonzélez y Lobo, 2005,
Piagentini, y col. 2005, Gil y col., 2009).

El lavado estaria indicado para remover fluidos celulares producidos por las operaciones de
pelado y corte, como asi también para remover otras suciedades, residuos de pesticidas y
microorganismos responsables de la pérdida de calidad del producto como posibles
microorganismos patdgenos que podrian suponer un riesgo en la salud de los consumidores
(Brackett, 1994, Gil).

Un simple lavado con agua prolonga la vida util de la mayoria de las hortalizas frescas
cortadas al remover mecanicamente parte de los microorganismos presentes en su
superficie (Buck, y col., 2003).

El uso de sanitizantes quimicos tiene por objetivo eliminar o al menos reducir
significativamente la presencia de células vegetativas de organismos de importancia para la
salud puablica, asi como otros microorganismos alterantes naturalmente presentes en la
superficie de los VMP vy garantizar la calidad del agua de lavado para evitar la
contaminacion cruzada. Entre los organismos patdgenos aislados de frutas y hortalizas
asociadas a brotes de enfermedades se encuentran Escherichia coli O157:H7, varias
especies de Salmonella y Shigella, Cyclospora cayetanensis, Listeria monocytogenes,
Clostridium botulinum, y algunos virus como el de la hepatitis A y los norovirus (Gonzélez
y col., 2005).

Un producto lavado con agua sin sanitizante requerird mayor cantidad de agua para
alcanzar los mismos niveles de descontaminacion que uno lavado con una solucidn
sanitizante (Gil y col., 2009). De acuerdo a Olmez y Kretzschmar, 2009, el desafio

ecologico de las industrias alimenticias es la reduccion del consumo y desperdicio de agua
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potable, siendo una alternativa para lograrlo la introduccién de un sanitizante en el agua de
lavado.
Los sanitizantes quimicos aprobados por la FDA para el agua de lavado de vegetales
minimamente procesados son: hipoclorito de sodio, calcio o cloro gaseoso, didxido de
cloro, &cido peracético, perdxido de hidrogeno y ozono (IFPA, 2003). En la Tabla 1.3 se
resumen sus propiedades, desventajas y limites de concentraciones permitidos.
El cloro y sus derivados son los desinfectantes mas ampliamente usados en la industria de
los vegetales frescos cortados (Olmez y Kretzxchmar, 2009). El hipoclorito de sodio es un
desinfectante con poderosas propiedades oxidantes, siendo el sanitizante mas cominmente
usado en la industria alimenticia tanto en la desinfeccion de productos como de
equipamientos usados en el area de procesamiento (Nieuwenhuijsen y col., 2000, Artés y
col., 2009). Actualmente, existe una tendencia de eliminar al cloro de los procesos de
desinfeccion, debido a que la reaccion del cloro con la materia organica no solo le resta
poder desinfectante, sino que produce la formacion de compuestos halogenados
cancerigenos como son los trihalometanos y acidos haloacéticos (Olmez y Kretzschmar,
2009).
Existen tratamientos de origen fisico que pueden usarse para reducir la carga microbiana e
inactivar enzimas responsables del deterioro de los VMP. Entre algunos ejemplos podemos
citar: los tratamientos térmicos suaves (Orsat y col., 2001), las radiaciones ionizantes
gamma (Gunes y col., 2001) y las radiaciones no ionizantes, como el tratamiento con
radiofrecuencia (Orsat y col., 2001), o con luz UV-C (Allende y col., 2003).
A continuacion se describiran méas detalladamente las caracteristicas y propiedades del
acido peracético, sanitizante que sera usado en la presente tesis.
El acido peracético (APA) es un agente oxidante fuerte que se consigue comercialmente
como una mezcla liquida concentrada equilibrada de acido acético, peroxido de hidrégeno,
APA y agua (Ecuacion 1.1) (Kitis, 2004, Reyes, 2007).

CH3CO2H + Hy0, ———> CH3COzH + H0 (Ecuacion 1.1).
El APA se produce en la reaccién de acido acético o anhidrido acético con peréxido de
hidrogeno en presencia de &cido sulfirico, que actia como catalizador (Kitis, 2004,
Vandekinderen y col., 2009).
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El APA es usado principalmente como desinfectante en plantas de efluentes industriales, en
la industria médica y farmacéutica y en las industrias procesadoras de alimentos y bebidas
(Kitis, 2004). Su uso en la industria de los vegetales frescos cortados esta siendo
promocionado debido a que, a diferencia de los sanitizantes clorados, no reacciona con la
materia organica y por lo tanto no causa la formacién de compuestos halogenados
cancerigenos. Sus productos de descomposicion son cido acético y oxigeno, por lo que se
lo considera ecoldgicamente seguro (Hilgren y col., 2007, Vandekinderen y col., 2009). El
APA puede usarse en un amplio espectro de pH (3,0 — 7,5) y el proceso de desinfeccion
puede llevarse a cabo bajo condiciones frias o0 a temperatura ambiente, siendo activo aun a
temperaturas bajas como 0°C (Kunigk y Almeida, 2001).

Las soluciones de APA contienen peroxido de hidrogeno, el cual también posee
propiedades antimicrobianas, lo cual brinda mayor poder desinfectante a la solucion
(Suttley, 2008).

El Cddigo de Regulaciones Federales de los Estados Unidos (CFR) permite el uso de APA
en el agua de lavado de frutas y vegetales hasta en una concentracién de 80 mg L™ (CFR,
2007). Sin embargo, algunos estudios indicaron que esta concentracion de APA en el agua
de lavado, no fue suficiente para obtener un reduccion sustancial en la carga microbioldgica
inicial de VMP (Nascimento y col., 2003, Hellstrom y col., 2006). La eficiencia del APA
contra los microorganismos es: bacterias > virus > bacterias esporuladas > protozoos (Kitis,
2004, Oh y col., 2005). También se ha reportado la efectividad del APA en el control de
hongos que causan putrefaccion de frutas y hortalizas (Kyanko y col. 2010).

Luego del lavado de VMP con APA no es necesario un enjuague, aunque podria realizarse
un simple procedimiento de enjuagado con agua fria (IFPA, 2003, Suttley, 2008).

Las desventajas del APA son su inestabilidad a las concentraciones usadas comdnmente,
por lo que se vende en concentraciones del 5y 15%, y sus costos mayores comparados con
otros sanitizantes usados tradicionalmente como el hipoclorito de sodio (Kunigk vy
Almeida, 2001, Suttley, 2008).
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Tabla 1.3. Desinfectantes para el agua de lavado de productos frescos cortados. Fuente: adaptada de IFPA, 2003.

Limitaciones/

¢ Necesita

Sustancia Ventajas Desventajas = . . .
concentracion maxima enjuague final?
Hipoclorito Actuan rapidamente. Se  disipan rapidamente  No se excedera de 200 mg L™ en Si.
de sodio/ Eliminan  eficazmente  bacterias, cuando se expone al aire 0 a el agua de lavado
calcioocloro  levaduras, esporas fungicas, hongos y elevada temperatura (82,2°C).
(gas) muchos virus. Reaccionan con la materia
organica del agua.
Pueden ocasionar trastornos
respiratorios a los
trabajadores.
Sensibles al pH (rango 6ptimo
6,5-7)
Peréxido Tan eficaz como el cloro en la No es eficaz para la reduccion Empleo limitado en frutas y No, cuando se
de hidrégeno  reduccion de las cargas microbianas de la carga bacteriana en hortalizas que no se consumen emplea segun las
en la superficie de los productos algunos vegetales frescos crudas. limitaciones
vegetales. cortados. Se produce gran indicadas.
: cantidad de espuma.
Acido Efectivo contra coliformes reductores Costos 50-100% mas elevados No se excedera 80 mg L™ en el No, cuando se
peracético y otros microorganismos que causan que los compuestos clorados.  agua de lavado emplea segun las
deterioro. Corrosivo frente a metales limitaciones
(hierro, cobre, cromo) indicadas.
Dioxido Potente agente oxidante. Generacion in situ. Empleo limitado en frutas y No.
de cloro No reacciona tan rapidamente como Recientemente se  puede hortalizas que no se consumen
los compuestos clorados con adquirir en formulaciones crudas.
compuestos organicos. estables.
Es menos sensible a los cambios de
pH que los compuestos clorados.
Tiene mayor efectividad a pH entre 6
y 10. Gran solubilidad en agua fria.
Ozono Eficaz en la eliminacion de las Mas caro que los compuestos Los valores maximos no estan No.

contaminaciones microbianas.
El rango de pH es 6-8 para lograr su
efecto dptimo.

clorados.
Peligro por exposicion de los
trabajadores al ozono.

limitados por el producto sino por
la exposicion de los trabajadores
al ozono.
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1.5.2.3 Escurrido, envasado y almacenamiento

Luego de la etapa de lavado, se recomienda eliminar el exceso de agua que el vegetal haya
podido adquirir con el lavado y envasar un producto seco, factor muy importante para
prolongar la vida Gtil del vegetal cortado. La eliminacion de agua se puede realizar por
escurrido, centrifugado o secado por aire (Yildiz, 1994).

Algunos productos frescos cortados se comercializan mezclados, como es el caso de las
ensaladas, por lo que la mezcla se lleva a cabo después de que cada uno de los componentes
haya seguido el tratamiento adecuado a sus caracteristicas. En esta etapa es importante
asegurar la homogeneidad de la mezcla.

Finalmente, el proceso termina con las operaciones de pesado y envasado.

El envasado de los VMP se realiza bajo atmdsfera modificada (AM). Este envasado se
considera, después de la disminucion de la temperatura del producto, la etapa mas
determinante para prolongar la vida comercial de las frutas y hortalizas cortadas. Esta
técnica implica la modificacién de la atmdsfera en el entorno del alimento dentro del
envase. Esta modificacion se produce por la accion conjunta del producto vegetal (el cual
respira) y el intercambio de gases con la atmdsfera exterior del envase a través del film, de
forma tal que se establece un equilibrio dindmico a través de la pelicula, hasta que se
alcanza una atmosfera estacionaria. Las concentraciones de oxigeno y dioxido de carbono
que se alcanzan en la AM dependen de: el peso y tamafio del producto, su actividad
respiratoria, la carga microbiana, la permeabilidad del film, y volumen y espacio de cabeza
del envase (Gonzalez y Lobo, 2005). Los bajos niveles de oxigeno y los altos niveles de
diéxido de carbono utilizados en este tipo de envasado reducen la intensidad respiratoria
del tejido vegetal, produciendo un retraso en su senescencia (Kader, 1997).

Finalizado el envasado, las bolsas o bandejas se introducen en cajas, que se paletizan y se
colocan en camaras de temperatura controlada. En estas camara de refrigeracion (a
temperaturas entre 0 — 1°C) se preparan las cargas, normalmente mixtas, que van a ser
distribuidas a los diferentes supermercados o cualquiera sea su destino final. Durante la
distribucion es importante mantener la cadena de frio, la temperatura de conservacion
controla el desarrollo de microorganismos y frena los cambios fisiologicos que dan lugar a
los procesos quimico-bioquimicos que repercuten en la pérdida de calidad del producto
(Gonzalez y Lobo, 2005).
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1.5.3 Efectos del procesado minimo y almacenamiento refrigerado sobre el valor
nutricional y potencial saludable de los alimentos vegetales

El pelado, cortado y lavado del producto vegetal son algunas de las etapas del
procesamiento que pueden favorecer la pérdida de nutrientes y compuestos fitoquimicos en
los vegetales minimamente procesados por eliminacion de alguna parte del vegetal, o por
lixiviacion o solubilidad en el agua de lavado (Cano y col., 2005).

El pelado y troceado de las frutas y hortalizas da lugar a un incremento en la tasa
respiratoria, en la produccion de etileno y en el metabolismo de los compuestos fendlicos
(Rocha y col., 2002). El incremento en la intensidad respiratoria provoca una pérdida de
azUcares, acidos organicos y de otros metabolitos que intervienen en el ciclo de la
respiracion, afectando directamente al sabor del producto procesado y a la calidad sensorial
del mismo (Tovar y col., 2001).

Tanto el pelado como el cortado de los VMP provocan en las células y tejidos la liberacion
de distintos tipos de enzimas facilitando el contacto con los sustratos sobre los que acttan.
Al entrar en contacto la enzima polifenol oxidasa (PPO) con sus sustratos, l10s compuestos
fenolicos, y en presencia de oxigeno, se produce una oxidacién de los fenoles que lleva a
una polimerizacion de los productos oxidados, dando lugar a la formacién de melaninas
(Tomés—Barberan y Espin, 2001). Las peroxidasas (POD) son otras enzimas que pueden
producir la oxidacion de compuestos fendlicos en presencia de peroxido de hidrégeno. Se
ha postulado que la PPO podria actuar como promotor de la actividad de la POD debido a
la generacion de peroxido de hidrogeno durante la oxidacion de los compuestos fendlicos
(Toméas—Barberan y Espin, 2001). Los productos de estas reacciones, las melaninas, son
pigmentos heterogéneos negros, marrones 0 rojos, que son responsables del oscurecimiento
provocado por el cortado de frutas de pulpa blanca como las manzanas (Ayala-Zavala y
Gonzalez-Aguilar, 2009). Ademas, la polimerizacion y sintesis de estos compuestos puede
dar lugar a la aparicion de sabores y olores extrafios y a la pérdida de la capacidad
antioxidante aportada por los compuestos fendlicos (Tomas-Barberan y Espin, 2001,
Gonzalez y Lobo, 2005).

Contrariamente, los dafios producidos por el pelado y cortado de los vegetales
minimamente procesados favorecen la activacion de la enzima fenilalanina-amonio liasa

(PAL) (Figura 1.18), clave en la sintesis de los compuestos fendlicos, favoreciendo su
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sintesis (Cantos y col., 2001). De acuerdo a Cisneros-Zevallos, (2003), las lesiones
provocadas en los vegetales (cortado, troceado, rallado) podrian usarse como herramientas
de estrés abidtico para generar un aumento en la sintesis de compuestos fenolicos y de su
capacidad antioxidante. En este sentido, algunas investigaciones han demostrado como el
cortado incrementa la capacidad antioxidante de zanahorias (Reyes y col. 2007), lechuga
(Kang y Saltveit, 2002) y papas moradas (Reyes y Cisneros-Zevallos, 2003); presentando

una correlacion con el aumento de fenoles totales observado luego del corte.

S I
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——  (cortado, rallado, troceado) — Amarronamiento
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Figura 1.18. Interrelaciones entre las lesiones producidas en un vegetal y los cambios
subsecuentes en el metabolismo de los compuestos fenolicos que terminan en el
amarronamiento de los tejidos. Fuente: Saltveit, 2000.

Por otra parte, los procesos de lavado-desinfeccion pueden favorecer la pérdida de
nutrientes y compuestos bioactivos por lixiviacion o solubilidad en el agua de lavado o por

oxidacion producida por los distintos sanitizantes (Ayala-Zavala y Gonzalez-Aguilar,
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2009). Seglin Wright y Kader, (1997), el lavado con hipoclorito de sodio (100 mg L™)
influye en el contenido de vitamina C de la fruta cortada (frutillas), produciendo la
oxidacion del acido ascérbico a &cido dehidroascorbico, no modificando el contenido de
vitamina C.

Vandekinderen y col., 2008, reportaron péerdidas en el nivel de vitamina E del 37,5y 75,1%
en zanahoria rallada lavada con 4cido peracético 80 y 250 mg L™, respectivamente, en
cinco minutos; no observandose cambios en el contenido de carotenos en ninguno de los
dos lavados.

Por lo tanto, un estudio profundo sobre el efecto de todas las etapas de un minimo
procesamiento y posterior conservacion sobre los constituyentes de los productos vegetales
se hace imprescindible para conocer la verdadera composicion nutricional y potencial
saludable de los VMP, tal y como van a ser ingeridos por los consumidores (Cano y col.,
2005).
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1.6 Objetivos

El objetivo general de la presente tesis sera el estudio y la optimizacion de tecnologias de
procesamiento y conservacion en la elaboracion de frutillas frescas cortadas, con el fin de
evitar pérdidas de compuestos bioactivos y antioxidantes, como asi también, en lo posible,
de aumentar su potencial saludable para brindar al consumidor un producto natural con un

posible o ampliado efecto protector sobre su salud.

Para cumplir con este objetivo se plantearan los siguientes objetivos especificos:

1.6.1 Respecto a la caracterizacion de las frutillas:

1.6.1.1 Realizar una caracterizacion de las frutillas regionales en cuanto a su contenido de
compuestos bioactivos, y otros parametros de calidad.

1.6.1.2 Para ello serd necesario desarrollar y validar técnicas HPLC UV/DAD para la
determinacion de compuestos bioactivos en frutillas (acido ascérbico, vitamina C vy
compuestos fendlicos).

1.6.2 Respecto a la preparacion de frutillas frescas cortadas. Objetivos relacionados

con el estudio de la operacion de lavado-desinfeccion:

1.6.2.1 Estudiar los cambios en la calidad nutricional, microbioldgica y potencial saludable
(compuestos bioactivos) de frutillas frescas cortadas como consecuencia de la operacion de
lavado-desinfeccion variando la concentracidn del agente activo, el tiempo de exposicién y

la temperatura de la solucion de lavado.

1.6.2.2 Estudiar los cambios en las actividades de enzimas relacionadas con el metabolismo
de los compuestos fenolicos (fenilalanina-amonia liasa y polifenoloxidasa) y las que actdan
sobre los compuestos poliurénidos de la pared celular, (poligalacturonasa y
pectinmetilesterasa), como consecuencia de la operacion de lavado-desinfeccion, variando
la concentracién del agente activo, el tiempo de exposicion y la temperatura de la solucion

de lavado.
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1.6.1.3 Desarrollar modelos predictivos que permitan maximizar calidad microbioldgica y
minimizar pérdida de potencial saludable (compuestos bioactivos) y calidad nutricional y

sensorial con las condiciones de lavado.

1.6.3 Respecto a la preparacion de frutillas frescas cortadas. Objetivos relacionados

con el estudio de la operacion de corte y la conservacion del producto:

1.6.3.1 Estudiar los posibles cambios en el potencial saludable y la calidad nutricional del
producto como consecuencia del efecto del corte, la temperatura y el tiempo de

almacenamiento.

1.6.3.2 Determinar la cinética de cambio de los distintos atributos y pardmetros de calidad
estudiados y su funcionalidad con la temperatura para los distintos grados de corte

practicados, aplicando un enfoque cinético simplificado.
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2. Materiales y Métodos

2.1 Material vegetal utilizado

En la presente tesis se emplearon dos variedades de frutillas:

Frutillas (Fragaria x Ananassa Duch), cultivar Camarosa (Figura 2.1a), oriundas de
Arroyo Leyes, Santa Fe, Argentina. Las frutas fueron adquiridas directamente del
productor, con un 90% de superficie de color rojo. Las frutillas se trasladaron hasta
el ITA-FIQ-UNL y se almacenaron en camara frigorifica a 3°C y 95% HR, por

menos de 12 horas, hasta su procesamiento.

Frutillas (Fragaria x Ananassa Duch), cultivar Selva (Figura 2.1b), oriundas de Mar
del Plata, Buenos Aires, Argentina. Las frutas, comercializadas bajo la marca
“Tamara” por la Compafiia Industrial Frutihorticola S.A., fueron adquiridas en un
comercio local. Durante la compra se eligieron las frutas con 90% de color rojo en
la superficie. Las frutillas se trasladaron hasta el ITA-FIQ-UNL y se almacenaron
en camara frigorifica a 3°C y 95% HR, por menos de 12 horas, hasta su

procesamiento.

Figura 2.1 b. Frutillas variedad Selva.
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2.1.1 Acondicionamiento del material vegetal

Las frutas fueron inspeccionadas, eliminando aquellas con signos de podredumbre, como
asi también las partes de la planta acompafiantes. Los célices y pedinculos se eliminaron,
las frutillas se pre-lavaron con agua de red por 2 min y se escurrieron por gravedad sobre

papel absorbente.

2.2 Desarrollo y puesta a punto de métodos y técnicas analiticas

2.2.2 Determinacion de vitamina C en frutillas: optimizacion y validacion de un
meétodo de cromatografia liquida de alta performance con deteccién ultravioleta
(HPLC-UV) usando disefios experimentales

La vitamina C o acido ascorbico total (AAT) en las frutas es la suma del contenido de acido
ascorbico (AA) mas el contenido de &cido dehidroascorbico (ADHA) (Combs, 1998). Por
lo tanto, resulta importante conocer las concentraciones tanto de AA como de ADHA para
conocer la actividad vitaminica total de una fruta especifica.

En la literatura se reportan numerosos métodos analiticos para la determinacion de AA 'y
ADHA en matrices alimentarias. Los métodos de cromatografia liquida de alta performance
(HPLC), son los preferidos, debido a que son mas rapidos y eficaces que los métodos de
espectrofotometria, volumetria o enzimaticos, y por lo general no necesitan derivatization
(Novékova y col., 2008).

Se procedi6 a optimizar y validar la determinacién de vitamina C en frutillas por HPLC-

UV, usando disefios experimentales: una nueva estrategia analitica.

2.2.1.1 Aparatos y Software

Se utilizé un equipo de cromatografia liqguida 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 cromatogréafico a través de un inyector
manual Rheodyne 7725i, provisto de un loop de 20 pL (Rheodyne, Berkeley, CA, EE.
UU.). El programa Design Expert v.7 (Stat-Ease, Inc., Minneapolis, MN, EE.UU.) se
utilizé para la optimizacion de las condiciones cromatograficas (analisis de datos y

determinacion de la funcion deseabilidad). El andlisis estadistico de los datos de validacién
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se realizd con el programa STATGRAPHICS Centurion XV 15.02.06 (StatPoint
Technologies, Inc., Warrenton, VA, EE. UU.) y Matlab 7.6.0.324 (Math Works, Naticks,
MA, EE. UU.).

2.2.1.2 Condiciones cromatograficas

Las separaciones se llevaron a cabo en un columna de fase reversa Phenomenex Gemini 5 p
C18 110A, conectada a un guardacolumna (Phenomenex Inc. CA, USA), a temperatura
ambiente (25°C). La fase mdvil consistio de una solucion buffer de &cido acético/acetato de
sodio 0,03 mol L, 5% de metanol. El pH de la fase mévil fue ajustado a 3,8, 4,8 y 5,8, de
acuerdo a las condiciones del disefio de optimizacion (Tabla 2.1). Las fases moviles se
filtraron a través de un filtro de membrana Millipore de 0,45 pum y fueron desgasificadas

usando vacio.

2.2.1.3 Preparacion solucion madre de AA

Se preparé una solucién estandar de 4cido ascérbico (4,0 g L™) en solucién extractante de
4cido metafosforico (30 g L™) y 4cido acético (80 g L™) (AOAC, 1995). La misma se
realizd disolviendo 0,1 g de AA, secado por 1 hora a 105°C, en 25 mL de solucion
extractante. La solucién madre se protegié del contacto con la luz y se almacené a 4°C

hasta su uso.

2.2.1.4 Preparacion de las muestras de frutilla

De las frutillas preparadas tal como se indica en la seccién 2.1.1, se tomaron 500 g de la
variedad Selva, se homogeneizaron con licuadora manual, y se almacenaron a -80°C hasta
su analisis. Para la extraccion se tomaron 5 g de frutillas homogeneizadas y se le
adicionaron 25 mL de solucién extractante. La mezcla se homogeneizé por 1 min, se sonico
en ultrasonido por 15 min, y se centrifugd a 12000 g por 20 minutos a 4°C. El sobrenadante
se separ0 y a 1 mL de este se lo diluydé con fase mdévil hasta 6 mL, se filtro a través de
membrana Millipore de 0,45 pum vy se inyectd en el sistema de HPLC. Esta muestra se usé
para medir el contenido de acido ascorbico (AA) de las muestras. Para cuantificar el acido
ascorbico total (AAT) o Vitamina C, a 1 mL de sobrenadante se le agreg6 0,2 mL de
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solucién de DL-ditiotreitol (DTT) 5 g L™ (preparada en fosfato de potasio dibasico 2,58 M)
(Odriozola-Serrano y col., 2007). La mezcla, luego de haberse dejado reaccionar en
oscuridad por 2 horas, se diluyé a 6 mL, se filtré a través de membrana Millipore y se
inyecto en el sistema cromatogréfico.

El contenido de &cido dehidroascérbico (ADHA) de las muestras se calculé como la
diferencia entre los contenidos de AAT y AA (Sanchez-Mata y col., 2000). Todas las
muestras se protegieron de la luz y se manipularon en bafio de hielo para evitar pérdidas por

oxidacion.

2.2.1.5 Procedimiento de optimizacion

Para la optimizacion de la determinacion de AA por HPLC se utilizé un disefio de Box-
Behnken de tres factores con tres niveles cada uno. Una descripcion més detallada de este
disefio se expone en la seccion 2.3.3. El disefio consistié en 15 experiencias (corridas
cromatogréficas) bajo diferentes condiciones (Tabla 2.1). Los factores estudiados fueron el
pH de la fase mavil (valores de los niveles de la variable: 3,8, 4,8 y 5,8); la velocidad del
flujo (valores de los niveles de la variable: 0,5, 0,85 y 1,2 mL min™); y la longitud de onda
(valores de los niveles de la variable: 240, 255 y 270 nm). Las respuestas estudiadas fueron:
las areas cromatogréficas, los tiempos de retencion y los anchos de pico obtenidos para la
determinacion de AA y AAT. Las muestras de AA estandar usadas fueron diluciones de la
solucién madre obtenida en la seccion 2.2.1.3 en solucion extractante hasta obtener una
concentracion de 0,08 g L™. Luego, esta dilucion se volvié a diluir con fase mévil hasta
obtener una concentracién final de 0,016 g L™. Las muestras de AAT estandar se
obtuvieron por reduccién de una alicuota de solucién estandar de AA con DTT 5 g L™ Se
mezclaron 4 mL de solucién de AA estandar 0,2 g L™ (preparado por dilucién de la
solucion madre con mezcla extractante) con 1,2 mL de DTT, se dejé reaccionar en
oscuridad por 2 horas, se diluyé con solucién extractante a una concentracion de 0,08 g L™,

y finalmente se llevé la solucién a una concentracion de 0,016 g L™ con fase movil.

2.2.1.6 Procedimiento de validacion
El método de HPLC optimizado fue validado para la determinacion de AA y AAT o
vitamina C en frutillas. Con las soluciones de AA y AAT estandar se estudio la linealidad,
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los limites de deteccion y cuantificacion, y las sensibilidades de calibracion y analitica.

Estudios de precision, exactitud y robustez se llevaron a cabo usando muestras de frutillas.

Tabla 2.1. Corridas experimentales del disefio de Box-Behnken para tres variables*

N° corrida pH de la Flujo . Longitud
fase movil (mL min™) de onda (hm)
1 4,8 0,85 255
2 4,8 0,85 255
3 4,8 0,85 255
4 4,8 0,50 270
5 4,8 0,50 240
6 58 0,50 255
7 58 1,20 255
8 3,8 1,20 255
9 3,8 0,50 255
10 4,8 1,20 270
11 3,8 0,85 240
12 58 0,85 270
13 4,8 1,20 240
14 3,8 0,85 270
15 5,8 0,85 240

(*) 15 experiencias con 2 repeticiones del punto central.

Todos los experimentos de validacion se llevaron a cabo en las condiciones Optimas
obtenidas para pH de la fase movil, velocidad de flujo y longitud de onda. Los analisis se
llevaron a cabo a temperatura ambiente (25°C) bajo condiciones isocréticas.

2.2.1.6.1 Estudio de la linealidad y otras figuras de mérito

Cantidades adecuadas de soluciones estandares de AA y AA con reduccion por DTT
(AAT) (0,08 g L™), preparadas en triplicado, como se describi6 anteriormente, se diluyeron
en fase mdvil para obtener las siguientes concentraciones: 0,004, 0,008, 0,012, 0,016 y
0,020 g L™, cubriendo el rango de 50 a 150 % de la concentracién de vitamina C
encontrada comunmente en frutillas. Los valores de las areas integradas de los picos
cromatograficos se graficaron en funcion de las concentraciones de AA y AAT y se usaron
para los test de linealidad, la determinacion de los limites de deteccion y cuantificacion, y

las sensibilidades de calibracién y analitica.
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2.2.1.6.2 Estudio de la precision del método
Se prepararon 6 muestras de frutillas de acuerdo a la seccidn 2.2.1.4 y se inyectaron en el
equipo de HPLC. Los resultados de AA, ADHA y AAT obtenidos se utilizaron para

conocer la variacion intra-diaria o repetitividad del método.

2.2.1.6.3 Estudio de la exactitud del método

Porciones de 5 g de frutillas homogeneizadas se procesaron de la misma manera como se
procedio en la seccion 2.2.1.4, con la diferencia de que fueron adicionadas, antes de la
extraccion, con cantidades conocidas de AA estandar. Las adiciones se hicieron para
alcanzar concentraciones de AA y AAT similares a las utilizadas en los test de linealidad.
Estas concentraciones adicionadas estuvieron entre el 30 y 150% de las concentraciones de

analito esperadas en muestras de frutillas. Los procedimientos se repitieron 3 veces.

2.2.1.6.4 Estudio de la robustez del método

La robustez del método se estudié empleando un disefio factorial fraccionado 3*2 en nueve
corridas cromatogréaficas (Bianchini y col., 2009, Massart y col., 1997). Los niveles de los
factores de este disefio (pH de la fase mdvil, velocidad de flujo y longitud de onda) fueron
pequefios cambios en los niveles de las condiciones experimentales optimizadas. Ademas
se agregd como factor el porcentaje de metanol en la fase movil, cuyos niveles se variaron
entre 3y 7%. La respuesta estudiada fue el porcentaje de recuperacion de AA y AAT luego
de una adicién del analito 90% de la esperada. El procedimiento de las muestras fue igual al

descripto para el estudio de la exactitud.

2.2.2 Determinacion de compuestos fenoélicos en frutillas: desarrollo y validacion de un
método de cromatografia liquida de alta performance con deteccion por arreglo de
diodos (HPLC-DAD)

El analisis de compuestos fendlicos se lleva generalmente a cabo por cromatografia liquida
de alta performance (HPLC) con columnas de fase reversa de Cig y gradientes binarios de
solvente (Tarola y col., 2012). La fase mdvil consiste generalmente de una solucion acuosa
acida (de acido férmico, acético, o trifluoroacético) y un solvente organico (acetonitrilo o
metanol) (Lopes da Silva y col., 2007, Aaby y col., 2007, Tulipani y col., 2008). Sin
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embargo, el uso de acetonitrilo se ha cuestionado recientemente debido a que una
disminucion en su produccion provocd un aumento en su precio, ademas por presentar una
elevada toxicidad para los humanos y el medio ambiente. Es por ello que se esta tratando de
reemplazar al acetonitrilo con metanol, lo que podria conducir a una reduccién del nivel de
costos de solventes y un menor impacto para la salud y el ambiente (Gine-Bordonaba y
col., 2011).

En la identificacion de los compuestos fendlicos, la deteccion se hace generalmente en el
ultravioleta (UV) (Romanova y col., 2000), por arreglo de diodos (DAD) (Lopes da Silva y
col., 2007, Hernanz y col., 2007, Giné-Bordonaba y col., 2011), o por espectrometria de
masas (MS) (Aaby y col.,, 2007, Chen and Zuo, 2007). Los detectores MS proveen
informacion acerca de la masa molecular y los patrones de fragmentacion del analito, y se
han usado para identificar una amplia variedad de compuestos fendlicos, sin la necesidad de
contar con los correspondientes estandares fenolicos (Maéatta-Riihinen y col., 2004, Aaby y
col., 2007). Sin embargo, los detectores DAD han demostrado ser una excelente
herramienta en la determinacion de compuestos fendlicos, si se considera su menor costo y
la mayor posibilidad de ser adquirido por un laboratorio analitico, comparado con la
deteccion MS (Molnéar-Perl y Zs, 2005, Tarola y col., 2012).

2.2.2.1 Aparatos y Software

Se utilizd un equipo de cromatografia liquida Shimadzu LC-10AT (Shimadzu Scientific
Instruments, Japon), equipado con cuatro bombas FCV-10AL, un desgasificador en linea
DGU-142 un inyector Rheodyne 7725i con un loop de 20 pL (Rheodyne, Berkeley, CA,
EE.UU.), y un detector de arreglos de fotodiodo SPD-M20A, operando entre 200 y 900 nm.
Los datos cromatograficos se procesaron con el programa Shimadzu LC solution software.
El analisis estadistico de los datos se realizé con el programa STATGRAPHICS Centurion
XV 15.02.06 (StatPoint Technologies, Inc., Warrenton, VA, EE.UU.) y Matlab 7.6.0.324
(Math Works, Naticks, MA, EE.UU.).

2.2.2.2 Condiciones cromatograficas
Las separaciones se llevaron a cabo en un columna de fase reversa Supelcosil LC-ABZ 150

X 4,6 mm, 5 um, unida a un guardacolumna Alltech C18 5um. La fase mdvil fue un
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gradiente preparado a partir de una solucion acuosa de acido férmico al 2%, pH 3,
(Solvente A) y una solucién de &cido formico en metanol al 2%, pH 3, (solvente B). El
programa de gradiente fue: 0,01-8,00 min 15% B isocratico, 8,01-25,00 min 15-50% B,
25,01-40,00 min 50% B isocrético, 40,01-50,00 min 50-90% B, y 50,01-55,00 min 90-15%
B. Para equilibrar la columna se requirieron 10 minutos antes de cada inyeccion. El flujo
fue de 0,7 mL min™, y los andlisis fueron realizados a temperatura ambiente (25°C).

El detector se ajusto a 280, 320, 360 y 520 nm para realizar la deteccion simultdnea de los
diferentes grupos de compuestos fenolicos. La identificacion de los picos se realizo
comparando los tiempos de retencion y las caracteristicas espectrales aportadas por el

detector DAD, con compuestos fendlicos estandares.

2.2.2.3 Preparacion solucion madre de compuestos fendlicos

Se prepararon distintas soluciones madres de compuestos fendlicos en metanol en las
siguientes concentraciones: &cido gélico (1000 mg L™), catequina (400 mg L™),
epicatequina (400 mg L), acido p-cumérico (1000 mg L™), 4cido ferdlico (2000 mg L™),
rutina (640 mg L™), 4cido cindmico (1000 mg L™), 4cido elagico (200 mg L™), quercitina
(620 mg L™), kaempferol (135 mg L™), cianidina (2000 mg L™), y pelargonidina (1300 mg
L. Estas soluciones, estables por 2 meses, se protegieron de la luz y se almacenaron a
-20°C.

2.2.2.4 Eleccion del sistema de extraccion para las muestras de frutillas

La acetona y el metanol, puros o combinados con agua o &cidos (acidos acético, férmico y
clorhidrico) son los solventes mas usados para la extraccion de compuestos fendlicos en
muestras de frutillas (Hakkinen y Torronen, 2000, Mattila y Kumpulainen, 2002, da Silva
Pinto y col., 2008, Ignat y col., 2011, Giné Bordonaba y col., 2011). Recientemente, el uso
de metanol demostro ser el mejor solvente para la recuperacion de antocianinas en frutillas
y otras muestras como sorgo negro (Awika y col., 2005, Giné Bordonaba y col., 2011).
Aparentemente, las moléculas de antocianinas experimentarian una modificacion
estructural significativa en medios de extraccion de acetona acuosa, fendémeno que no

ocurriria con metanol acidificado (Awika y col., 2005).
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Como el objetivo de nuestro trabajo fue identificar y cuantificar simultaneamente en una
Unica corrida cromatogréafica una amplia variedad de compuestos fendlicos presentes en
frutillas, incluyendo a las antocianinas, se decidié utilizar un sistema de extraccion basado
condiciones de extraccion. Se probaron 3 tipos de solventes de extraccion: Metanol puro,
Metanol/agua (50:50) y Metanol/acido formico (99:1). El sistema de extraccion usando
metanol puro mostr6 ser el mas adecuado, dando los valores de areas de compuestos
fenolicos mas grandes (datos no mostrados).

Por lo tanto, el sistema de extraccion conteniendo metanol puro fue el elegido para la

realizacion de este estudio.

2.2.2.5 Preparacion de la muestras de frutilla

De las frutillas preparadas en la seccion 2.1.1 se tomaron 500 g de las variedades Selva y
Camarosa, se liofilizaron, se molieron sobre un mortero y se almacenaron a -80°C hasta su
analisis. Se midié la humedad de las frutillas a 70°C hasta peso constante de acuerdo a
AOAC (2005), y se calcularon los sélidos secos de cada cultivar de frutilla (g ss 100 g™
fruta fresca). Estas muestras de fruta se trasladaron hasta el laboratorio de Merceologia de
la Universidad La Sapienza en Roma, en donde se procedio a desarrollar el método de
identificacion y cuantificacion de compuestos fendlicos, bajo la direccion de la Dra. Anna
Maria Tarola.

Las extracciones se hicieron por triplicado con 0,25 g de frutillas Selva (10,4 g ss 100 g™
FF) y Camarosa (8,8 g ss 100 g™ FF) en 5 mL de metanol. Las mezclas se homogeneizaron,
se sonicaron por 15 min y se centrifugaron a 2500 g por 15 min a temperatura ambiente.
Los sobrenadantes se colectaron y sobre los sedimentos se realizd una re-extraccion con 5
mL de metanol. Las fracciones colectadas se concentraron a 5 mL en flujo de nitrégeno, a
temperatura ambiente, y antes de ser inyectadas en el sistema HPLC se filtraron a través de
una membrana Millipore de 0,45 pm.

Estas fracciones se usaron para el analisis de compuestos fenolicos libres naturalmente
presentes en los extractos de frutillas (agliconas libres o compuestos fendlicos no

conjugados o no condensados).
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2.2.2.6 Hidrolisis de los extractos de frutillas

Sobre alicuotas de los extractos de frutillas obtenidos en la seccion 2.2.2.4 se realiz6 una
hidrélisis &cida, con el objetivo de liberar las agliconas de los compuestos fenolicos
glicosilados e hidrolizar los compuestos fenolicos conjugados o condensados. Para la
hidrélisis, (4 mol L™ HCI, 50 min a 90°C) se agregé 1 mL de HCI 12 mol L™ sobre 2 mL
de muestra, se homogeneizo, y se dejo por 50 min en estufa a 90°C. Luego de la hidrolisis,
los extractos se enfriaron y estuvieron listos para ser inyectados en el sistema de HPLC. En
esta fraccion se mediran las agliconas liberadas de los compuestos fenolicos glicosilados y

los compuestos fendlicos que estaban conjugados o condensados.

2.2.2.7 Hidrolisis de los compuestos fendlicos estandares

El efecto de las condiciones de hidrdlisis 4cida (4 mol L™ HCI, 50 min a 90°C) se prob
sobre compuestos fenolicos puros. Se hicieron diluciones en metanol sobre algunos de los
estandares preparados segun lo indicado en la seccion 2.2.2.3. Los compuestos fendlicos
seleccionadas fueron: catequina y kaempferol (13,3 mg L™), rutina (21,3 mg L™), y 4cidos

ferGlico (1,3 mg L™) y elagico (13,3 mg L™).

2.2.2.8 Procedimiento de validacion

El método HPLC-DAD fue validado para la determinacion de los principales compuestos
fenolicos en frutillas. Estudios de linealidad, limites de deteccion y cuantificacion y
sensibilidades de calibracion y analitica se realizaron usando soluciones estandares de
compuestos fendlicos. Los estudios de precision y exactitud se realizaron usando extractos
de frutillas.

2.2.2.8.1 Estudio de la linealidad y otras figuras de mérito

Los compuestos fendlicos se inyectaron en el sistema HPLC en forma individual para
conocer sus tiempos de retencion. Luego de esto, se prepararon por triplicado cinco
mezclas de compuestos fendlicos preparadas por diluciones de cantidades adecuadas de
soluciones estandares en metanol. Las mezclas de estdndares se realizaron cubriendo un
rango de concentraciones: 4cido galico, epicatequina y acido ferGlico: 5-60 mg L7,

catequina, &cido p-cumérico, rutina y 4cido cinamico: 2,5-30 mg L™, 4cido elagico: 7,5-100
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mg L?, quercitina: 0,5-6 mg L™, kaempferol: 0,3-3,4 mg L™, cianidina: 1,9-15 mg L?, y
para pelargonidina:18,9 — 150 mg L™; todas las concentraciones cubren desde 50 al 150 %
de la concentracién esperada de cada compuesto fendlico en muestras de frutillas. Las areas
integradas de los picos de los compuestos fendlicos se graficaron en funcion de sus
concentraciones y se usaron para las pruebas de linealidad, la determinacion de los limites

de deteccion y cuantificacion y las sensibilidades analiticas y de calibracion.

2.2.2.8.2 Estudio de la precision y exactitud del método

Seis muestras de frutillas se prepararon de acuerdo a la seccién 2.2.2.5 y se inyectaron en el
equipo de HPLC. Los resultados obtenidos en las concentraciones de los compuestos
fendlicos se utilizaron para conocer la variacion intra-diaria o repetitividad del método.
Para el estudio de la exactitud, 0,25 g de frutillas variedad Camarosa liofilizadas se
procesaron de la misma manera como se procedio en la seccion 2.2.2.5, con la diferencia de
que fueron adicionadas, antes de la extraccién, con cantidades conocidas de compuestos
fendlicos estdndares. Los estandares elegidos para las adiciones fueron: acido galico y p-
cumérico (7,50 mg 100 g* FF), rutina (9,60 mg 100 g* FF), quercitina (9,30 mg 100 g™
FF), y cianidina (9,0 mg 100 g* FF). Las concentraciones se estimaron usando curvas de
calibrado obtenidas para cada compuesto fendlico, las concentraciones obtenidas se
compararon con las concentraciones reales adicionadas. El porcentaje de recuperacion se
calcul6 antes de la hidrolisis acida para acido galico y p-cumarico, quercitina y cianidina.

Para rutina, el porcentaje de recuperacion se calcul6 antes y después de la hidrolisis acida.

2.2.3 Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante de las muestras se midié de acuerdo a Sanchez-Moreno y col.,
(2003). La actividad antirradicalaria se cuantificd por la medida de la disminucion de la
absorbancia de una solucion metanolica del radical libre DPPH* (1,1-difenil-2-
picrilhidrazil) a 517 nm en presencia de alicuotas del extracto de la fruta. La concentracion
inicial de DPPH* fue de 0,03 g L™ y las medidas de absorbancia se tomaron en
espectrofotometro (Genesis 5, Milton Roy, Ivyland, USA).

Para determinar el tiempo en que la reaccion entre el radical DPPH* y los compuestos

antioxidantes de los extractos de frutillas alcanzaron un estado estacionario, se realizaron
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lecturas de absorbancia de 3,9 mL de DPPH cada 1 min luego del agregado de 0,025, 0,05
y 0,1 mL de un extracto de frutillas en acetona/agua (80:20). En la Figura 2.2 se muestran
las gréaficas de cinética de degradacion de DPPH* obtenidas luego del agregado de distintas
alicuotas de extracto de frutilla.
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Figura 2.2. Cinética de degradaciéon del radical libre DPPH* luego del agregado de
alicuotas de extracto de frutillas.

Los calculos se realizaron de acuerdo a la Ecuacién 2.1:

%DPPH eanene = [ 22| x 100 (2.1)

Acontrol

En donde Acontrol €S la absorbancia de 3,9 mL de solucién de DPPH* adicionado de un
volumen de metanol igual al volumen de muestra agregado en el tubo correspondiente y
Anmuestra €S la absorbancia de 3,9 mL de DPPH* adicionado con un volumen entre 0,025 y
0,075 mL de extracto. Se calculd el I1Csy (muestra) definido como la cantidad de muestra en 1
mL de reaccion necesaria para disminuir al 50% la concentracién inicial de DPPH¥*,
obtenida de la grafica de porcentaje de DPPH* remanente vs. concentracion (mg de fruta
mL™ de reaccién).

Los andlisis se realizaron por duplicado y las lecturas se tomaron luego de dejar reaccionar
las muestras durante 120 minutos.

Los resultados se expresaron como la capacidad antioxidante equivalente al acido ascorbico
(AEAC) (Lim, y col., 2007) (Ecuacion 2.2).

x10°  (2.2)

AEAC ( mgAA ): 1C50(an)

100g de fruta fresca

ICSO(muestra)
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Donde: ICso(AA) es la cantidad de &cido ascorbico en 1 mL de reaccion necesaria para
disminuir al 50% la concentracién inicial de DPPH*, obtenida de la gréfica de % DPPH*
remanente vs. concentracion (mg de AA mL™ reaccion).

Para calcular el ICso(AA) se preparé una curva de calibrado de AA (0 — 0,207 mg mL™), se
mezclaron 3,9 mL de solucion de DPPH* con 0,1 mL de cada dilucion y se midieron los
valores de absorbancia luego de media hora de reaccion (tiempo que la reaccion alcanza un
estado estacionario luego de la adicion de AA). La curva se realizo por triplicado y se
calcul6 el valor de I1Cso(AA) = 3,22 10° mg mL™.

2.2.4 Fenoles totales

La determinacion de fenoles totales se llevo a cabo usando el reactivo de Folin-Ciocalteu
(Singleton y Rossi, 1965). A 0,125 mL de extracto se agregaron 0,25 mL del reactivo de
Folin-Ciocalteu. La mezcla se dej6 reaccionar durante 3 minutos. Luego se adicioné 0,5 mL
de solucion saturada de carbonato de sodio y se completé a 5 mL con agua destilada. Se
agitd vigorosamente, se dejé reaccionar durante 25 minutos y se centrifugé durante 5
minutos a 4000 g. Los blancos de reactivos se prepararon reemplazando el volumen de
muestra por solucion de extraccion. Se midid la absorbancia a 760 nm en espectrofotometro
(Genesis 5, Milton Roy, lvyland, USA).

Se construyé una curva de calibrado de &cido galico (AG) en el rango de concentraciones
2-10 mg AG 100 mL™. Las determinaciones se realizaron por triplicado en cada muestra de
frutilla y los resultados se expresaron en mg equivalentes de 4cido galico (mg AG 100g *
FF).

2.2.5 Antocianinas totales

El contenido de antocianinas totales se determiné con el método de pH diferencial de
acuerdo a Jin-Heo y Yong-Lee (2005). Alicuotas de extracto se ajustaron a pH 1 con una
solucién 0,1 mol L™ de cloruro de potasio y a pH 4,5 usando una solucién buffer 25 mmol
L™ de 4cido acético/acetato de sodio. Se midieron las absorbancias a 510 y 700 nm en
espectrofotometro (Genesis 5, Milton Roy, Ivyland, USA), v los resultados se convirtieron

en mg pelargonidin-3-glicésido 100 g™ de fruta fresca, (mg P3G 100 g* FF) usando un
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coeficiente de extincién molar de 22,400 L (mol cm)™, una masa molecular de 432,2 g mol’

! un camino éptico de 1 cm y una absorbancia (A) (Ecuacion 2.3) de:

A= [(Asm } A700)pH1 } (A510' A7oo)pH4,5] (2.3)
Donde, Asio Y Ao son las medidas de absorbancia a pH 1 y 4,5. Todos los analisis se

realizaron por triplicado.

2.2.6 Eleccion del sistema de extraccion para la determinacion de la capacidad
antioxidante, fenoles y antocianinas totales

Las técnicas de capacidad antioxidante, fenoles y antocianinas totales se realizaron sobre el
mismo extracto de frutilla. Se probaron dos sistemas de extraccion de acuerdo a bibliografia
(Reyes y col., 2007, Kevers y col., 2007, da Silva Pinto y col., 2008):

Sistema 1: acetona/agua (80:20),

Sistema 2: metanol/agua/acido acético (70:30:5).

Se ensayaron 75 mL de cada solucién extractante en 5 g de frutillas homogeneizadas por
duplicado. Cada condicién de extraccion ensayada se sonicé por 15 min a 10°C y se
centrifugd a 12.000 g por 15 min a 4°C. Los sobrenadantes se separaron y se utilizaron para
realizar los analisis. Se procedi6 a determinar el sistema de extraccion a utilizar en muestras
de rutina de acuerdo a los resultados obtenidos. En la Tabla 2.2 se muestran los resultados
de capacidad antioxidante, fenoles y antocianinas totales obtenidos con cada sistema de
extraccion. Como puede apreciarse, los resultados obtenidos con el Sistema 1 dieron
valores de compuestos bioactivos mayores, y por lo tanto se procedié a elegir este sistema
de extraccion para los andlisis futuros. Si bien para la técnica de HPLC-DAD de
antocianinas se recomienda el uso de solventes a base de metanol (seccion 2.2.2.4), para la
técnica espectrofotométrica de determinacion de antocianinas totales result6 mejor un

solvente a base de acetona.

Tabla 2.2. Resultados de capacidad antioxidante, fenoles y antocianinas totales utilizando

dos sistemas de extraccion distintos (n = 2).

Sisterna de Extraccion Capacidad antioxida}?te Fenoles tota_lles Antocianinas tq}ales
AEACmgAA100g"FF mgAG 1009~ FF mg P3G 100 g~ FF

1 302+7 163 +8 27 +2

2 212 +10 107+ 4 24 +1
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2.2.7 Solidos solubles, pH y acidez total

La determinacion de los sélidos solubles se realizd por refractometria, usando un
refractometro digital de mano (Pal-alfa, Atago, Japon) con compensacion automatica de
temperatura, sobre muestras de frutillas homogeneizadas. Los analisis se realizaron por
duplicado y los resultados expresados como °Brix.

El pH de las muestras se determin6 con un pHmetro (TwinpHmeter B-213, Horiba, Japon)
por duplicado.

Para la acidez se valoraron 15 g de frutillas homogeneizadas con una solucién de hidroxido
de sodio 0,1 N hasta pH 8,1 usando un potenciometro (Testo 230, Alemania) y un electrodo
de pH (Boeco, Alemania), segin Rearte y col., 1987. Los andlisis se realizaron por

duplicado y los resultados se expresaron como g de &cido citrico anhidro 100 g* FF.

2.2.8 Determinaciones enzimaticas

Las muestras de frutillas para las determinaciones enziméticas fueron liofilizadas y
almacenadas a -80°C hasta su andlisis. Para conocer sélidos secos de las muestras (g ss 100
g™ FF), se midié la humedad a 70°C hasta peso constante de acuerdo a AOAC (2005).
Estos andlisis se llevaron a cabo en el departamento de Fisiologia Vegetal, Facultad de

Ciencias, Universidad de Granada, bajo la direccion de la Dra. Dolores Garrido Garrido.

2.2.8.1 Fenilalanina amonioliasa (PAL; EC 4.3.1.3)

Se utiliz6 la técnica de Mori y col., (2000) con modificaciones. Sobre 0,36 g de polvo de
frutillas liofilizadas, se adicionaron 20 mL de solucion extractante (tampon fosfato 100
mmol L™ pH=8, EDTA 2 mmol L™, PVPP (polivinilpolipirrolidona) 30 g L™, DTT 7 mmol
L%, Tritén X100 0,1% v/v). La mezcla se homogeneizé entre 20 y 30 segundos y se agit6
durante 1 hora a 4°C. Se centrifugd a 4000 g por 45 min a 4°C, se separ0 el sobrenadante y
se procediod a degradar las pectinas mezclando 10 mL del filtrado con 100 pL de pectinasa
(Sigma, P-4716) (concentracion en la reaccion 0,1% v/v); incubando 60 min a 37°C. Luego
se procedid a concentrar las proteinas de la muestra en una columna Amicon® Ultra-15
10K, centrifugando a 4000 g, hasta obtener un volumen de 500 pL a 20°C, se recogio el
filtrado, el cual fue usado para realizar el analisis enziméatico. La mezcla de reaccién
consistié en 400 pL de agua destilada, 750 pL de tampén Tris-HCI 100 mmol L™ pH=8,8;
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300 pL de fenilalanina 50 mmol L™ y 50 pL de extracto. La mezcla se incubd 1 hora a
37°C, luego se precipitaron las proteinas con &cido tricloroacético 25% y se centrifugo a
4000 g por 5 min. Se incluyeron blancos a los cuales se los prepard de la misma forma que
a las muestras, agregando extracto luego de la incubacién de la reaccion enzimatica. La
produccién de acido cindmico se midié a 290 nm vy los resultados se calcularon en una

curva de &cido cinamico (AC) patrén y se expresaron como nmol de AC g™ FF h™.

2.2.8.2 Polifenol oxidasa (PPO; EC 1.14.18.1)

Se utilizd la técnica adaptada de Vicente, (2004). Sobre 0,36 g de polvo de frutillas
liofilizadas se adicionaron 20 mL de solucién extractante (tampén fosfato 100 mmol L™
pH=6, PVPP 30 g L™, PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo) 1 mmol L™, Tritén X100
0,1% v/v, CINa 1 mol L™). La mezcla se homogeneizé entre 20 y 30 segundos y se agitd
durante 1 hora a 4°C. Se centrifugd a 4000 g por 45 min a 4°C, se separ0 el sobrenadante y
se procedio a degradar las pectinas mezclando 10 mL del filtrado con 100 pL de pectinasa
(Sigma, P-4716) (concentracion en la reaccion 0,1% v/v); incubando 60 min a 37°C. Luego
se procedié a concentrar las proteinas de la muestra en una columna Amicon® Ultra-15
10K, centrifugando a 4000 g, hasta obtener un volumen de 500 pL a 20°C, se recogio el
filtrado, el cual fue usado para realizar el analisis enziméatico. La mezcla de reaccién
consistié en 1150 pL de agua destilada, 150 pL de pirocatecol 200 mmol L™, 150 pL de
tampon fosfato 1mol L™ pH= 6 y 50 uL de extracto. La mezcla se incub6 1 hora a 37°C. Se
incluyeron blancos a los cuales se los prepard de la misma forma que a las muestras,
agregando extracto luego de la reaccidon enzimatica. La produccion de los productos de
oxidacion del pirocatecol se midieron como la variacion de absorbancia a 410 nm, y los
resultados se expresaron como la variacion de absorbancia en una hora por miligramo de

proteina (AA mg™ proteina™ h™).

2.2.8.3 Pectinmetil esterasa (PME; EC 3.1.1.11)

Se aplicd la técnica de Vicente y col., (2005) modificada. Sobre 0,15 g de polvo de frutillas
liofilizadas se adicionaron 6 mL de solucién extractante (CINa 1 mol L™, PVPP 10 g L™).
La mezcla se homogeneiz6 entre 20 y 30 segundos, y se agité durante 4 horas a 4°C. Se
centrifugo 30 min a 20,000 g, se separo el sobrenadante, al cual se le ajusto el pH a 7,5 con
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NaOH 1 eq L™. La mezcla de reaccién consistié en 600 pL de pectina citrica 0,5% pH 7,5
(ajustada con NaOH 1 eq L), 150 uL azul de bromotimol 0,01% (preparado en tampén
fosfato de potasio 3 mmol L), 100 pL de agua pH 7,5 (ajustada con NaOH 1 eq L™) y 150
puL de extracto pH 7,5. Se registro la reduccion de absorbancia AA/At a 620 nm en 2
minutos. El AA/At de cada muestra se convirtido en nanomoles de acido galacturénico por
miligramo de proteina por minuto (nhmol AG mg™ protefna™ min™) con una curva patrén de

acido galacturonico.

2.2.8.4 Poligalacturonasa (PG; EC 3.2.1.15)

Extraccion adaptada con modificaciones de Chisari y col., (2008). Reaccion enzimatica
adaptada de Wang y col., (1997). Sobre 0,15 g de polvo de frutillas liofilizadas se
agregaron 6 mL de tampén (0,1 mol L™ citrato de sodio, 0,2 mol L™ fosfato de sodio, 1
mol L™ CINa, 10 g L™ PVPP, 1 mmol L™ DTT). La mezcla se homogeneizé entre 20 y 30
segundos, y se agité durante 1 hora a 4°C. Se centrifugd 30 min a 20,000 g y se separo el
sobrenadante. Se mezclaron 500 pL de extracto con 500 pL de sustrato (acido
poligalacturénico 0,5% en tampdn acetato/acético 0,1 mol L™ pH 5) y se incub6 durante 4
horas en bafio térmico a 37°C. Luego se agreg6 a cada tubo 1 ml de DNS y se hirvié la
mezcla durante 10 min. EI DNS consitié de: 44 mmol L™ 4cido dinitrosalicilico, 375 mmol
L™ NaOH, 4 mmol L™ sulfito de sodio. Por Gltimo se agregaron 4 mL de agua destilada a
cada tubo. Las lecturas se realizaron a 575 nm y los resultados se expresaron en nmol acido

galacturénico gt h™t,

2.2.8.5 Determinacion de proteinas
La determinacion de proteinas sobre los extractos de proteinas se realizé segun Lowry y
col., (1951).

2.2.9 Color
Se determind el color de las frutas sobre muestras trituradas (aproximadamente 50 gramos
por muestra), lo cual de acuerdo a experiencias previas se considerd representativo. Las

muestras se colocaron en cubetas blancas de 1 cm de espesor, y se midieron utilizando un
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espectrofotometro Minolta 508d (Minolta Co., LTD., Japan), en las siguientes condiciones:
iluminante D65, angulo del observador 10°, SCE (componente especular excluido),
evaluandose los pardmetros correspondientes al sistema CIE: L*, a*, b*. El parametro L*
mide el grado de luminosidad (L*= 100: blanco; L*= 0: negro), el a*, el grado de
componente rojo o verde (a* > 0: rojo; a* < 0: verde) y el b* el grado de componente
amarillo o azul (b* > 0: amarillo b* < 0: azul). Por otro lado, el espacio L*Ca,*hgp, usa el
mismo diagrama que el espacio L*a*b*, pero en coordenadas cilindricas. La luminosidad
es la misma en ambos sistemas, y por su parte Cab* (croma) y hab (d&ngulo de tono) son
definidos a partir de a* y b* donde Cab* = (a**+ b*?)*° y hab = arctg (b*/a*) (0% rojo; 90°:

amarillo; 180°: verde; 270°: azul).

2.2.10 Anélisis microbioldgico

Se realizaron recuentos de microorganismos aerobios mesofilos. Cada muestra de frutilla
(10 g) se homogenizé con 90 mL de agua de peptona al 0,1% por 2 min en stomacher. Se
efectuaron diluciones decimales con agua de peptona, sembrando 0,1 mL de las diluciones
decimales, en superficie de placas de Petrifim™ 3M (3M S.A.C.I.F.A, Buenos Aires,
Argentina). Las placas se incubaron a 30°C durante 48 hs y los recuentos se expresaron
como unidades formadoras de colonia por gramo (UFC g™ FF). Los anélisis se realizaron

por triplicado.
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2.3 Estudio de la operacion de lavado-desinfeccion de frutillas frescas
cortadas con acido peracetico (APA)

2.3.1 Diagrama de procesamiento para la obtencion de frutillas frescas cortadas

En la Figura 2.3 se resume el diagrama de la obtencion de frutillas minimamente
procesadas, y se destacada la operacion de lavado-desinfeccion, que serd estudiada en esta
parte. Diez Kg de frutillas fueron acondicionados como se describe en la seccion 2.1.1.
Posteriormente, las mismas fueron procesadas en una “zona limpia” de la planta piloto del
Instituto de Tecnologia de Alimentos, FIQ, UNL, con temperatura controlada a 18°C. Se
cortaron en cuartos manualmente, con cuchillo de acero inoxidable de hoja lisa, realizando
cortes en cuartos. La etapa de lavado—desinfeccion se realiz6 en las condiciones de
concentracion de acido peracético (APA), tiempo (t) y temperatura (T) segdn lo indicado
por el disefio experimental. Finalmente, las muestras de frutillas lavadas de cada corrida
experimental (200 g) y una muestra de frutillas cortadas sin lavar (control) (200 g) se
congelaron a -80°C hasta su analisis, excepto las destinadas a los analisis microbioldgicos

que se procesaron inmediatamente.
peitn
I pedunculo
* Acondicionamiento 7?1
red por 2 min.
%_' ——
I - -
D ) "

Manual con cuchillo
en cuartos

De acuerdo al
disefio experimental
Figura 2.3. Diagrama de procesamiento seguido para obtener frutillas frescas cortadas.
APA: 4cido peracético, T: temperatura, t: tiempo.
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2.3.2 Lavado-desinfeccion

Lotes de 200 g de frutillas frescas cortadas se colocaron en una cestilla de acero inoxidable
y se lavaron con 600 mL de solucidn sanitizante (con una relacion de 3 litros de solucion de
lavado por kilogramo de fruta), usando el dispositivo ilustrado en la Figura 2.4, con una
agitacion de 60 movimientos por minuto, con un escurrido final para eliminar el exceso de
liquido. Para lograr las temperaturas ensayadas, se usaron bafios termostéticos con
temperatura controlada.

|- Dispositivo de lavado

Solucién de lavado

Material vegetal

|

Figura 2.4. Gréfico ilustrativo del dispositivo empleado para lavar las frutillas frescas
cortadas.

2.3.2.1 Preparacion de soluciones de acido peracético

En la preparacion de las soluciones de lavado-desinfeccion se utiliz6 un sanitizante
comercial, llamado Oxilac Plus (Indaquim S.A., Santa Fe, Argentina). Oxilac Plus es una
mezcla estabilizada de &cido peracético (APA) (minimo 5%), perdxido de hidrégeno
(minimo 20%) y agua. La concentracion de APA en la mezcla comercial se verificd con
una titulacion redox doble acuerdo a APHA-AWWA-WEF (1998). Donde, el contenido de
perdxido de hidrdgeno se titula primero con una solucién normalizada de permanganato de
potasio (0,025 eq L™). Luego de alcanzar el punto final, se agrega a la mezcla un exceso de
solucién de yoduro de potasio (500 g L™), y se continta titulando con una solucién de
tiosulfato de sodio (0,005 eq L™). Finalmente, cuando la mezcla alcanza un color amarillo,
se agrega un pequefio volumen de solucién de almidén (5 g L™), que vuelve a la mezcla de
un color oscuro amarronado, y se continda titulando hasta que la mezcla vira al incoloro.
Las diferentes soluciones de APA utilizadas, de acuerdo al disefio de lavado-desinfeccion,

se prepararon por dilucion de cantidades apropiadas de Oxilac Plus con agua de red. Las
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concentraciones de estas soluciones diluidas se chequearon con el método de titulacion

redox doble antes descripto.

2.3.3 Disefios experimentales

Para estudiar la operacion de lavado-desinfeccion se empled la metodologia de superficie
de respuesta (RSM) usando un disefio de Box-Behnken (3 factores en 3 niveles). Las bases
tedricas, fundamentos y aplicaciones de este disefio han sido discutidas en numerosos
trabajos (Box y Behnken, 1960, Floros, 1988, Giovani, 1983).

Se supuso que existia una funcion matematica para cada una de las respuestas estudiadas en

funcién de los tres factores independientes del proceso (Ecuacion 2.4):
Ye=f (C, T,t) (24)

Donde Y\ = Respuesta, C = concentracion de 4cido peracético (mg L™), T = temperatura de
la solucion de lavado (°C) y t = tiempo de tratamiento (S).

La representacion matematica exacta de las funciones Yy es desconocida o extremadamente
compleja.

Para aproximar la funcion, se usaron ecuaciones polinomiales de 2% orden (Ecuacién 2.5):
Y =Bt Y BN+ T BT T B XX (2.5)
k k0 i=1 Pk i=1 Pgjji i=1 4j=it] Pgjj i) .

Donde: Bko, Bki, y Bkij son los coeficientes y Xi son las variables independientes
codificadas.

Los disefios experimentales son dados en funcion de variables estandarizadas o codificadas
ya que los niveles de las variables independientes pueden variar de una aplicacion a otra.
Estas variables estandarizadas estan linealmente relacionadas con los valores reales de las
variables usadas (Ecuacion 2.6).

Xi=2 (Vi —Vim) I R (2.6)

Donde: V; es el valor real del nivel de la variable, Vi €s el promedio del nivel alto y bajo
de Viy R; es la diferencia entre los niveles alto y bajos de V.

En la Tabla 2.3 se muestran los niveles, y cantidad de experiencias en el disefio
experimental de superficie de respuesta de Box Benhken de 3 variables en 3 niveles.
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El programa estadistico STATGRAPHICS Centurion XV 15.02.06 (StatPoint
Technologies, Inc., Warrenton, VA, EE. UU.) fue usado para el andlisis de los datos a
través del ANOVA y para comprobar la idoneidad de los modelos propuestos. Asimismo,
permitio 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.

Tabla 2.3. Niveles de las variables y numero de corridas experimentales

X1 Xo X3 Ndmero de corridas
+1 x1 0
+1 0 %1 3 X 4 (combinaciones ) =12
0 +1 =1
0 0 0 1+ 2(réplicas en el punto central) = 3

Total de corridas = 15

2.3.3.1 Limites del dominio experimental

Para la adopcién del dominio experimental (limites para las tres variables operativas): se
consideraron las especificaciones técnicas hechas por entes de regulacion y bibliografia
sobre la desinfeccion de vegetales minimamente procesados con soluciones de &cido
peracético. EI Codigo de Regulaciones Federales de los Estados Unidos (CFR) permite el
uso de APA en el agua de lavado de frutas y vegetales hasta en una concentracion de 80 mg
L™ (CFR, 2007). Sin embargo, como se indic en la seccién 1.5.2.2, algunos estudios
indicaron que esta concentracion de APA en el agua de lavado, no fue suficiente para
obtener una reduccion sustancial en la carga microbioldgica inicial de vegetales
minimamente procesados (Wisniewsky y col., 2000, Nascimento y col., 2003, Hellstrom y
col., 2006). Hilgren y Salverda, (2000), lavaron apio y repollo frescos cortados con 80 mg
L™ de APA por 30 s a 25°C. Silveira y col., (2008) utilizaron 80 mg L™ de APA para el
lavado-desinfeccion de cubos de melones frescos cortados en 1 y 5 minutos a 5°C. Por su
parte, Vandekinderen y col., 2009, probaron la eficacia del APA a 25, 80, 150 y 200 mg L-
! variando los tiempos de lavado (1, 5y 10 min) a 17°C en zanahorias, lechuga iceberg,
puerro y repollo blanco frescos cortados.

Con estos antecedentes se delimitd el dominio experimental para el disefio de lavado

desinfeccién N° 1 en: concentracion de acido peracético (APA): 0 - 80 mg L™; temperatura
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(T): 4 - 40°C y tiempo (t): 10 - 60 s. Posteriormente, se ampliaron estos limites en el disefio
de lavado-desinfeccion N° 2 en funcion de los resultados logrados en la experiencia N°1 en
concentracion de é4cido peracético (APA): 0 - 100 mg L™; y tiempo (t): 10 - 120 s. La

temperatura se mantuvo en los mismos niveles utilizados en el disefio N° 1.

2.3.3.2 Disefio de lavado-desinfeccion N° 1

En este disefio, la operacion de lavado-desinfeccion se realizo sobre las frutillas variedad
Camarosa descriptas en el punto 2.1.1. Las frutillas se prepararon de acuerdo al diagrama
de la Figura 2.3. Las variables independientes del proceso, las variables codificadas y sus

niveles se presentan en la Tabla 2.4.

Tabla 2.4. Disefio experimental de Box-Benhken, variables y niveles codificados y sin
codificar para el lavado-desinfeccion N°1.

Simbolos Niveles

Variables Sin . Sin .
Independientes codificar Codificadas codificar Codificadas

Conc. &cido peracético 0 L

(mg LY C X1 40 0

80 -1

4 1

Temperatura (°C) T X, 22 0

40 -1

10 1

Tiempo (s) t X3 35 0

60 -1

Los pH de las soluciones de APA fueron para 40 mg L™: 4,15 y para 80 mg L™: 3,94.
Las respuestas estudiadas fueron:

e Porcentaje de retencién de acido ascorbico (%R AA), y vitamina C (%R Vit C)

e Porcentaje de retencion de capacidad antioxidante (% R CA)

e Porcentaje de retencion de fenoles totales (% R FT)

e Porcentaje de retencién de antocianinas totales (% R Ant T)

e Porcentaje de retencién de sélidos solubles (% R SS)

e Porcentaje de cambio de pH (% C pH)

e Porcentaje de cambio de acidez total (% C AT)
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e Cambio porcentual de los parametros de color: dL*, da*, 6b*, 6Cap™* Y Ohap

e Porcentaje relativo de actividad de las enzimas PAL, PPO, PME y PG
Los porcentajes se retencion se refieren a los valores de los parametros estudiados en las
frutillas cortadas lavadas con respecto a los correspondientes en las frutillas cortadas sin
lavar. Los porcentajes relativos de actividad enzimatica se refieren a las actividades
enzimaéticas en las frutillas cortadas lavadas con respecto a la correspondiente de la fruta
cortada sin lavar.
Los cambios de los parametros de color (6L* oda* ob* o6Cap™* y ohab), AT y pH se
expresaron como el porcentaje de la diferencia entre los valores de los pardmetros en
frutillas cortadas lavadas y los valores de los pardmetros en las frutillas cortadas sin lavar,
dividido por los valores de los parametros de color de las frutillas cortadas no lavadas.
Por ejemplo: 6L* (%) = (L*-Lo*)/Lo* x 100

101



2. Materiales y Métodos

2.3.3.3 Disefio de lavado-desinfeccion N° 2

En este disefio, la operacion de lavado desinfeccion se realizd con frutillas variedad Selva 'y
Camarosa, descriptas en la seccion 2.1.1. Las frutillas se prepararon de acuerdo al
diagrama de la Figura 2.3. En la Tabla 2.5 se presentan las variables independientes del

proceso, las variables codificadas y sus niveles.

Tabla 2.5. Disefio experimental de Box-Benhken, variables y niveles codificados y sin
codificar para el lavado-desinfeccion N° 2.

Simbolos Niveles
Variables Sin . Sin —
Independientes codificar Codificadas codificar Codificadas
ACi At 0 1
Conc. a(ci:%o Lp_cf)racetlco C X, 50 .
100 -1
4 1
Temperatura (°C) T X 29 0
40 -1
10 1
Tiempo (s) T Xs 65 0
120 -1

Los pH de las soluciones de APA fueron, para 50 mg L™: 4,08 y para 100 mg L™: 3,80.

Las respuestas estudiadas fueron:

e Porcentaje de retencién de acido ascorbico (% R AA), y vitamina C (% R Vit C)

e Porcentaje de retencion de capacidad antioxidante (% R CA)

e Porcentaje de retencién de fenoles totales (% R FT)

e Porcentaje de retencion de antocianinas totales (% R Ant T)

e Porcentaje de retencion de solidos solubles (% R SS)

e Porcentaje de cambio de acidez total (% C AT)

e Porcentaje de cambio de pH (% C pH)

e Cambio porcentual de los pardmetros de color: oL *, da*, 0b*, 6Cap* Y Ohap

e Reduccién de microorganismos aerobios mesofilos (FAM). FAM = -log N/N,. Donde N
= UFC g™ en la fruta cortada lavada y Ng = UFC g™ de la fruta cortada sin lavar.

Los célculos de los porcentajes de retencion y cambio se explicaron en la seccion 2.3.3.2.
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En la Figura 2.5 se muestran los puntos de muestreo en el diagrama de flujo para las

evaluaciones microbioldgicas.

2 muestras de ' _
25 g para FAM ‘\l—‘— |
|
| 25 g de muestra de
), cada tratamiento
| 7 para FAM
I |

El resto de muestra | '

de cada tratamiento

|

Figura 2.5. Diagrama de procesamiento seguido para obtener frutillas frescas cortadas, y
toma de muestras para microbiologia.

El nimero de corridas experimentales fueron 15 para cada variedad. El analisis de varianza,
en principio, se realizd empleando los resultados obtenidos en las 30 corridas
experimentales, teniendo en cuenta, el factor bloque: variedad. Cuando este factor no fue
significativo, la respuesta se analizd en conjunto para las dos variedades, de lo contrario el

analisis se llevd a cabo por separado para cada variedad.

2.3.3.4 Validacion del modelo en diferentes condiciones del proceso de lavado-
desinfeccion establecidas a partir de la optimizacion de las maultiples respuestas
simultidneamente

Se llevo a cabo una optimizacion del disefio de lavado-desinfeccion N° 2 con el software
STATGRAPHIC Centurion XV 15.02.06 (StatPoint Technologies, Inc., Warrenton, VA,
E.E. U.U.). Con todas las respuestas estudiadas que resultaron significativas con alguna de
las variables del proceso en el cultivar de frutillas Camarosa, se procedio a realizar la
optimizacion. En la optimizacién se planteo encontrar condiciones de las variables en
donde se maximice la reduccién de microorganismos aerobios mesofilos totales o se
minimicen las pérdidas de compuestos bioactivos (AA 'y Ant T).

Se plantearon dos condiciones de optimizacion en el lavado-desinfeccion:
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Optimizacion 1: priorizando la desinfeccion microbioldgica.

Optimizacion 2: priorizando la retencién de compuestos bioactivos.

Una vez obtenidas las condiciones que optimizaban segun los objetivos planteados, se
realizaron dos experiencias (una por cada optimizacién) en planta piloto con 4 Kg de
frutillas variedad Camarosa. Luego de realizados los lavados, las frutillas minimamente
procesadas se destinaron: una parte (7 bandejas con 200 g cada una) a analisis sensorial por
el panel experto del ITA y el resto para cuantificar las respuestas en esas condiciones de
proceso. Posteriormente, para validar los modelos se compararon estadisticamente con un

test t “por pares” los resultados experimentales y los predichos por los modelos.

2.3.3.4.1 Andlisis sensorial

La evaluacion de las caracteristicas sensoriales de las muestras de frutillas minimamente
procesadas se llevo a cabo mediante un test descriptivo cuantitativo. Se requirié del panel
sensorial entrenado del ITA, formado por 8 jueces (3 hombres y 5 mujeres), con
experiencia en evaluar calidad de vegetales frescos.

En el Instituto de Tecnologia de Alimentos se dispone de 8 cabinas realizadas de madera
recubierta con laminado pléastico de color blanco, que fueron usadas para las evaluaciones.
Cada cabina consiste de una mesada ubicada a 80 cm del suelo con 3 paredes (2 laterales y
una frontal), que se elevan 60 cm por encima de la mesada. El panelista se ubica frente a la
mesada sin posibilidad de ver a otros panelistas. La iluminacion en la sala es con luz
fluorescente, la ventilacion adecuada y climatizada a 18°C.

Durante un entrenamiento especifico, en sesiones de 5x30 minutos, los panelistas
discutieron sobre el significado de cada uno de los atributos (apariencia general, olor
genuino, aroma genuino, flavor genuino, gusto acido y gusto dulce) y defectos (olores
extrafos, sabores extrafios y oscurecimiento) seleccionados (Figura 2.6) (Reyes, 2007).

Los atributos y defectos seleccionados se pueden definir como:

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. Respecto a las frutillas, se solicito a los panelistas que consideren
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que existe una variabilidad natural de estas frutas que hacen que, aun teniendo todas 90-100

% de color rojo en su superficie, exista variacion leve en la tonalidad de los rojos.

Olor genuino: relacionado con el olor natural, tipico de la frutilla.

Off-odors: relacionado con la aparicién o desarrollo de olores alcohdlicos, a “moho”, a

“tierra”, a algin agente sanitizante (acido peracético), etc.

Oscurecimiento: relacionado a la presencia de tonos marrones o pardos, especialmente en

las zonas de corte.

Firmeza: relacionado a la fuerza que se ejerce al morder a un tejido firme, turgente. Sin
embargo, se acordd con los panelistas expertos que esa firmeza no sea excesiva ya que las

fresas estan consideradas como frutas “tiernas”.

Aroma genuino: relacionado al atributo sensorial de frutillas percibido por el 6rgano

olfatorio via retronasal durante la degustacion.

Flavor genuino: relacionado con la combinacién de sensaciones olfativas, gustativas y
trigeminales percibidas durante la degustacion que caracterizan a esta fruta, combina un

sabor dulce con un cierto nivel de acidez mas olor tipico a frutilla.

Off-flavor: relacionado con la aparicion o desarrollo de cualquier flavor extrafio, ajeno a lo

natural y/o propio de las frutillas.

Para el entrenamiento del panel se emplearon distintas muestras de frutillas:
1

Frutillas intactas con menos de 1 dia de cosecha.

2- Frutillas frescas cortadas en cuartos lavadas con agua por 2 min.
3
4

Frutillas frescas cortadas en cuartos lavadas con 50 mg L™ de APA por 2 min.

Frutillas frescas cortadas en cuartos lavadas con 100 mg L™ de APA por 2 min.
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Las muestras de frutillas lavadas en los puntos de optimizacion, evaluadas por el panel
sensorial consistieron de:
1- Muestras blancos: Frutillas frescas pre-lavadas con agua por 2 min y cortadas en
cuartos.
2- Optimizacion 1 y 2: frutillas frescas cortadas en cuartos lavadas con una
concentracion de APA, temperatura y tiempo de lavado, de acuerdo a las

condiciones de optimizacion correspondiente.

Cada muestra se identificd con numeros de tres digitos asignados al azar.

Las distintas muestras de frutillas se prepararon el dia anterior en bandejas PET de 270 cm®
con 50 g cada una, se almacenaron a 6°C y se dejaron a temperatura ambiente una hora
antes de las evaluaciones.

La intensidad de cada atributo se indicd colocando una marca sobre una escala lineal no
estructurada, con términos anclas ubicados a 1 cm de cada extremo de la linea de 10 cm. La
cuantificacion de las respuestas se hizo midiendo la distancia desde el extremo izquierdo
hasta la marca sefialada por el panelista, expresandose en cm. Los términos anclas de
izquierda a derecha fueron los siguientes: “l: mala” y “9: excelente” para apariencia
general; “1: suave (apenas perceptible) y “9: intenso (muy perceptible)” para olor genuino,
olores extrafios, aroma genuino, flavor genuino y sabores extrafios; “l: poco (apenas
perceptible) y “9: intenso (muy perceptible) para oscurecimiento y gusto acido y dulce; y

“1: muy blanda” y “9: firme” para firmeza (Figura 2.6).

2.3.3.4.2 Andlisis estadistico

Se us6 el programa Microsoft Excel® para calcular los valores de las medias y desviacién
estandar de los atributos sensoriales dados por el panel entrenado. EIl programa estadistico
STATGRAPHICS Centurion XV 15.02.06 (StatPoint Technologies, Inc., Warrenton, VA,
EE. UU.) fue usado para el anélisis de los datos a través del ANOVA de una via.
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EVALUACION SENSORIAL DE FRUTILLA

NOMbBre Y APEllido: ... Fecha: ..o

Se presentan muestras de frutilla identificadas con ndmeros aleatorios. Evalle cuidadosamente los
atributos indicados y marque en la escala correspondiente de acuerdo a la intensidad percibida.

Atributo/Descriptor

Apariencia General

Olor genuino

Off -Odors

Oscurecimiento

Firmeza

Aroma genuino

Flavor genuino

Gusto Acido

Gusto dulce

Off-Flavor

9

Mala Muy buena
1 9

Suave (apenas perceptible)

Intenso (muy perceptible)

1
Suave (apenas perceptible)

9
Intenso (muy perceptible)

1
Poco (apenas perceptible)

9
Mucho (muy perceptible)

1 9
Muy blanda Muy Firme
1 9

Suave (apenas perceptible)

Intenso (muy perceptible)

1
Suave (apenas perceptible)

9
Intenso (muy perceptible)

1
Poco (apenas perceptible)

9
Intenso (muy perceptible)

1
Poco (apenas perceptible)

9
Intenso (muy perceptible)

1
Suave (apenas perceptible)

9
Intenso (muy perceptible)

Figura 2.6. Modelo de planilla utilizada para el analisis sensorial.
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2.4 Estudio de las operaciones de corte y el almacenamiento de frutillas
frescas cortadas.

2.4.1 Diagrama de procesamiento para la obtencion de frutillas frescas cortadas

En la Figura 2.7 se resume el diagrama de la obtencion de frutillas minimamente
procesadas, y se destacan las operaciones de corte y conservacion, que seran estudiadas en
esta parte. Partiendo de 20 Kg de frutillas variedad Camarosa, acondicionadas como se
describe en la seccién 2.1.1, se continué con el minimo procesamiento en una “zona
limpia” de la planta piloto del Instituto de Tecnologia de Alimentos, FIQ, UNL, con
temperatura controlada a 18°C.

El corte de las frutillas fue manual, con cuchillo de acero inoxidable de hoja lisa, realizando
cortes en mitades y cuartos longitudinales. Frutillas enteras despedunculadas sin cortar se

incluyeron también en el estudio.
1
I ‘ Eliminacion céliz y peddnculo
__ Lavado con agua de red por 2 min.
: Escurrido
| — e e =
—
ze sc : we

Figura 2.7. Diagrama de procesamiento seguido para obtener frutillas frescas cortadas.
APA: &cido peracético.

[

La etapa de lavado—desinfeccion se realizd en los niveles de las variables obtenidos en la
condicion de optimizacion que priorizaba la retencion de compuestos bioactivos (Seccion
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2.3.3.4). Los lavados se hicieron usando el dispositivo ilustrado en la Figura 2.4, con una
agitacion de 60 movimientos por minuto, una relaciéon de 3 L de solucién de lavado por Kg
de fruta, y un escurrido final para eliminar el exceso de liquido.

Finalmente, aproximadamente 100 g de muestras de frutillas de cada tipo de corte
incluyendo las frutillas enteras despedunculadas se colocaron en bandejas PET y se
almacenaron a 2, 6, 13 y 20°C, bajo atmosfera modificada pasiva.

Los periodos de almacenamiento de las frutillas dependieron del tipo de corte practicado y
de la temperatura. En experiencias previas se determinO tentativamente el periodo de
aptitud de las frutillas a cada temperatura. Para ello se utilizaron frutillas enteras
despedunculadas, las que menos dafio mecénico presentaban y las que se estimaba tendrian
mayor periodo de aptitud. De los resultados obtenidos se decidié conservar las frutillas
almacenadas a 2°C por un periodo de 15 dias, a 6°C por 10 dias, a 13°C por 8- 9 dias y a
20°C por un periodo de 2- 3 dias.

2.4.2 Toma de muestra y analisis

En la Tabla 2.6 se presentan los puntos de muestreo que se llevaron a cabo en cada tipo de

corte y temperatura. En el momento de la toma de muestra se separaron dos bandejas de

100 g por tratamiento y se inspeccionaron para comprobar su buen estado de conservacion.

El contenido de cada bandeja se colocd en bolsas plasticas y se guard6 a -80°C hasta su

analisis. 50 g de frutillas por tratamiento se separaron del resto y se reservaron para realizar

medidas de color en las muestras frescas.

Las respuestas estudiadas fueron:

e Contenido de acido ascérbico (AA), acido dehidroascorbico (ADHA), y vitamina C
(Vit C).

e Contenido de fenoles totales (FT)

e Contenido de antocianinas totales (Ant T)

e Contenido de capacidad antioxidante (CA)

e Contenido de sélidos solubles (SS)

e Contenido de pH

e Parametros de color: L*, a*, b*, Cap™* Y hap
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Tabla 2.6. Puntos de muestreo para cada tipo de corte y temperatura.

Dias

Corte 172

2 415 7 9

-
o

Temp. 11112 |13 |14 |15

ED

2°C CM

XXX
XXX

CC

ED

6°C CM

XX | XX XX

CC

ED

13°C CM

XX XX X|X|X|X|X| o
XXX XX XXX X| o

X[ X[ X

CC

ED X X

XX XXX XXX XXX w

20°C CM X X

XXX XXX X[ X[ X[ X|X|X| ©
XXX XX XX XXX X[ X]| +~

CC X X

ED: frutillas enteras despedunculadas; CM: frutillas cortadas en mitades y CC: frutillas
cortadas en cuartos.

2.4.3 Modelado matematico de los cambios en los atributos estudiados
Los cambios en el tiempo de las respuestas estudiadas se investigaron usando la Ecuacion
2.7:

dQ
= Tk Q" 27

Donde Q es la respuesta estudiada, t el tiempo, kq es la constante de velocidad de cambio
de la respuesta estudiada para el atributo Q, y n el orden de la reaccion cinética. La mayoria
de las reacciones llevadas a cabo en alimentos, son descriptas con un orden 0 a 1, siendo
menos frecuentes el uso de otros 6rdenes de reaccion.

El signo (+) se refiere a una respuesta que incrementa su valor con el tiempo, y el signo (-)
se refiere a respuestas cuyos valores disminuyen con el tiempo.

Se usaron analisis de regresion para determinar los 6rdenes cinéticos de las velocidades de
cambio de las respuestas estudiadas, a través del analisis del coeficiente de determinacion
(R?), de los residuos, y del valor estimado de la ordenada al origen.

El efecto de la temperatura sobre la constante de velocidad de reaccion se describié usando

la ecuacion de Arrhenius (Ecuacion 2.8):

-Ea
K=K, exp(RT) (2.8)
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Donde K es el factor pre-exponencial, Ea es la energia de activacion, R es la constante de
los gases ideales (8,3145 J K> mol™) y T es la temperatura (K).

El conocimiento de los pardmetros cinéticos (constantes de reaccion y energias de
activacion) permitiran contar con modelos para predecir o estimar la disminucion o

aumento de las respuestas estudiadas a distintos grados de corte y temperaturas.
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3. Resultados y discusion

3.1Desarrollo y puesta a punto de metodos y tecnicas analiticas

3.1.1 Determinacion de vitamina C en frutillas: optimizacién y validacion de un
meétodo de cromatografia liquida de alta performance con deteccién ultravioleta

(HPLC-UV) usando disefios experimentales

3.1.1.1 Determinacién de éacido ascorbico (AA) y acido asclrbico total (AAT) o
vitamina C: optimizacion del método HPLC usando metodologia de superficie
respuesta
La metodologia de superficie respuesta (RSM) utiliza modelos polinomiales de segundo
orden para describir respuestas de variables cromatograficas en una region experimental
determinada. El primer paso en la aplicacion de un disefio experimental para la
optimizacion de condiciones cromatograficas son la seleccién de los factores mas criticos
para la determinacion del analito, sus rangos apropiados y el equipamiento que sera
empleado. En este trabajo, estas consideraciones se tuvieron en cuenta a través de la
investigacion en literatura preexistente, en la realizacion de experimentos preliminares, y en
limitaciones instrumentales conocidas. Por ejemplo, el sistema HPLC empleado no proveia
de deteccion por arreglos de diodo, por lo tanto, para conocer la longitud de onda 6ptima de
absorcion de los analitos, se defini6 esta variable como un factor del disefio.
El disefio experimental elegido para la determinacion de AA y AAT o Vitamina C fue un
disefio de Box-Behnken de 15 corridas experimentales. Las bases tedricas y fundamentos se
revisaron en la seccién 2.3.3. Los factores (longitud de onda, pH y velocidad de flujo de la
fase movil), y sus correspondientes niveles se exponen en las Tablas 2.1y 3.1.
Los resultados experimentales de las respuestas estudiadas (areas, tiempos de retencién y
anchos de pico de AA y AAT) se muestran en la Tabla 3.1. Los anélisis de cada respuesta
indicaron que:

e Las areas de acido ascérbico (AA) incrementaban a medida que el pH de la fase

movil aumentaba y la velocidad de flujo disminuia (Figura 3.1a).
e Los valores de pH y velocidades de flujo de la fase mévil mas altos produjeron los

tiempos de retencion de AA mas cortos (Figura 3.1b).
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Un incremento de la velocidad de flujo consecuentemente con valores de pH mas

bajos en la fase maévil produjeron los anchos de pico mas angostos (Figura 3.1c).

Un comportamiento similar se observé para la determinacion de acido ascorbico total

(Figuras no mostradas).

Tabla 3.1. Resultados experimentales para areas, tiempos de retencion (tg) y anchos de pico

(w) de acido ascorbico (AA) y acido ascorbico total (AAT) en las condiciones del disefio.

o pH  Velocidad Longitud Areas  Areas tr tr W W
corrida Fase deFlujo deonda AA AAT AA AAT AA AAT

Mévil  (ml min™) (nm) (min) (min) () (s)
1 4,8 0,85 255 507,5 593,1 35 35 293 308
2 4,8 0,85 255 5734 5470 36 35 254 311
3 4,8 0,85 255 569,3 544,1 35 35 265 340
4 4,8 0,50 270 4415 3959 6,0 59 346 421
5 4,8 0,50 240 640,9 634,7 6,0 59 37,6 456
6 58 0,50 255 10984 11329 54 54 39,0 409
7 58 1,20 255 4574 4517 23 22 178 194
8 3,8 1,20 255 140,8 1396 3,1 31 135 16,9
9 3,8 0,50 255 3454 3551 74 74 285 374
10 4,8 1,20 270 176,8 1556 2,5 25 165 175
11 3,8 0,85 240 3404 3440 44 44 219 254
12 58 0,85 270 306,3 3284 32 32 189 220
13 4,8 1,20 240 276,9 2728 25 24 179 20,6
14 3,8 0,85 270 62,1 565 44 44 138 17,0
15 5,8 0,85 240 4264 4375 32 32 209 235

Las corridas experimentales fueran hechas en orden aleatorio.

Areas AA (mAU)

280 0.80

0.88
Flujo (mL min-1)

tR AA (min)

380 0.50

Flyjo {mL min-1)
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W (s)

1.20
102
085

0.68
Flujo {mL min-1})

Figura 3.1. Efectos del pH y la velocidad de flujo de la fase mévil sobre las areas de AA
(a), el tiempo de retencidn (b) y el ancho de pico (c) a una longitud de onda de 255 nm.
Un analisis exhaustivo de los correspondientes modelos de RSM obtenidos para cada
respuesta, reveld que los factores longitud de onda, pH y velocidad de flujo de la fase

movil, afectaban a las respuestas de distintas maneras.

Esta situacion enfatizd la necesidad de realizar una optimizacion multifactor activa de la
separacién cromatografica. El objetivo de esta operacion es encontrar un compromiso entre
todas las respuestas, ya que un punto experimental puede ser el mejor para una respuesta,
no siendo el mejor para otras respuestas estudiadas (Dewé y col., 2004).

Para la optimizacion simultanea de las respuestas estudiadas se empleé la metodologia
desarrollada por Derringer y Suich, (1980). EI método involucra la transformacion de cada
respuesta predicha, y, a una funcion deseabilidad parcial adimensional, d;. Se utilizan
funciones de uno o dos lados, dependiendo de si las n respuestas estudiadas tienen que ser
maximizadas, minimizadas o tienen que tomar un valor objetivo. Por ejemplo si la
respuesta i tiene que ser maximizada, la funcion d; se define como:

d; = (ﬁ‘—A)Wi, A<y<B (31

B—-A

di=1 7>B

d; =0 <A
En la Ecuacion 3.1, A 'y B son los valores méas bajo y mas alto obtenidos para la respuesta i,
respectivamente; y wi es el peso. La funcién di varia entre 0, para una respuesta
completamente indeseable, y 1, para una respuesta completamente deseable. Cuando el

valor de wi es igual a 1, la funcion di varia linealmente mientras se acerca al valor deseado.
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Las funciones deseabilidad parcial (di) se combinan en una respuesta simple combinada,
llamada funcién deseabilidad global (D) (Ecuacion 3.2), definida como la media
geométrica de los diferentes valores de di:

D=[d" xd?x ..xd?]"" (32)

Un valor de D diferente de cero implica que todas las respuestas estan simultdneamente en
un rango deseable; para un valor de D cercano a 1, la combinacion de los diferentes
criterios es globalmente 6ptima. En la Ecuacién 3.2, pi es la importancia relativa asignada a
la respuesta i. La importancia relativa pi es una escala comparativa de peso de cada uno de
las funciones di en el producto de la deseabilidad global, y varia desde la menos importante
(di = 1) a la mas importante (di = 5).

De esta manera, se calculé la funcion deseabilidad de Derringer (deseabilidad global),
maximizando los valores de las areas cromatograficas y minimizando los tiempos de
retencion y los anchos de pico.

Inicialmente, la funcion deseabilidad global se calcul6 para las respuestas estudiadas (areas,
tiempos de retencion y anchos de pico) para la determinacion de AA (deseabilidad global =
0,83) y de AAT (deseabilidad global = 0,86). Los criterios de optimizacion utilizados se
muestran en la Tabla 3.2. Estos procedimientos de optimizacion predijeron valores 6ptimos
de longitud de onda diferentes para los analisis de AA (253 nm) y de AAT (249 nm);
mientras que los valores predichos optimos para el pH (5,8) y la velocidad de flujo (1,15
mL min™) de la fase mévil resultaron iguales para ambos casos. La diferencia entre las
longitudes de onda obtenidas para AA y AAT se puede explicar por el pequefio cambio de
pH producido en la muestra de AA estandar usada para la optimizacion luego del agregado
del reductor DTT. El &cido ascorbico es un compuesto que absorbe en el espectro
ultravioleta en el rango 244 — 265 nm, y su absorcion depende del pH de la solucion
(Novéakova y col., 2008, Tannenbaum, 1982).

Finalmente, la funcion deseabilidad global se calcul6 para las respuestas estudiadas (areas,
tiempos de retencién y anchos de pico) en las determinaciones de AA y AAT,
conjuntamente.

Los resultados indicaron un valor de deseabilidad global de 0,84 en la determinacion de AA
y AAT, con un pH de la fase mévil igual a 5,8; una velocidad de flujo de 1,15 mL min™; y

una longitud de onda de 251 nm (Figura 3.2).
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Tabla 3.2. Criterios utilizados en la optimizacion usando la funcién de Derringer

Limite Limite Criterios
Respuesta ] ] ] _ i
inferior  superior  Objetivo  pi
Area AA 62,065 1098,35 maximice 1
Area AAT 56,4567 1132,94 maximice 1
tr AA 2,2585 7,4 minimice 5
tr AAT 2,24363  7,40613 minimice 5
w AA 13,5 38,9583 minimice 2

w AAT 16,875 45,625 minimice 2

pi: importancia relativa, AA: acido ascorbico y AAT: acido ascorbico total.

=

[=]
[==]

Deseabilidad

Flujo (mL min-1) %50 280

Figura 3.2. Deseabilidad global de Derringer obtenida para la optimizacion simultanea (a
una longitud de onda de 251 nm) de todas las respuestas (areas, tiempos de retencion y
anchos de picos de AA 'y AAT).

Un cromatograma tipico en estas condiciones optimas se muestra en la Figura 3.3; en esta

situacion, se observo un tiempo de retencién de aproximadamente 2,4 min para la deteccion
de AA y AAT.
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280 -+
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Figura 3.3. Cromatograma tipico obtenido para &cido ascérbico (linea punteada) y acido
ascorbico total o vitamina C (linea continua), a 251 nm, y una fase movil de pH 5,8 y una
velocidad de flujo de 1,15 mL min™.

3.1.1.2. Validacion del método de HPLC para la determinacion de AA y AAT en
frutillas

Los experimentos de validacién se llevaron a cabo en las condiciones que resultaron de la
optimizacion del sistema: pH de la fase movil: 5,8 (solucion buffer acido acético/acetato
0,03 mol L™, 5% metanol); velocidad de flujo: 1,15 mL min™*; longitud de onda: 251 nm.

3.1.1.2.1 Estudio de la linealidad

La linealidad fue evaluada para el procedimiento de determinacion de AA y AAT
utilizando soluciones estandares (seccién 2.2.1.6.1). La homocedasticidad y la linealidad de
los datos se analizaron a través de pruebas F, de acuerdo a Danzer y Currie, (1998). Para la
homocedasticidad, las diferencias entre los valores de F observados y los valores de F
criticos no fueron significativas para ninguna de las curvas de calibracion de AA y AAT
(Tabla 3.3).

La linealidad de un método se refiere a la proporcionalidad entre la concentracion del
analito y su respuesta. Las areas de las picos (y) se graficaron en funcion de las

concentraciones de acido ascérbico (x), y se realiz6 un analisis de cuadrados minimos. En
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la Tabla 3.3, se presentan los coeficientes del modelo lineal para la determinacion de AA 'y
AAT.

Para las pruebas de linealidad, se calculd un valor experimental de F dado por (Ecuacion
3.3):

_ (Sy/x )2
Fexp= (S—y)2 3.3)

Donde Sy, corresponde al error estandar de los residuos de la regresion y S, es una
estimacion del error instrumental. El valor del F experimental se compar6 con valores de F
tabulados. Las pruebas de linealidad no excedieron los valores tabulados (Tabla 3.3), por lo
tanto se puede asumir una relacion lineal entre las &reas (variable dependiente) y la
concentracion de AA y AA con reduccion por DTT (AAT) (variable independiente), en el
del rango de concentraciones ensayado. Ademas, se comprob6 una distribucion normal en

los graficos de residuos (no mostrados).

Tabla 3.3. Andlisis estadistico para la linealidad de las curvas de calibracién de acido
ascorbico (AA) y acido ascorbico total (AAT).

item Resultados

AA AAT
Prueba F para la evaluacion de la homocedasticidad 1,50 (19) 2,51 (19)°
Prueba F para la evaluacion de la linealidad 1,00 (2,89)° 2,66 (2,89)°
Sensibilidad de calibracion 34,9 35,4
Curva de Calibrado y=34,9x-46,8 y=2354x-452
R? 0,996 0,998

Los valores entre paréntesis corresponden a valores criticos a oo = 0.05 y los grados de libertad:
vy =2, v, = 2); vy = 13, v, = 10).

3.1.1.2.2 Estudio de los limites de deteccién y cuantificacion
El limite de deteccion (LOD) se define como la minima concentracion detectable de
manera confiable por la técnica, y el limite de cuantificacion (LOQ) es la minima
concentracion cuantificable de manera confiable por esta.
LOD y LOQ fueron calculados por las Ecuaciones 3.4 y 3.5 de acuerdo a Olivieri y
Goicoechea, (2007):

LOD = 33S, (3.4)
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LOQ =105, (3.5)

Sp es la desviacion estandar de la concentracion de analito predicha en una muestra blanco y
depende del nivel de ruido en la respuesta, la pendiente de la curva de calibracion y la
concentracion de analito en las muestras de calibracion (Boque y col., 2002, Mufioz de la
Pefia y col., 2006, Olivieri y Goicoechea, 2007).

Las magnitudes de ambos limites estan asociadas a la sensibilidad del método. Los valores
de LOD obtenidos para 4cido ascérbico y acido ascérbico total fueron 1,2 10°y 8,8 10* g
L, respectivamente. Los valores de LOQ fueron 3,4 102 g L™ para el 4cido ascorbico y
2,5 107 para el 4cido ascérbico total. EI hecho de que los valores de LOQ obtenidos sean
mas bajos que todos los valores de concentracion de AA hallados en las muestras de

frutillas, es una clara evidencia de la validez del método.

3.1.1.2.3 Estudio de las sensibilidades de calibracién y analitica

La sensibilidad de calibracion (SEN) es igual a la pendiente de la curva de calibracion e
indica la variacién de la respuesta producida por el cambio en una unidad de la
concentracion de analito. La pendiente de la curva de calibracion de AAT fue mas alta que
la de AA (Tabla 3.3), por lo tanto se puede considerar que la deteccion de AAT es
ligeramente mas sensible que la deteccion de AA.

La sensibilidad analitica (y) (Ecuacion 3.6) se define como la relacién entre la SEN vy el
ruido instrumental, este Gltimo puede estimarse con el valor de la desviacién estandar de los
residuos de la regresion lineal (Mufioz de la Pefia y col., 2003).

SEN
y:
Sy/x

(3.6)

El parémetro y se interpreta mejor en términos de su inversa (). Los valores de y ™
obtenidos para AA y AAT fueron 4,10 10* y 3,0 10* g L™, respectivamente. Como la
inversa de la sensibilidad analitica indica la menor concentracion que es detectable a través
de la implementacién del método, estos resultados indicarian una mejor sensibilidad en la

determinacion de AAT.
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3.1.1.2.4 Estudio de la precision

La precision de método se estudid en términos de su repetibilidad o variacion intra-diaria.
Se analizaron 6 muestras independientes de frutillas variedad Selva luego de la
implementacion del método analitico completo. En la Tabla 3.4 se muestran los contenidos
medio de &cido ascérbico, acido ascorbico total, &cido dehidroascorbico y sus
correspondientes valores de repetibilidad (mg 100 g™ de fruta fresca). La repetibilidad de
las muestras se expres6 en términos de su desviacion estandar relativa (RSD %) (Ecuacion
3.7)

Sd
RSD (%) = —100 (3.7)

Donde X y Sd son la media y la desviacion estandar de las concentraciones de AA, AAT y
ADHA en las 6 muestras de frutillas. Los valores de repetibilidad obtenidos estan de
acuerdo con los valores maximos (RSD % = 5,3) recomendados por la Association of
Official Analytical Chemists, para analitos que representen en la muestra entre el 0,1 y
0,01% (AOAC, 1998).

Los resultados indicaron una buena repetibilidad del método, incluso para la determinacion
de ADHA. Este Gltimo resultado estaria de acuerdo con Sanchez-Mata y col., (2000),
quienes propusieron el calculo del contenido de ADHA en bayas verdes a partir de la
substraccion del contenido inicial de AA al contenido de AAT obtenido luego de la
conversion con DTT. Este método, llamado comunmente como el “método substractivo”,
desde el punto de vista de la sensibilidad y selectividad en la determinacién de ADHA, es
mejor que el método de deteccidn directa en el UV (Sanchez-Mata y col., 2000). Sin
embargo, Odriozola-Serrano y col., 2007, no obtuvieron buenos resultados cuando
calcularon la concentracion de ADHA en frutillas por este método, obteniendo valores de
RSD (%) entre 11,5 y 30,8. En relacion con estos resultados, podriamos concluir que una
buena toma de muestra, una correcta homogeneizacion y el mantenimiento de la estabilidad
del AA en solucion luego de su extraccion son necesarios para obtener resultados exitosos.
Existen muchos factores que afectan negativamente la estabilidad del AA, incluyendo la luz
natural y UV, pH y temperaturas altas y la presencia de oxigeno e iones metalicos
(Novékova y col., 2008). Por lo tanto, es necesario controlar cuidadosamente la influencia
de estas variables durante la implementacion de un método analitico para obtener buena

precision en los anélisis de vitamina C.
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Tabla 3.4. Resultados de la estudios de precision (repetibilidad o variacion intra-diaria) del

método con muestras de frutillas (n=6)

Analito  Concentracion (mg 100g")° RSD %

AA 40,0+ 0,6 1,5
ADHA" 12,3+0,9 4,9
AAT 51,3+0,6 1,8

AA: acido ascorbico; ADHA: acido dehidroascorbico; AAT: acido ascorbico total. RSD %:
desviacion estandar relativa. *Media + desviacion estandar; "Cuantificado indirectamente por la
diferencia entre el contenido de AAT y AA.

3.1.1.2.5 Estudio de la exactitud

La exactitud del método se evalud por el método de adicion estdndar en muestras de
frutillas preparadas por triplicado. Los niveles de adicion fueron del 30, 60, 90, 120 y 150%
de las concentraciones de AA esperadas en frutillas (aproximadamente 40-60 mg AA 100
g™ fruta fresca). Las concentraciones se estimaron usando las curvas de calibrado obtenidas
para AA 'y AAT, y luego se compararon con las concentraciones adicionadas conocidas.

En la Tabla 3.5 se muestran los resultados obtenidos de AA y AAT en frutillas adicionadas,

y sus correspondientes porcentajes de recuperacion.

Tabla 3.5. Resultados de la estudios de recuperacion.

AA AA AAT Recuperacién  Recuperacion
adicionado hallado hallado AA® AAT?
(mg 100g)  (mg 100 g* FF)* (mg 100 g* FF)* (%) (%)

12 12,1+0,8 126+1,1 100,6 £ 6,2 104,8 £ 9,1

24 230+x14 240+0,9 959 +5,7 100,0+ 3,5

36 34,2+0,9 350+1,8 95,1+24 97,3+4,9

48 443 +1,2 45,3+0,2 92,3+25 94,3+04

60 57,8+0,7 58,8+ 0,3 96,3+1,2 98,0+0,4

AA: 4cido ascérbico; AAT: 4cido ascorbico total. *Media + desviacion estandar (n = 3).

La exactitud se estudio a través de la prueba de la regién eliptica de confianza conjunta
(EJCR test). Esta prueba permite investigar si el punto (1, 0) esté incluido en la region
eliptica de confianza conjunta de la pendiente y la ordenada. En esta situacion, la ordenada
puede considerarse igual a 0, la pendiente igual a 1, y la recuperacién igual al 100%
(Gonzalez y col., 1999). Las Figuras 3.4 a y b, muestran las elipses obtenidas por EJCR
OLS para las pruebas de recuperacion del AA y AAT. Como se puede observar, los puntos
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optimos estan incluidos en ambas elipses, por lo tanto con la metodologia propuesta se
habria alcanzado una buena exactitud.

Adicionalmente, se calcularon las medias de la recuperaciones globales para las 15
determinaciones de acido ascorbico y &cido ascérbico total, siendo los valores obtenidos:
98,1y 98,6 %, respectivamente. Se aplicé una prueba t, la cual permitié concluir si existian
diferencias significativas entre los valores obtenidos y el valor ideal 100 %. Los valores de t
experimentales (1,30 para AA y 0,88 para AAT) se compararon con t de tabla (v = 14; a =
0,05) = 2,145. Los resultados permitieron concluir una buena exactitud para la

determinacion de AA y AAT en frutillas.

3.1.1.2.6 Estudio de la robustez

La robustez de un método analitico indica el grado de confiabilidad del método luego de
pequefios cambios en las variables operativas. Se estudiod la recuperacion de AA y AAT en
muestras de frutillas con una adicion de analito 90% de la esperada, luego de efectuar
pequefias modificaciones en los valores de las variables operativas (pH de la fase movil:
5,7-5,9; velocidad de flujo: 1,10-1,20 mL min™; longitud de onda: 250-252 nm y %
metanol en fase movil: 3-7%). Los resultados obtenidos (Tabla 3.6) se estudiaron a través
de un ANOVA multifactorial, el cual indic6 que el impacto sobre las respuestas de las
variaciones efectuadas estuvo dentro de limites aceptables. El porcentaje de recuperacion
de AA no estuvo influenciado por ninguna de las variaciones de los factores (p > 0,05).

Tabla 3.6. Resultados obtenidos del disefio experimental de robustez.

pH Longitud Flujo Modificador ~ Recuperacion
fasemévil deonda  (mL min™) organico AAT
(nm) (metanol %) (%)
57 250 1,10 3 96,0
57 251 1,15 5 94,4
57 252 1,20 7 90,1
58 250 1,15 7 91,2
58 251 1,20 3 97,1
58 252 1,10 5 100,4
5,9 250 1,20 5 90,1
59 251 1,10 7 96,9
5,8 251 1,15 5 98,0

Las corridas se realizaron en orden aleatorio.
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Sin embargo, el porcentaje de recuperacion del AAT fue afectado por las variaciones en la
velocidad de flujo (p < 0,05). Los resultados de recuperacion de AAT se muestran en la
Tabla 3.6. El porcentaje de recuperacion medio fue 95 + 4 %, lo que indicaria claramente la

robustez del presente método.
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Figura 3.4. Resultados prueba OLS EJCR para AA (a) y AAT (b), las elipses muestran el
punto ideal (1, 0).
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3.1.1.3 Determinacion de vitamina C en frutillas

El método optimizado y validado se utilizé para determinar el contenido de AA, ADHA y
vitamina C de las frutillas variedad Selva y Camarosa. Las determinaciones se realizaron
en distintos afios de cosecha y los resultados se muestran en la Tabla 3.7. La variedad
regional Camarosa se analiz6 durante los periodos Noviembre-Diciembre, y las frutillas
comerciales Selva se analizaron durante Febrero-Marzo, de acuerdo al calendario de
cosecha (ver seccion 1.2).

De acuerdo a los resultados, la variedad regional Camarosa, es la que presentaria menor
variabilidad en el contenido de vitamina C con el afio de cosecha, comparada con la
variedad comercial Selva. Como se menciond en la seccion 1.3.2.1.1, el contenido de
vitamina C de frutas y hortalizas depende de la especie, cultivar, estado de madurez, y de la
manipulacion postcosecha (Combs y col., 1998, Lee y Kader, 2000, Novakova y col.,
2008). Es probable que un cumulo de factores que no pudieron controlarse en la variedad
comercial, y que si pudieron ser controlados en la variedad regional, tales como las
condiciones de cultivo por el mismo productor, la manipulacion postcosecha y el periodo
de tiempo entre la recoleccion y el andlisis de las frutas sean responsables de esta mayor

variabilidad observada.

Tabla 3.7. Resultados de vitamina C en frutillas en distintos periodos de analisis.

Variedad Selva Camarosa
Periodo Mar. 2010  Mar. 2011  Nov. 2009 Dic. 2010 Nov. 2011
AA
(mg 100 g™ FF) 148+06 40,29+0,6 41,2+08 36,1+0,7 433+05
ADHA
(mg 100 g FF) 143+09 12,1+0,6 6,5+05 81%10 1,1+0,3
VitC

(mg 100 g™ FF) 287+03 510+09 476+11 412+12 447+08

AA: &cido ascérbico; ADHA: acido dehidroascdrbico; AAT: acido ascorbico total.
®Media + desviacion estandar (n = 3)

3.1.2 Determinacion de compuestos fenolicos en frutillas: desarrollo y validacion de un
método de cromatografia liquida de alta performance con deteccion por arreglo de
diodos (HPLC-DAD)
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3.1.2.1 Estudio de las condiciones de hidrdlisis sobre compuestos fenélicos estandares
Algunos compuestos fenolicos estandares se analizaron en las condiciones de hidrdlisis
estudiadas (4 mol L™ HCI, 50 min a 90°C). Los compuestos fenélicos para este analisis se
eligieron, debido a que en experiencias preliminares se encontraron a bajas (por ejemplo:
kaempferol) o altas (por ejemplo: acido elagico) concentraciones en frutillas. El porcentaje
de las cantidades de compuestos fendlicos estandares recuperados luego de la hidrolisis con
respecto a las cantidades iniciales se muestran en la Tabla 3.8. Las condiciones hidroliticas
fueron eficientes para producir la aglicona desde el glicésido quercitin-3-rutindsido
(rutina). Los contenidos de &cido elagico y kaempferol fueron bien retenidos luego del
tratamiento acido. Sin embargo, para el &cido ferulico y la catequina, compuestos fenélicos
mas sensibles, las condiciones acidas ensayadas produjeron mayor degradacion (Tabla 3.8).
De manera similar, Nuutila y col., (2002), reportaron una retencion del 35% en la
concentracion de &cido ferdlico, luego de una hidrélisis acida usando 1,2 mol L™ de HCI
por 2 horas a 80°C.

Debido a las diferencias en las estructuras quimicas y a la sensibilidad variable de los
compuestos fendlicos a las condiciones hidroliticas, se tom6 un compromiso entre una

produccidn eficiente de agliconas y una minima degradacion de compuestos fendlicos.

Tabla 3.8. Resultados hidrélisis &cida (4 mol L™ HCI, 50 min a 90°C) en compuestos

fendlicos estandares.

Concentracion antes ~ Concentracidn después

C]E’erggﬁ‘zzgos hidrolisis 4cida hidrolisis cida Rec“g,zr)ac'c’”
(Mg L) (Mg L)
Flavonoides

Catequina 20 149+11 74,5
_Kaempferol 20,3 18,3+0,9 90,1
Acido elagico 20 22,1+10 110,5

Glicésido de flavonoides
Rutina 32 43+1,2 16,6

Acidos fendlicos
Acido fertlico 2 0,8+0,3 40,0

n = 2; "Media + desviacion estandar.
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3.1.2.2 Optimizacion de la separacion de los compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos que se identificaron y cuantificaron en este trabajo (Tabla 3.9),
se pueden separar de acuerdo a la literatura en 2 grupos (ver seccion 1.4.3): flavonoides:
quercitina, rutina y kaempferol (flavonoles); catequina y epicatequina (flavanoles), y
cianidina y pelargonidina (antocianidinas); y acidos fenolicos: acidos galico y elagico
(derivados del &cido hidroxibenzoico), y acidos feralico, cumérico y cindmico (derivados
de &cido hidroxicinamico).

Las condiciones cromatogréaficas se optimizaron usando una mezcla de estandares de los
compuestos fenolicos mencionados arriba, con el fin de asegurar una buena resolucién
entre ellos.

Se probaron diferentes sistemas de gradientes de concentracién y las condiciones
mencionadas en la seccion 2.2.2.2, resultaron las mejores para asegurar una buena
resolucion entre todos los picos. El tiempo de la corrida cromatografica fue de 55 min, en
este tiempo se lograron separar 12 compuestos, siendo kaempferol (pico 12), el dltimo
compuesto fenolico eluido a aproximadamente 52 min. Los tiempos de retencion de todos

los compuestos fenolicos se muestran en la Tabla 3.9.

Tabla 3.9. Tiempos de retencion (tg), absorbancia méaxima (Amax), y absorbancia de
cuantificacién (1) de los compuestos fendlicos.

Compuestos tr £ SD A max A

(nimero de pico) (min) (nm)  (nm)
Acido galico (1) 6,3+0,1 271 280
(x)-Catequina (2) 16,9+0,1 278 280
(-)-Epicatequina (3) 20,7+£0,1 279 280
Acido ferdlico (4) 250+0,1 323 320
Acido p-cumérico (5) 255+0,1 310 320
Cianidina (6) 26,4+04 530 520
Pelargonidina (7) 28,104 517 520
Rutina (8) 30,2+0,1 354 360
Acido cinamico (9) 31601 277 280
Acido elagico (10) 33,7+02 368 360
Quercitina (11) 495+0,1 371 360
Kaempferol (12) 52,0+0,1 365 360

Los diferentes tipos de compuestos fenolicos exhiben maxima absorcion a diferentes

longitudes de onda (Kajzanoska y col., 2011). Sin embargo, la mayoria de los compuestos
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fendlicos absorben en el UV a 280 nm. Por lo tanto, con fines ilustrativos se muestra en la
Figura 3.5 la separacion alcanzada a esa longitud de onda. Cuatro longitudes de onda se
eligieron para la cuantificacion de compuestos fendlicos en este estudio: 280 nm para &cido
galico y cinamico, catequina y epicatequina; 320 nm para acidos feralico y cumarico; 360
nm para rutina, quercitina, kaempferol, y acido elagico; y 520 nm para cianidina y
pelargonidina. En la Tabla 3.9 se muestran los mé&ximos de absorbancia de cada compuesto
fendlico hallados con el detector DAD. Adicionalmente, en la Figura 3.6 se muestran

espectros de absorcion obtenidos de algunos de los compuestos fenolicos estudiados.
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Figura 3.5. Separacion de la mezcla de estandares de compuestos fenolicos por HPLC con
DAD a 280 nm. Identificacion de los picos: 1: acido galico, 2: catequina, 3: (-)-
epicatequina, 4: acido ferulico, 5: &cido p-cumarico, 6: cianidina, 7: pelarginidina, 8: rutina,
9: &cido cinamico, 10: &cido elagico, 11: quercitina y 12: kaempferol.
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Figura 3.6. Espectro de absorcion de acido galico (a), acido ferdlico (b), acido elagico (c) y
pelargonidina (d) obtenidas con el detector DAD.

3.1.2.3 Validacion del método HPLC para la determinacion de los principales

compuestos fendlicos en frutillas

3.1.2.3.1 Estudio de la Linealidad

La linealidad fue evaluada para el procedimiento de determinacién de compuestos fenolicos
utilizando soluciones estandares (seccion 2.2.2.8.1). La homocedasticidad y la linealidad de
los datos se analizaron a través de pruebas F, de acuerdo a Danzer y Currie, (1998). Para la
homocedasticidad, las diferencias entre los valores de F observados y los valores de F
criticos no fueron significativas para ninguna de las 12 curvas de calibracion de compuestos
fendlicos (Tabla 3.10).
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Las areas de las picos (y) se graficaron en funcion de las concentraciones de compuestos
fenélicos (mg L™) (x), y se realiz6 un anélisis de regresién por minimos cuadrados.

Para las pruebas de linealidad, se calcularon valores experimentales de F dados por la
Ecuacion 3.3; los cuales se compararon con valores de F tabulados. Las pruebas de
linealidad no excedieron los valores tabulados (Tabla 3.10), por lo tanto se puede asumir
una relacion lineal entre las areas (variable dependiente) y la concentracion de compuestos
fendlicos (variable independiente), en el del rango de concentracidn ensayado. Ademas, se

comprobd una distribucién normal en los graficos de residuos (no mostrados).

3.1.2.3.2 Estudio de los limites de deteccion y cuantificacion

LOD y LOQ fueron calculados por las Ecuaciones 3.4 y 3.5 de acuerdo a Olivieri y
Goicoechea, (2007). El hecho de de que los valores de LOQ determinados en el presente
estudio (Tabla 3.10) sean mas bajos que los valores de concentracion de compuestos
fendlicos encontrados en muestras de frutillas, es una clara evidencia de la validez del

método propuesto.

3.1.2.3.3 Estudio de las sensibilidades de calibracion y analitica

Los valores de SEN obtenidos se muestran en la Tabla 3.10. El valor de SEN maés alto fue
obtenido para el &cido cindmico (250.054,4). El &cido cinamico no esta presente en las
frutillas en grandes concentraciones, por lo tanto este resultado indicaria un método lo
suficientemente sensible para la deteccion de este compuesto.

Los valores de la inversa de la sensibilidad analitica (') obtenidos se presentan en la Tabla
3.10. Los valores de p-1 mas bajos se observaron para kaempferol (0,050) y quercitina
(0,084), lo cual fue coincidente con sus valores de LOD y LOQ mas bajos observados.
Estos resultados indicarian la mejor sensibilidad en la deteccion de estos compuestos
fendlicos por el método desarrollado.

3.1.2.3.4 Estudios de la precision y exactitud del método
La precision del método se estudio en terminos de su repetibilidad o variacion intra-diaria.
Se analizaron 6 muestras independientes de frutillas variedad Camarosa luego de la

implementacién del método analitico completo. Los resultados (Tabla 3.11) fueron en la
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mayoria de los casos menores a los RSD % méaximos recomendados por la Association of

Official Analytical Chemists. RSD (%) = 7,1 y 11,0 para analitos que representen en la
muestra entre 0,01 y 0,001 % y 0,001 y 0,0001 %, respectivamente (AOAC, 1998).

Tabla 3.10. Resultados de la evaluacién de linealidad de las curvas de calibracion de

compuestos fendlicos, sensibilidad de calibracion (SEN), inversa de sensibilidad analitica

(") y limites de deteccién (LOD vy cuantificacién (LOQ).

Compuestos Prueba F Prueba F  Sensibilidad 1 LOD LOQ R’
fendlicos homocedasticidad linealidad  calibracion v (mgL?") (mgL"?

Acido galico 80,6 0,67 91,671,8 0,443 1,29 348 0,999
(x)-Catequina 52,4 0,79 16,596,5 0,974 2,83 7,6 0,999
(-)-Epicatequina 59,0 0,93 25,380,7 0,153 0,44 1,19 0,999
Acido ferdlico 11,4 0,79 166,879,4 1,134 3,31 8,89 0,999
Acido p-cumarico 30,8 1,12 228,845,7 0,531 1,54 4,14 0,999
Cianidina 17,7 1,15 21,327,5 0,651 2,12 5,46 0,997
Pelargonidina 53,8 1,02 197,405,8 5,323 17,34 44,63 0,992
Rutina 47,8 0,82 72,910,8 0,120 0,35 0,93 0,999
Acido cinamico 26,9 1,34 250,054,4 0,110 0,32 0,86 0,999
Acido elagico 63,4 0,82 50,001,1 2,548 7,39 19,89 0,999
Quercitina 63,4 0,66 125,260,1 0,084 0,24 0,65 0,999
Kaempferol 46,6 0,77 147,001,9 0,050 0,14 0,39 0,999

Valor para la prueba F de evaluacion de homocedasticidad, con valores criticos de o= 0,05y los
grados de libertad: (v; = 1, v, = 1) = 161,4, Valor para la prueba F de evaluacion de linealidad, con
valores criticos de o= 0,05y los grados de libertad: (v; = 8, v, = 5) = 3,69

Tabla 3.11. Precision (repetibilidad o variacion intra-diaria) del método antes y después de
la hidrélisis acida (4 mol L™ HCI, 50 min a 90°C).

Antes hidrdlisis acida Después hidrolisis acida
::orplpuestos Concentracion RSD (% Concentracion D (%
enolicos (mg 100 g FF)? ™) (mg100gtFrp RSP (%)
Acido galico 1,40 £ 0,10 7,10 14,28 + 1,42 9,94
(x)-Catequina 1,70 £ 0,09 5,31 0,48 £ 0,09 18,75
(-)-Epicatequina - - 4,00 + 0,60 15,00
Acido ferlico - - 3,44 +0,15 4,36
Acido p-cumérico - - 1,69 +0,20 11,83
Cianidina - - 4,46 + 0,30 6,73
Pelargonidina - - 25,17 +1,15 457
Rutina 1,00 +£0,10 10,01 0,09 +0,01 11,11
Acido cindmico - - - -
Acido elagico 0,61+0,10 16,40 6,67 +0,51 7,64
Quercitina - - 0,36 £ 0,04 11,11
Kaempferol - - 0,09 £0,01 10,41

R.S.D. %: desviacion estandar relativa.

®Media + desviacion estandar (n = 6).
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La exactitud del método se evalué con adiciones estdndares de compuestos fenolicos a
muestras de frutillas, en los niveles que se mencionaron en la seccion 2.2.2.8.2. Las
recuperaciones halladas luego de la hidrolisis &cida estuvieron entre 81,5 y 168,4%. En el
caso del glicésido rutina (quercitin-3-rutindsido), el porcentaje de recuperacion obtenido
antes de la hidrolisis acida fue del 98,9 %, mientras que el porcentaje de recuperacion
hallado luego de la hidrolisis acida fue del 8,2 %. La hidrolisis de la molécula de rutina
produce una molécula del flavonoide quercitina y una molécula del carbohidrato rutinosa.
Por lo tanto, la concentracion de quercitina luego de la hidrdlisis acida aumenta debido a su
formacion desde rutina (Boque y col., 2002).

La recuperacion total de quercitina observada luego de la hidrolisis &cida fue 168,4 %. Se
estimo el porcentaje de recuperacion tedrico de quercitina proveniente de la conversion de
la rutina adicionada, el cual fue del 90,7 %. Con ese dato, se pudo calcular el porcentaje de
recuperacion de la quercitina adicionada a las muestras de frutillas (77,7 %), como la
diferencia entre el porcentaje de recuperacion de quercitina total y el porcentaje de
recuperacion teorico de quercitina proveniente de la conversion de rutina adicionada.

Los porcentajes de recuperacion obtenidos para acido p-cumarico, acido galico y cianidina
fueron de 78,5, 80,5 y 90,1%, respectivamente.

Estos resultados permiten concluir una buena exactitud alcanzada con la metodologia

propuesta en la determinacion de compuestos fenélicos en frutillas.

3.1.2.3.5 Determinacion de compuestos fendlicos en frutillas

El método desarrollado se utiliz6 para determinar y cuantificar el perfil de compuestos
fendlicos de las frutillas variedad Camarosa y Selva. En la Tabla 3.12 se muestran las
concentraciones de compuestos fenolicos halladas antes y después de la hidrolisis acida.
Como se mencioné antes, los compuestos fenolicos obtenidos antes de la hidrolisis acida
representan las agliconas libres o los compuestos fendlicos no conjugados o no
condensados, naturalmente presentes en los extractos de frutillas. Contrariamente, los
compuestos fenolicos obtenidos después de la hidrdlisis acida representan las agliconas
totales o los compuestos fendlicos conjugados o condensados de los extractos de frutillas.
Las Figuras 3.7 y 3.8 muestran los cromatogramas obtenidos a 280 nm antes y después de

la hidrdlisis acida en los extractos de frutillas Camarosa y Selva, respectivamente.
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Los compuestos fenolicos que fueron detectadas antes de la hidrolisis acida en ambas
variedades fueron: catequina, rutina y acido elagico (Tabla 3.12). En la variedad Camarosa
estuvo presente ademas el &cido galico (Figuras 3.7a 'y 3.8a).

Las concentraciones de compuestos fenolicos obtenidas en los extractos no hidrolizados
fueron menores que las obtenidas en los extractos hidrolizados. Una excepcion se dio para
catequina, la cual fue afectada por las condiciones hidroliticas y el contenido de este
flavanol fue mas bajo en los extractos hidrolizados que en las muestras sin hidrolizar (Tabla
3.12).

Tabla 3.12. Concentracién de compuestos fendlicos en muestras de frutillas antes y después
de la hidrolisis acida.

Concentracién

Concentracion

Compuestos (mg 100 g™ FF)? (mg 100 g™* FF)?
fendlicos Antes hidrdlisis acida Después hidrolisis acida
Camarosa Selva Camarosa Selva
Acido galico 1,36 £ 0,05 - 14,28 + 1,35 17,21 +1,30°
(x)-Catequina 1,70+ 0,17¢ 3,35+0,42° 0,48 +0,09% 0,67 +0,10°
(-)-Epicatequina - - 4,02 +0,28° 0,84 + 0,20%
Acido ferlico - - 3,44 + 0,32 2,75 +0,41°
Acido p-cumérico - - 1,69 +0,20° 1,96 +0,18
Cianidina - - 4,46 +0,23% 5,28 + 0,29"
Pelargonidina - - 25,20 +1,11° 18,67 + 1,09
Rutina 1,0 +0,10% 1,84 £0,17° 0,09 +0,01% 0,10 +0,02%
Acido cindmico - - - -
Acido elagico 0,61 + 0,09 0,65 +0,07° 6,67 + 0,46° 11,87 + 2,00°
Quercitina - - 0,36 + 0,09° 0,18 + 0,04%
Kaempferol - - 0,09 +0,02% 0,62 + 0,09
Antocianidinas totales” - - 29,66 +1,32° 23,95+ 1,37
Compuestos fendlicos totales” 4,66 + 0,30% 5,82 + 0,60° 60,79 + 1,90° 60,20 + 2,40%

*Media + desviacion estandar. (n =3). "Suma aritmética. Letras minusculas distintas indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) por cultivar.

Los flavonoles (quercitina y kaempferol) se encontraron a bajas concentraciones en las
muestras de frutillas hidrolizadas. Si bien el contenido medio de quercitina fue mayor en las
frutillas Camarosa, el contenido de kaempferol fue menor para este cultivar. Los resultados
obtenidos estarian de acuerdo con los publicados por Hakkinen y Térrénen, (2000), para 5
variedades de frutillas de Polonia y Finlandia. Los autores reportaron valores de quercitina
de 0,3 a 0,4 mg 100 g™ FF, y de kaempferol de 0,6 a 0,9 mg 100 g™* FF, usando un método
de extraccion de metanol 50 % y una hidrélisis 4cida 1,2 mol L™ HCI, a 85°C por 2 horas.
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El contenido de rutina fue mayor en las frutillas Selva sin hidrolizar, no registrandose
diferencias por cultivar en este contenido en las frutillas hidrolizadas (p>0,05). La
concentracion de rutina (quercetin-3-O-rutindsido) obtenida antes de la hidrolisis &cida
menos la concentraciéon de rutina remanente luego de la hidrolisis acida, dividida por la
concentracion de rutina antes de la hidrolisis acida, se usé como una medida de la eficiencia
de la hidrdlisis en cada extracto de frutilla. El valor de la eficiencia de la hidrélisis (%) para
la variedad Selva fue del 94,5 % y para la variedad Camarosa fue del 90,51 %.

Los compuestos fendlicos derivados del acido hidroxicindmico (&cidos ferulico y cumarico)
solo se hallaron en los extractos de frutillas hidrolizados (Tabla 3.12). Las concentraciones
de &cido cumérico halladas fueron iguales para ambas variedades (p>0,05), y estuvieron
dentro del rango publicado por Hakkinen y Térrénen, (2000): 0,7-1,8 mg 100 g™ FF en
frutillas de Polonia y Finlandia (condiciones de hidrélisis 1,2 mol L™ HCL, a 35°C por 16
horas). Ademas, estuvieron de acuerdo con los resultados publicados por Mattila y
Kumpulainen, (2002), quienes reportaron un valor medio de 2,6 mg 100 g™ FF de 4cido
cumérico en frutillas de Finlandia (condiciones de hidrélisis: hidrélisis alcalina: 1,8 mol L™
NaOH, a temperatura ambiente por 16 horas, y hidrdlisis &cida: 1 mol L™ HCI a 85°C por
16 horas). Sin embargo, en estos trabajos no fue reportada la presencia de acido feralico en
frutillas. EI contenido de este compuesto fenolico fue 20% mayor en las frutillas Camarosa
que en las frutas Selva (p<0,05).

El &cido cinamico no se detectd en ninguna de las dos variedades estudiadas ni antes ni
luego de practicar la hidrolisis &cida sobre los extractos.

Como se menciono en la seccién 1.4.3.4.1, el &cido elagico se encuentra en forma libre en
las matrices que lo contienen en muy baja concentracién. Sin embargo, estas
concentraciones pueden aumentar luego de una hidroélisis acida de los extractos, como
resultado de una liberacién desde los elagitaninos (Baettie y col., 2005, da Silva Pinto y
col., 2008). En la Figura 3.9 se muestra el incremento de este compuesto bioactivo luego de
la hidrolisis acida en las frutillas Camarosa y Selva. Las concentraciones de acido elagico
libre halladas en los extractos de frutillas sin hidrolizar (Tabla 3.12) resultaron similares

para ambas variedades (p>0,05), y estuvieron de acuerdo con los resultados publicados por
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Figura 3.7. Cromatograma HPLC-DAD de extractos de frutillas Camarosa antes (a) y
luego (b) de la hidrélisis acida (4 mol L™, a 90°C por 50 min) a 280 nm. Identificacion de
los picos: 1: acido galico, 2: catequina, 3: (-)-epicatequina, 4: &cido ferdlico, 5: &cido p-
cumarico, 6: cianidina, 7: pelarginidina, 8: rutina (no se distingue a 280 nm),10: acido
elagico, 11: quercitina y 12: kaempferol.
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Figura 3.8. Cromatograma HPLC-DAD de extractos de frutillas Selva antes (a) y luego (b)
de la hidrélisis acida (4 mol L™, a 90°C por 50 min) a 280 nm. Identificacion de los picos:
1: acido galico, 2: catequina, 3: (-)-epicatequina, 4: &cido ferdlico, 5: &cido p-cumarico, 6:

cianidina, 7: pelarginidina, 8: rutina (no se distingue a 280 nm), 10: acido elagico, 11:
quercitina 'y 12: kaempferol.
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da Silva Pinto y col., (2008), para 7 cultivares de frutillas de Brasil: de 0,61 a 1,95 mg 100
g™ FF. Los contenidos de 4cido elagico total obtenidos luego de la hidrélisis acida (Tabla
3.12) fueron mayores en las frutillas Selva (p<0,05) y estuvieron, de la misma manera,
dentro del rango publicado por da Silva Pinto y col., (2008), entre 17 y 47 mg 100 g* FF
(condiciones de hidrélisis: 1 mol L™ TFA, a 120°C por 1 hora).
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Figura 3.9. Contenido de &cido elagico libre (@) y acido elégico total (m) en frutillas
variedad Camarosa y Selva.

Las antocianidinas, los principales flavonoides presentes en frutillas, solo se detectaron en
los extractos hidrolizados. La concentracién de cianidina hallada fue ligeramente superior
en las frutillas Selva (p<0,05), aunque el contenido de pelargonidina en este cultivar fue
26% menor que el encontrado en las frutillas Camarosa (p<0,05). El contenido de
antocianidinas se puede considerar una estimacion del contenido de antocianinas
(antocianidinas en forma glicosilada). En este sentido, las principales antocianinas
encontradas en frutillas son pelargonidin-3-glucosido, cianidin-3-glucdésido y pelargonidin-
3-rutindsido (da Silva Pinto y col., 2008). Las concentraciones de antocianidinas halladas
estuvieron de acuerdo con los valores publicados por Giné Bordonaba y col., (2011),
quienes reportaron concentraciones de pelargonidin-3-glucésido entre 25,4 y 40,4 mg 100
g™ FF; aunque nuestros valores de cianidina resultaron mas elevados que los valores de

cianidin-3-glucésido publicados por estos autores: entre 1,3 y 1,4 mg 100 g™ FF. Tal como
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menciono Lopes da Silva y col., (2007), la variedad Camarosa fue la que presentd la mayor
concentracion de antocianidinas.

La suma aritmética de los compuestos fendlicos obtenidos por esta técnica antes de la
hidrolisis acida (Tabla 3.12) fue ligeramente superior en la variedad Selva que en
Camarosa (p<0,05), aunque la suma obtenida para los compuestos fenolicos hallados luego

de la hidrdlisis acida no mostré diferencias significativas por cultivar (p>0,05).
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3.2 Estudio de la operacion de lavado-desinfeccion de frutillas frescas

cortadas con 4cido peracético (APA)

3.2.1 Disefio de lavado-desinfeccion N° 1

En este disefio, la operacion de lavado-desinfeccion se realizd sobre frutillas variedad
Camarosa. El objetivo de este disefio de lavado fue estudiar como eran afectados los
compuestos bioactivos, la calidad nutricional y las actividades enzimaticas de enzimas del
metabolismo secundario y de la pared celular de frutillas frescas cortadas en funcion de la
concentracion de &cido peracético, la temperatura y el tiempo de lavado. Se utilizo la
concentracion maxima permitida de APA de 80 mg L™ en el agua de lavado de frutas y
hortalizas (CFR, 2007b).

3.2.1.1 Compuestos bioactivos, pardmetros de calidad y actividades enzimaticas de las
frutillas frescas cortadas sin lavar

En la Tabla 3.13 se muestran las concentraciones de compuestos bioactivos, los parametros
de calidad y las actividades enzimaticas estudiadas en las frutillas variedad Camarosa. Los
valores obtenidos para todos estos pardmetros estan en acuerdo con valores publicados en
la bibliografia (Davey y col., 2000, Cordenunsi y col., 2005, y Odriozola-Serrano y col.,
2007). Los andlisis de la materia prima y el disefio de lavado-desinfeccion se realizaron

durante la temporada de cosecha 2009.

3.2.1.2. Efecto de las condiciones de lavado-desinfeccion sobre los compuestos
bioactivos y los parametros de calidad de frutillas frescas cortadas

En la Tabla 3.14 se exponen las 15 corridas experimentales con los factores (concentracion
acido peracético (APA), temperatura y tiempo) y sus niveles estudiados.

Los resultados de las respuestas estudiadas en el disefio experimental ensayado, (excepto
los resultados de las actividades enzimaticas PME, PAL, PG y PPO que seran expuestos
mas adelante) se muestran en la Tabla 3.15.

En la Tabla 3.16 se presentan los resultados del ANOVA para todas las respuestas
mostradas en la Tabla 3.15.
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Tabla 3.13. Compuestos bioactivos, parametros de calidad y actividades enzimaticas en

frutillas frescas cortadas sin lavar.

Cultivar
Respuesta

Camarosa
AA (mg 100 g™ FF) 41,2+0,8
ADHA (mg 100 g™ FF) 6,5+0,5
Vit C (mg 100 g FF) 476+1,1
FT (mg AG 100 g™ FF) 311,6 +14,3
Ant T (mg 100 g™ FF) 27,1+0,3
CA (mg AA 100 g™ FF) 355,1 + 6,7
SS (° Brix) 5,0+0,3
pH 33%0,1
AT (g ACA/100 g™ FF) 0,7+0,1
Lo 334+39
a 29,4+0,2
bo” 148 +1,7
Cabo 31,5+0,1
hano 27,6 +3,2
PME (nmol AG mg proteina™ min™) 2453 + 3,3
PAL (nmol AC g* hh) 507,9 + 69,6
PPO (AA mg proteina™ h) 3,7+0,3
PG (nmol AG g* h™) 38,1+1,3

Media + desviacién estandar. (n=3). AA: acido ascorbico; ADHA: acido dehidroascorbico; Vit C:
vitamina C; FT: fenoles totales; Ant T: antocianinas totales; CA: capacidad antioxidante; SS:
solidos solubles; AT: acidez total; L*, a*, b*, Cy* y hy, pardmetros del sistema CIELAB; PME:
actividad pectin metil esterasa; PAL: actividad fenilalanina amonioliasa; PPO: actividad
polifenoloxidasa y PG: actividad poligalacturonasa.

Tabla 3.14. Factores experimentales estudiados y sus niveles correspondientes.

N° corrida  APA (mgL™) Temperatura (°C) Tiempo (s)

1 40 22 35
2 40 22 35
3 40 40 60
4 40 4 10
5 40 22 35
6 40 4 60
7 80 22 10
8 0 22 60
9 0 22 10
10 0 40 35
11 40 40 10
12 80 40 35
13 0 4 35
14 80 22 60
15 80 4 35

Las corridas experimentales fueran hechas en orden aleatorio.
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La significancia de cada término del modelo fue evaluada referida al error puro. El test F de
la falta de ajuste del modelo (datos no mostrados) en el ANOVA mide la falla del modelo
en representar los datos en el dominio experimental. En este caso, todos los modelos que
representan las respuestas mostraron que la falta de ajuste, basandose en el error puro no
fue significativa (p>0,05).

De las respuestas mostradas en la Tabla 3.15, sélo para el caso de la retencion de acido
ascorbico (% RAA) resultaron significativos los términos del modelo (Tabla 3.16).

Se obtuvo un modelo completo en variables no codificadas con todos los términos
(Ecuacion 3.8):

% RAA = 130,9-0,3C — 1,0 T + 0,006 CT + 0,002 Ct — 0,001 Tt — 1,9t + 0,01 C*>—0,0009
T2+0,02¢ (3.8

A continuacién, se obtuvo un modelo predictivo de % RAA eliminando los términos no

significativos del modelo por el método de regresion lineal “setpwise” (Ecuacion 3.9).
% RAA = 120,350,157 C-0,317 T— 1,81t + 0,024 * (3.9)

El factor mas significativo que afecto la retencidn de &cido ascorbico resultd ser el tiempo a
través del término cuadratico (%), luego la concentracion a través de su término lineal (C) y
la temperatura también a través de su término lineal (T).

Para evaluar la bondad de ajuste del modelo, se calculé el coeficiente de determinacién (R?)
y se determind el error estandar de las medias (AAD) de acuerdo a (Bas y Boyaci, 2007).

El coeficiente de determinacion (R?) es la proporcién de variabilidad en los datos explicada
o tenida en cuenta por el modelo. El error estandar de las medias (AAD), se calcul6 con la

l l
AAD = (Zly exp -y call]/ > 310
exp

Donde, yiexpy yi_,, son las respuestas experimentales y predichas por el modelo,

Ecuacién 3.10.

respectivamente, y p es el niUmero de corridas experimentales.

Los valores de R® deberfan estar cerca de 1 y los valores de AAD entre los valores
predichos y observados deben ser lo mas pequefios posibles. En este caso, los valores de R
y AAD fueron 87,8 % y 4,1 para el modelo completo de % R AA;y 79,4 % y 5,8 para el
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modelo reducido de % R AA. Estos resultados indicarian que los modelos obtenidos
ajustan apropiadamente los datos experimentales.

De acuerdo al modelo reducido (Ecuacién 3.9), un lavado con 80 mg L™ de APA, 60 sy
40°C, predice una retencion de AA del 72,9 %.

En la Figura 3.10 se muestra la superficie de respuesta y el grafico de contornos obtenidos
con los modelos completos para la el porcentaje de retencion de acido ascorbico (% RAA)
en funcién de la concentracion de APA vy el tiempo de lavado-desinfeccion a 22°C. El
efecto de la temperatura no se muestra en el grafica ya que fue el factor que menos
significancia presento en el modelo de prediccion obtenido.

En la Figura 3.10 se observan menores %RAA a concentraciones de APA altas y tiempos

largos.
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Fig. 3.10 a) Superficie de respuesta y b) Grafico de contorno para el porcentaje de retencion
de acido ascorbico (% RAA) en funcion de la concentracion de &cido peracético y el tiempo
de lavado desinfeccion a T= 22°C.
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Tabla 3.15. Resultados experimentales del disefio de Box-Benhken de lavado-desinfeccion N°1 en frutillas Camarosa.

N° %R %R %R %R %R %R  %C  %C  oL*  da*  0b*  oCw* ohx*
Corrida AA VitC FT AntT CA SS AT pH (%) (%) (%) (%) (%)
1 933 988 853 519 895 1109 41 -15 54 70 48 -33 20
2 700 835 823 828 85 1079 -35 -10 00 -31 58 -22 -37
3 655 836 841 895 937 1101 24 09 -36 -141 -128 -98 -18
4 907 1002 938 623 974 871 31 20 53 01 40 69 -12
5 927 1040 878 768 896 625 55 31 13 -39 51  -04 59
6 889 951 958 985 1135 1242 46 -25 27 -81 -1,3 19 48
7 1044 1040 96,6 936 1084 1212 -34 28 47 01 25 32  -09
8 71,1 818 839 728 98 941 34 11 127 31 78 74 21
9 796 919 1157 1017 1125 1089 -79 21 28 -28 28 09 -31
10 872 941 833 746 1036 1010 -56 21 56 -21 50 43 38
11 780 915 879 658 890 842 56 -19 -138 45 29 81 -43
12 654 909 882 671 939 1099 -35 -14 03 50 36 -10 26
13 765 903 930 683 985 970 58 -1,3 43 -01 116 68 69
14 756 903 905 776 927 791 82 -12 -103 04 38 65 -30

15 914 1045 876 104,7 995 87,9 -3,3 -1,1 -14,3 -2,1 -9,1 1,0 -9,1

% RAA: porcentaje retencién acido ascorbico; % RVit C: porcentaje retencion vitamina C; % RFT: porcentaje retencién fenoles totales; %
RANt T: porcentaje retencion antocianinas totales; % RCA: porcentaje retencion capacidad antioxidante; %R SS: porcentaje retencion
solidos solubles; %C AT: porcentaje cambio de acidez total; % C pH: porcentaje cambio de pH; JL*: porcentaje cambio de luminosidad;
oa*, ob*, 6Cap™ Y Ohgy: porcentaje cambios en los parametros a*, b*, C,* y hy, del sistema CIELAB.
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Tabla 3.16. Analisis de variancia de los resultados del disefio de lavado-desinfeccion N° 1 en frutillas variedad Camarosa.

Fuente g.l Suma de cuadrados
%R %R %R %R %R %WR %C %C  SL*  da*  Ob* OCax* Ohap*
AA  VitC FT AntT CA SS AT pH (%) (%) (%) (%) (%)
X1 (C) 1 3144 1055 14 390 140 7404 333 2183 1152 30 541 11,8 316
X2 (T) 1 25009 219 002 15 49 2379 3752 2058 520 53 53 157 0.2
X3 (1) 1 436 561 2150 6385 61,7 288 0,002 117 21,7 520 104 357 69
Xy* 1 83 64 502 648 1059 229 1695 1529 29,8 438 787 654 37
X1 Xz 1 730 1107 04 1348 2,0 708 2744 244 289 02 931 006 24
X1 X3 1 217 136 2967 10043 1566 109 007 4653 04 73 216 26 548
X,? 1 496 1213 623 43 848 169,77 1567 1430 59,7 45 00003 11 16
X2X3 1 14 153 340 19 174 5065 103 16 671 270 270 207 31
X3? 1 8806 2891 107,0 1090 330,01 2450 739 443 25 69 0006 188 264

Residual 5

Faltade ajuste 3 2057 426 981 12955 1882 17624 9475 3996 2738 1421 2475 1867 96,2
Error Puro 2 227 404 581 1108 740 1065 3622 662 155 84 726 43 466
R? - 878 895 833 586 752 525 461 732 565 50,1 47,6 465 47,8
AAD' (%) - 41 22 28 115 38 94 100 49 -1738 123 71 287 -499

*p< 0,05; **p<0,01. LAAD: desviacién absoluta de la media.

% RAA: porcentaje retencién acido ascorbico, % RVit C: porcentaje retencién vitamina C; % RFT: porcentaje retencién fenoles totales; %
RANt T: porcentaje retencion antocianinas totales; % RCA: porcentaje retencion capacidad antioxidante; %R SS: porcentaje retencion
solidos solubles; %C AT: porcentaje cambio de acidez total; % C pH: porcentaje cambio de pH; JL*: porcentaje cambio de luminosidad;
oa*, ob*, 6Cqap™ Y Ohgy: porcentaje cambios en los parametros a*, b*, Co,* y hy, del sistema CIELAB.
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La concentracion de vitamina C, no mostré cambios en funcién de las variables de proceso
en el espacio experimental ensayado, lo cual indicaria que la reduccidn en la vitamina fue la
misma en cualquier condicién. Sin embargo, las pérdidas de AA si fueron afectadas por las
variables del proceso (Ecuacion 3.8) posiblemente debido mas a oxidacion del AA a
ADHA por efecto del APA, que a pérdidas por lixiviacion en el agua de lavado. Como el
ADHA también presenta actividad de vitamina C, el lavado-desinfeccion propuesto no
afectaria sensiblemente el aporte de dicha vitamina por parte de la fruta fresca cortada
(93,6% de retencidn promedio para las 15 corridas experimentales).

Para todas aquellas respuestas en las que los modelos no muestran términos significativos
en el ANOVA, la mejor prediccion en funcion de las variables del proceso (concentracion
de &cido peracético, temperatura y tiempo) en el rango experimental ensayado, sera el
promedio de cada respuesta de las 15 experiencias. En la Tabla 3.17 se muestran los

porcentajes promedio de retencion de todas las corridas experimentales.

Tabla 3.17. Porcentaje de retencidon promedio luego de los ensayos de lavado-desinfeccién

con 4cido peracético (0-80 mg L), tiempo (10-60 s) y temperatura (4-40°C).

Respuesta Porcentaje de retencion
Ac. Ascorbico Total

(mg 100 g™ FF) 936+75
(Frigﬂ%s I(())(t)agl;_als FF) 90,7 +£8,2
’(A\;tglglf?%"jrl_]gg g‘l |:|:) 79,2+ 15,6
E:rsgi\cf i%(')a\ gr;]'tll(l):)l(rl)(]lante 97,3+8,7
@Cféﬂféglg-l FF) 83,0+ 132
i’éIIBiSi?(; Solubles 0914168
pH 102,0 +10,7

Media de las 15 corridas + desviacion estandar.

Como puede observarse, los porcentajes de retencion promedio obtenidos indican que las
pérdidas de compuestos bioactivos y atributos de sabor como los solidos solubles fueron
minimas. En este sentido, Silveira y col., (2008) demostraron que el lavado con 80 mg L™

de acido peracético demoré el ablandamiento, no afecté la velocidad de respiracion, los

145



3. Resultados y discusion

solidos solubles ni la acidez total de melones frescos cortados variedad Galia durante 10
dias a 5°C. Asimismo, Vandekinderen y col., (2008) coincidieron en que el lavado-
desinfeccion con acido peracético de zanahorias ralladas puede optimizarse desde el punto
de vista microbiologico sin afectar severamente la calidad sensorial ni nutricional del
producto.

La evaluacién instrumental de color no presentdé cambios significativos en ninguno de los
pardmetros evaluados en funcion de las variables del proceso (Tabla 3.16).

Un estudio de correlacion (r) entre los cambios de los parametros de color y el porcentaje
de retencion de las antocianinas totales en los puntos del disefio de lavado-desinfeccion
(Tabla 3.18), revel6 la mejor correlacion entre el parametro a* y el % R Ant T (r = 0,74).
El pardmetro a* mide la intensidad del color rojo. Las antocianinas se pueden encontrar en
diferentes formas quimicas de acuerdo al pH del medio en que se encuentran, lo que
produce cambios en el color de las mismas (Castafieda-Ovando y col., 2009). Las
antocianinas de las frutillas son rojas al pH natural de las frutas (3.3). La buena correlacion
entre el pardmetro a* y el % R Ant T indicaria que el proceso de lavado-desinfecciéon no

provocd cambios en el color de las frutas en el espacio experimental ensayado.

Tabla 3.18. Correlaciones entre los cambios de los parametros de color y el porcentaje de

retencion de antocianinas totales en el disefio de lavado-desinfeccion.

Correlacion (R)

RespueSta 8pare’xmetro color VS. % RANnt T
L* -0,61
a* 0,74
b* 0,25
Can™ 0,61
Nab -0,48

Media + desviacion estandar. (n=3).

3.2.1.3 Efecto de las condiciones de lavado-desinfeccion sobre las actividades
enzimaticas de frutillas frescas cortadas

La Tabla 3.19 muestra los resultados experimentales de las enzimas en el disefio ensayado,
expresados como actividad relativa con respecto a la determinada en las frutillas frescas

cortadas sin lavar.
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En la Tabla 3.20 se presentan los resultados del ANOVA para todos los porcentajes de

actividad enzimaética relativa estudiados. Para las actividades relativas de PME y PPO,

algunas variables del proceso resultaron significativas.

Se obtuvieron modelos completos en variables no codificadas para las actividades relativas

de PME y PPO (Ecuaciones 3.11 y 3.12), los cuales mostraron que la falta de ajuste,

baséndose en el error puro, no fue significativa (p>0,05). Estos modelos explicaron el

94,5% y 87,7% de la variabilidad de los datos, respectivamente. Ademas los valores de
AAD obtenidos fueron aceptables (Tabla 3.20).

PME (%) = 40,4 + 0,4 C + 1,4 T + 2,0t - 0,02 CT + 0,003 Ct - 0,003 Tt + 0,002 C — 0,009
(3.11)

T2-0,03t2

PPO (%) =62,7-0,6 C+05T—1,4 t - 0,003 CT + 0,008 Ct + 0,006 Tt + 0,004 C* —
0,01 T2+ 0,01 t2

(3.12)

Tabla 3.19. Resultados experimentales de la actividad relativa (%) para la PME, PAL, PPO

y PG, luego del lavado-desinfeccion con acido peracético (0-80 mg L), tiempo (10-60 s) y

temperatura (4-40°C), respecto a las frutillas frescas cortadas sin tratar.

Actividad relativa (%o)

N°corrida PME PAL PPO PG
1 104,6 89,2 242 85,6
2 1054 95,2 32,3 69,3
3 776 812 314 899
4 840 71,1 395 995
5 100,4 101,8 319 879
6 780 1105 235 97,2
7 916 941 351 89,0
8 780 833 334 69,0
9 772 80,1 524 90,2
10 111,0 97,1 412 93,7
11 895 955 36,0 57,7
12 956 770 26,4 109,0
13 80,7 716 329 1257
14 105,7 90,2 48,9 157,0
15 126,3 67,4 26,7 98,7

Las corridas experimentales fueran hechas en orden aleatorio.
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Tabla 3.20. Analisis de variancia de las actividades relativas PME, PAL, PPO y PG.

Fuente g.l. Suma de cuadrados
PME (%) PAL (%) PPO (%) PG (%)
X1 (C) 1 655,6* 1,5 64,8 702,6
X, (T) 1 2,7 114,3 18,8 625,0
X3 (1) 1 1,2 74,0 83,5 736,9
X,° 1 31,1 361,7 136,6 1556,17
X1 X5 1 932,1** 62,8 18,5 4474
X1 X3 1 43,7 12,3 267,8* 1989,7
X2 1 32,6 193,3 51,5 104,3
XoX3 1 8,8 722,3 32,3 296,0
Xs? 1 1227,3** 7,15 175,7* 0,12
Residual 5
Falta de ajuste 3 156,5 537,8 77,8 1343,1
Error Puro 2 14,5 79,7 42,1 205,0
R? - 94,5 71,2 87,7 80,6
AAD (%) - 3.4 5,9 7,6 9,7

*p< 0,05; **p< 0,01. "AAD: desviacion absoluta de la media.
PME (%): actividad relativa pectin metil esterasa; PAL (%): actividad relativa fenilalanina
amonioliasa; PPO (%): actividad relativa polifenoloxidasa y PG (%): actividad relativa
poligalacturonasa.

Basandose en estos analisis, se aceptaron estos modelos para representar los datos
experimentales y se obtuvieron modelos reducidos con los coeficientes presentados en las

ecuaciones 3.13 y 3.14 en el caso de la PME y la PPO, respectivamente.
PME (%) =39,8+0,7C+0,9T+20t-0,02CT-0,03t® R*= 90,6 AAD= 3,6 (3.13)
PPO (%) =62,8-0,4C-1,2t +0,008 Ct + 0,01 t* R’= 60,0 AAD= 12,4 (3.14)

En el caso de la PME los factores mas significativos resultaron ser el tiempo a través del
término cuadratico (t%), y la concentracion a través de su contribucién en los términos lineal
(C) y cruzado con la temperatura (CT).

Valores de actividad enzimatica relativa superiores al 100% indicarian una activacion de la
enzima, valores menores al 100% indicarian una reduccion de la actividad enzimética. En
la Figura 3.11 se puede observar como la actividad relativa de la PME de las frutillas
frescas cortadas lavadas con acido peracético aumenta a medida que aumenta la

concentracion del agente activo, y con respecto al tiempo presenta un valor maximo y luego
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decrece. En el grafico de contornos de la Figura 3.11 puede observarse que en un amplio
conjunto de combinaciones de concentracion y tiempos de tratamiento los valores
predichos de actividad relativa de la PME muestran una menor actividad que en la fruta
fresca cortada sin tratar (PME (%) < 100%).

Las variables de proceso que afectaron la actividad de la PPO en el lavado desinfeccion
(Ecuacién 3.14) fueron el tiempo de lavado a través del término cuadratico (t%) y la
concentracion de &cido peracético (C t). Como se observa en la Figura 3.12, la PPO mostro
una reduccion mayor del 50 % de la actividad en todo el espacio experimental ensayado.
Por otro lado, la actividad relativa disminuy6 a medida que aumentaba el tiempo y aumentd
levemente en funcién de la concentracion a los mayores tiempos (60 segundos), pero se
produjo una reduccién a tiempos cortos (10 segundos). Este comportamiento fue similar a

las tres temperaturas ensayadas.

a

Temp =22°C

PME (%)
B 60,0-80,0
B 80,0-100,0
100,0-120,0

b

3 PME (%)
{— 80,0
4 — 900
1 — 100,0
11— 1100

APA (ppm)

10 20 20 2 50 0
Tiempo (s)
Figura 3.11. a) Superficie de respuesta y b) Grafico de contorno para la actividad relativa

PME en funcion de la concentracion de acido peracético y el tiempo de lavado desinfeccion
aT=22°C.
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Figura 3.12. a) Superficie de respuesta y b) Grafico de contorno para la actividad relativa
PPO en funcidn de la concentracién de acido peracético y el tiempo de lavado desinfeccién
aT=22°C.

Para la PAL y PG, los términos del modelo no resultaron significativos segin el ANOVA

por lo que la mejor prediccion de la respuesta en funcion de las variables del proceso

(concentracion de acido peracético, temperatura y tiempo) en el rango experimental

ensayado, sera el promedio de la respuesta de las 15 experiencias. La actividad de la PAL

resulté un 87,4 £ 5,8% y la de la PG 94,6 + 23,9% de las frutillas frescas cortadas sin lavar.

Como puede observarse, los cambios relativos de las actividades de PG y PAL debido al

lavado-desinfeccién, en las condiciones del espacio experimental ensayado, fueron

minimos.
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3.2.2 Disefio de lavado-desinfeccion N° 2

En este nuevo disefio se amplio la concentracién méxima de APA a 100 mg L™, y el tiempo
de lavado méximo se incrementdé a 120 s. Se estudié como repercutian estas nuevas
condiciones en los niveles de compuestos bioactivos y se comprobd la efectividad

sanitizante con pruebas microbioldgicas.

3.2.2.1 Compuestos bioactivos, parametros de calidad y microorganismos aerobios
mesofilos totales de las frutillas frescas cortadas sin lavar

Se estudiaron 2 variedades de frutillas, Camarosa, de origen regional (la misma variedad
usada en el disefio N°1, pero en la temporada de cosecha 2010), y Selva, oriundas de Mar
del Plata, Buenos Aires (adquirida del comercio en marzo de 2010).

En la Tabla 3.21 se presentan las concentraciones de compuestos bioactivos, los parametros
de calidad y la carga inicial de microorganismos aerobios mesofilos totales en las frutillas
frescas cortadas sin lavar.

Las frutillas variedad Camarosa presentaron mayor contenido inicial de compuestos
bioactivos (&cido ascérbico, vitamina C, fenoles y antocianinas totales), y mayor contenido
inicial de sélidos solubles que la variedad Selva. Las diferencias naturales en los contenidos
de compuestos fitoquimicos entre cultivares de frutillas fue observada en trabajos previos
en la literatura. Meyers y col., (2003), usando el mismo método analitico, reportaron
diferencias en el contenido de antocianinas totales de 8 cultivares de frutillas de Estados
Unidos, en un rango de 21,9 a 50 mg 100 g™* FF. De acuerdo a Davey y col., (2000),
Cordenunsi y col., (2005), y Odriozola-Serrano y col., (2007), los contenidos de
antocianinas y vitamina C dependen del cultivar de la frutilla, como de otros factores
mencionados en la seccion 1.3.2.1.1.

En la Tabla 3.12 se muestran los perfiles de fenoles obtenidos para las dos variedades de
frutillas estudiadas por HPLC-DAD. Los fenoles totales calculados como la suma
aritmética de los compuestos fenolicos obtenidos por esta técnica (Tabla 3.12) no
mostraron practicamente diferencias para ambos cultivares de frutillas estudiados, y fueron
menores que los valores de fenoles totales obtenidos por la técnica de Folin-Ciocalteu
(Tabla 3.21). Con esta técnica, el contenido de fenoles totales hallado en Camarosa fue

10% superior que el encontrado en Selva.
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Tabla 3.21. Compuestos bioactivos, parametros de calidad y carga inicial de

microorganismos aerobios mesdfilos totales en frutillas frescas cortadas sin lavar.

Respuesta Cultivar
P Camarosa Selva

AA (mg 100 g* FF) 36,1+25°  14,8+0,6
ADHA (mg 100 g™ FF) 81+1,0°  143%09"
Vit C (mg 100 g™ FF) 412+34° 287403
FT(MgAG100g*FF)  3242+62° 2924+51°
Ant T (mg 100 g™ FF) 47,0+22° 19,0408
CA(MgAA100g*FF)  440,1+8,1° 3957 +72°
SS (° Brix) 8,5 +0,1° 6,6 +0,2°
pH 34+0,1° 34+0,1°
AT (g ACA/100 g™ FF) 0,8+0,1° 0,8+0,1°
Lo 30,1+0,1° 32,3+0,6°
ao 37,2+06° 254+0,7°
bo” 20,7+0,1° 12,2+0,6°
Co 425+05°  282+0,9°
habo 29,1+06"° 257+05
FAM (log UFC g™} 3,8+0,1° 36+0,1°

Media + desviacion estandar. (n=3). AA: acido ascorbico; ADHA: acido dehidroascorbico; Vit C:
vitamina C; FT: fenoles totales; Ant T: antocianinas totales; CA: capacidad antioxidante; SS:
solidos solubles; AT: acidez total; L*, a*, b*, Cy* y h,, pardmetros del sistema CIELAB, FAM:
microorganismos aerobios mesdfilos totales.

Valores en la misma fila con diferente letra muestran diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05) por variedad.

El método de Folin-Ciocalteu es un método simple y rapido para medir el contenido de
compuestos fendlicos totales en productos naturales. EI mecanismo béasico es una reaccién
redox en el que la oxidacién de los compuestos fendlicos por un reactivo heteropolianion
molibdotugnstofosférico produce un producto coloreado con un méximo de absorcion a
765 nm. Se sabe que la reaccion de Folin-Ciocalteu puede tener interferencias
(particularmente azlcares, aminas aromaticas, dioxido de sulfuro, acido ascérbico, otros
4cidos orgénicos, y Fe?*) que pueden reaccionar con el reactivo, sobreestimando las
concentraciones de fenoles totales (Prior y col., 2005). Sin embargo, segun Tarola y col.,
(2012), los valores de fenoles totales obtenidos por ambas metodologias pueden

correlacionarse.
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Con respecto a los atributos de color, se observé un color rojo mas vivido en la variedad
Camarosa (Capo* mayores), lo cual coincide con los valores de antocianinas totales mas

altos encontrados para este cultivar.

3.2.2.2 Efecto de las condiciones de lavado-desinfeccion sobre los compuestos
bioactivos, los parametros de calidad y los microorganismos aerobios mesdfilos totales
de frutillas frescas cortadas

En la Tabla 3.22 se muestran las 15 corridas experimentales con los factores (concentracion

acido peracético (APA), temperatura y tiempo) y sus niveles estudiados.

Tabla 3.22. Factores experimentales estudiados y sus niveles correspondientes.

N°corrida  APA(mgL™") Tiempo(s) Temperatura (°C)

1 50 65 22
2 50 65 22
3 50 65 22
4 0 10 22
5 0 120 22
6 100 10 22
7 100 120 22
8 50 10 4
9 50 120 4
10 50 10 40
11 50 120 40
12 0 65 4
13 100 65 4
14 0 65 40
15 100 65 40

Las corridas experimentales fueran hechas en orden aleatorio.

El nimero de corridas experimentales en cada experiencia de lavado-desinfeccion fue de 15
para cada variedad. En la Tablas 3.23 y 3.24 se muestran los resultados de las respuestas
estudiadas para las variedades Camarosa y Selva, respectivamente.

El anélisis de varianza, en principio, se realizd empleando los resultados obtenidos en las
30 corridas experimentales, teniendo en cuenta, el factor bloque: variedad. Cuando este
factor no fue significativo, la respuesta se analizd en conjunto para las dos variedades; de lo

contrario el andlisis se llevo a cabo por separado para cada variedad.
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Los ANOVAS de los porcentajes de retencion de acido ascorbico, antocianinas totales,
fenoles totales, y capacidad antioxidante (Tabla 3.25) no presentaron efectos de bloque
significativo, por lo tanto, los resultados se modelaron en forma conjunta para ambas
variedades de frutillas estudiadas.

Se obtuvieron los modelos completos en variables no codificadas para las respuestas % R
AA % RANT, % RFTy%R CA (Ecuaciones 3.15, 3.16, 3.17 y 3.18). Los valores de R?
y AAD (Tabla 3.25) resultaron aceptables.

%RAA=897-0,1C+0,06T+0,4t-0,009CT-0,001 Ct+ 0,002 Tt + 0,001 C*+ 0,001
T2 0,004t*  (3.15)

%RANtT=84,8+0,08C+0,9T-0,03t-0,001CT -0,0010 Ct - 0,003 Tt - 0,001 C?-
0,02 T2+ 0,00010t*  (3.16)

%R FT=102,6-02C-03T-0,1t-0,0006CT + 0,0004 Ct + 0,002 Tt + 0,002 C* +
0,005 T? +0,00008 t*  (3.17)

%R CA=104,3-0,3C+0,3T-0,2t-0,0002 CT + 0,0006 Ct + 0,002 Tt + 0,0010 C? -
0,01 T?-0,0001t  (3.18)

Los modelos reducidos para estas respuestas eliminando los términos no significativos por

el método de regresion lineal “setpwise” se muestran en las Ecuaciones 3.19, 3.20, 3.21 y

3.22.

% RAA=885-0,08C+0,3T+0,4t-0,009CT-0,004t* R*=74,7 AAD = 9,7 (3.19)
%RANMT=946-02C+06T-01t-002T> R?*=630 AAD=6,3 (3.20)

%R FT=97,6-0,2C-0,05t+0,002C*> R?®=659 AAD=26(3.21)

%RCA=949-01C R’= 228 AAD=872 (3.22)
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Tabla 3.23. Resultados experimentales del disefio de Box-Benhken de lavado desinfeccion N° 2 en la variedad Camarosa.

N° %R %R %R %R %R %R %C %C oL* oa* ob* oCw* Ohw  Red
Corrida AA VitC FT AntT CA SS AT pH (%) (%) (%) (%) (%) FAM

1 89,8 99,5 92,6 83,4 96,8 86,4 51 -12 15 30 80 4,2 4,1 1,7
2 79,5 85,0 86,8 86,5 74,4 87,6 -45 -12 36 -32 50 -36 -1,6 1,8
3 86,7 94,7 84,3 88,0 80,1 84,6 0,4 0,1 41 -48 -87 57 -3,5 2,0
4 1029 107,2 95,3 929 1083 1012 -21 -12 2,7 -26 -36 -29 -0,8 0,3
5 81,3 92,1 90,3 82,3 84,4 92,9 95 41 48 16 79 3,2 51 1,5
6 75,5 83,0 89,2 9%, 1007 876 -106 -38 ~-16 05 53 1,7 3,9 1,5
7 62,4 75,3 88,1 70,8 82,3 870 -166 -38 88 -44 -49 45 -04 2,1
8 76,2 82,8 93,0 94,1 98,3 89,9 3,4 0,1 96 -03 26 0,4 2,4 1,6
9 73,5 95,3 81,4 79,4 68,1 66,9 99 -25 43 50 -68 -54 -16 0,9
10 75,0 93,2 92,6 87,6 76,0 87,0 -66 -41 18 11 7,7 2,7 5,4 1,7
11 57,9 82,1 87,0 82,9 88,5 88,2 -46 -12 27 -718 -128 90 -46 1,7
12 93,7 98,8 97,1 86,9 916 1024 -75 -04 90 -47 -102 -60 -50 1,4
13 75,7 76,9 91,4 81,9 90,8 89,9 68 -12 19 59 -86 65 -24 1,8
14 96,1 99,3 93,9 82,0 874 1059 -103 -12 95 02 01 0,2 -0,1 1,4

15 62,6 83,7 86,0 65,4 78,9 923 -17/3 -12 109 -52 -110 -6,6 -5,2 2,8

Donde % RAA: porcentaje retencién &cido ascérbico, % RVit C: porcentaje retencion vitamina C; % RFT: porcentaje retencion fenoles
totales; % RAnNt T: porcentaje retencion antocianinas totales; % RCA: porcentaje retencion capacidad antioxidante; %R SS: porcentaje
retencion sélidos solubles; %C AT: porcentaje cambio de acidez total; %C pH: porcentaje cambio de pH; JL*: porcentaje cambio de
luminosidad; da*, ob* 0Cqy* Y Ohay: porcentaje cambios en los pardmetros a*, b*, Co* y h,, del sistema CIELAB; Red FAM: reduccion de
microorganismos aerobios mesofilos.
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Tabla 3.24. Resultados experimentales del disefio de Box-Benhken de lavado-desinfeccion en la variedad Selva.

N® %R %R %R %R %R %R  %C  %C oL* da* ob* oCw* ohy  Red
Corrida AA VitC FT AntT CA SS AT pH (%) (%) (%) (%) (%) FAM
1 807 880 85 811 995 947 51 44 30 133 108 129 -19 1,1
2 926 861 868 914 925 92 -45 86 -7,3 154 150 154 -32 13
3 930 950 8428 903 947 977 04 63 58 136 123 134 -10 1,0
4 96,4 892 9525 976 1072 99 -21 04 11 162 196 160 34 0.2
5 915 808 90,31 889 921 908 -95 -04 -1,9 157 185 162 50 0,6
6 704 576 892 773 830 924 -106 -06 22 125 186 137 47 07
7 31,2 496 8812 621 753 83 -166 -03 67 76 128 79 49 1,3
8 939 829 9302 723 828 947 34 49 49 63 105 65 22 10
9 565 693 81,37 724 953 83 99 42 -17 77 185 84 103 09
10 827 87,7 9258 978 932 817 66 09 -76 79 118 81 54 11
11 779 739 8704 668 81 870 46 06 03 127 333 169 154 15
12 1058 825 9711 930 988 908 -75 25 ~-12 114 190 129 59 06
13 1096 763 9143 679 769 83 68 01 -03 -05 99 18 59 15
14 112,3 956 939 832 993 931 -104 22 71 55 214 72 145 05
15 652 845 8596 620 837 840 -173 -19 45 34 200 65 124 16

Donde % RAA: porcentaje retencién acido ascérbico, % RVit C: porcentaje retencion vitamina C; % RFT: porcentaje retencion fenoles
totales; % RAnNt T: porcentaje retencion antocianinas totales; % RCA: porcentaje retencion capacidad antioxidante; %R SS: porcentaje
retencion sélidos solubles; %C AT: porcentaje cambio de acidez total; %C pH: porcentaje cambio de pH; JL*: porcentaje cambio de
luminosidad; da*, ob* 0Cqy* Y Ohay: porcentaje cambios en los pardmetros a*, b*, Co* y h,, del sistema CIELAB; Red FAM: reduccion de
microorganismos aerobios mesofilos.
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La retencion de acido ascorbico fue afectada por la concentracion de APA a través del
término lineal (p<0,01), y por el tiempo a través de los términos lineal y cuadratico
(p<0,01). La temperatura fue significativa también a través de la interaccién con la
concentracion de APA (CT) (p<0,05).

Tabla 3.25. Anélisis de variancia de los resultados del disefio de lavado-desinfeccion N° 2

en frutillas variedad Camarosa y Selva.

Fuente g.l. Suma de cuadrados
%R AA WRANT %RFT 9%RCA
X1 (C) 1 3212,1** 951,4** 119,5* 594,1*
X, (T) 1 190,7 25,7 2,3 11,4
X3 (1) 1 1229,4%* 759,1%* 134,7* 4141
X4 1 51,7 95,3 109,2* 44,0
X1 Xo 1 544,6* 7,4 2,6 0,2
X1 X3 1 81,5 55,8 7,4 20,8
X5? 1 1,2 216,4* 19,3 100,2
XoX3 1 40,6 216,4 18,7 45,6
X3 1 1287,8** 0,6 0,5 1,5
Bloque 19 137,4 104,4 1,9 100,2
Residual 1
Falta de ajuste 15 1928,9 909,6 94,5 2103,0
Error Puro 4 153,3 75,4 39,9 153,3
R® - 77,0 69,6 75,3 45,0
AAD (%) - 9,4 59 1,9 7,1

*p< 0,05; **p<0,01. LAAD: desviacion absoluta de la media
% RAA: porcentaje retencién acido ascorbico, % RFT: porcentaje retencién fenoles totales; %
RANt T: porcentaje retencion antocianinas totales; % RCA: porcentaje retencién capacidad
antioxidante.

En la Figura 3.13 se muestra como la % R AA disminuye cuando la concentracion de APA
y el tiempo aumentan a 22°C. Ademas, pequefios cambios en la %R AA tuvieron lugar a
medida que la temperatura aumentaba en las condiciones de lavado-desinfeccion de
concentracion de APA bajas. Por otra parte, un claro decrecimiento en la retencion de acido
ascorbico se encontré a medida que la temperatura aumentaba, usando concentraciones de
APA altas (Figura no mostrada). Con la Ecuacion 3.19, el valor predicho de la retencion de
4cido ascorbico es de 93,3 y 46,9 % en las condiciones minimas (0 mg L™ APA, 4°C y 10
s) y maximas (100 mg L™ APA, 40°C y 120 s) de las variables del disefio estudiadas,
respectivamente.
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La retencidn de antocianinas totales fue afectada por la concentracion de APA y el tiempo
del lavado-desinfeccion, a través de los términos lineales (p<0,01), y la temperatura, a
través del término cuadratico (p<0,05). En la Figura 3.14 se observa la disminucion de la
retencion de antocianinas totales (%R Ant T) a medida que la concentracion de acido
peracético y el tiempo de lavado aumentan, a 22 °C.

Con la Ecuacion 3.20, el valor predicho de %R Ant T es del 66,1 %, trabajando a 100 mg
L™ de APA, 22°C y 120 s. La retencién de antocianinas mas baja (54,6%) fue alcanzada a
esa concentracion de APA y tiempo, pero a 40°C. Esta situacion podria ser justificada no
solo por la alta concentracion de APA y los tiempos largos utilizados, sino también por la
temperatura, que probablemente incremente procesos difusivos de las antocianinas desde
las frutillas frescas cortadas. Alexandre y col., (2012) reportaron una retencion de
antocianinas totales del 85 % en frutillas enteras despedunculadas lavadas en agua a 15°C
por 2 minutos. Estos resultados estarian de acuerdo con nuestras predicciones en esas
mismas condiciones (%R Ant T=87,1% a 0 mg L™ APA, 15°C y 120 s).

Una retencién de antocianinas de casi el 100 % se alcanzaria trabajando a 0 mg L™ de APA,
4°Cy 10 s, los valores minimos empleados de las variables del proceso.

La retencion de fenoles totales fue afectada por la concentracion de APA a través de los
términos lineal y cuadratico (p<0,05) y el tiempo en el término lineal (p<0,05). Otra vez, se
observa una disminucion de la retencion de fenoles totales a medida que la concentracion
de APA y el tiempo del proceso aumentan (Figura 3.15).

En cuanto a la capacidad antioxidante, si bien el modelo de % R CA obtenido presenta un
valor de R? bajo (menor a 0,5), el AAD (%) es aceptable y como puede observarse en la
Figura 3.16 existe concordancia con los resultados observados para los compuestos
bioactivos, es decir, se observa una disminucién de la capacidad antioxidante a medida que
la concentracion de APA aumenta. La Ecuacion 3.22 predice una retencion de la capacidad
antioxidante del 84,8 % en las condiciones extremas del disefio (100 mg L™ APA; 40°C y
120 s).

El efecto oxidante del acido peracético justificaria las pérdidas de acido ascorbico,
antocianinas totales, fenoles totales y capacidad antioxidante en las frutillas frescas cortadas
luego del lavado-desinfeccion. Ademas, las soluciones de acido peracético contienen
peroxido de hidrégeno (200 y 400 mg L™ en 50 y 100 mg L™ de solucién de APA,
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respectivamente), el cual se considera un agente oxidante fuerte. Al respecto, Ozkan y col.,
(2005), reportaron una degradacion del contenido de antocianinas totales en néctar de
cerezas amargas, frutillas y granadas, luego del lavado-desinfeccién con soluciones de
peroxido de hidrégeno entre 167 y 502 mg L. Estos autores describieron una alta
susceptibilidad de las antocianinas de las frutillas al peréxido de hidrogeno, seguidas por
las de las granadas y las cerezas. Alexandre y col. (2012) estudiaron la eficacia como
sanitizante del peréxido de hidrogeno a altas concentraciones (10,000 y 50,000 mg L™) en
frutillas frescas despedunculadas. Los autores demostraron que el contenido de
antocianinas totales disminuy0 y esta situacion resultd en un impacto negativo sobre la
calidad de las frutas. Por lo tanto, un efecto oxidante conjunto entre el APA y el perdxido
de hidrogeno justificaria ain mas la degradacion observada en los compuestos bioactivos.
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Figura 3.13. a) Superficie de respuesta y b) Grafico de contorno para el porcentaje de

retencion de acido ascorbico en funcion de la concentracion de acido peracético y el tiempo
de lavado desinfeccion a T= 22°C.
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Figura 3.14. a) Superficie de respuesta y b) Grafico de contorno para el porcentaje de
retencién de antocianinas totales en funcién de la concentracién de acido peracético y el
tiempo de lavado desinfeccion a T= 22°C.
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Figura 3.15. a) Superficie de respuesta y b) Grafico de contorno para el porcentaje de
retencion de fenoles totales en funcion de la concentracion de acido peracético y el tiempo
de lavado desinfeccion a T= 22°C.
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Figura 3.16. a) Superficie de respuesta y b) Grafico de contorno para el porcentaje de
retencién de capacidad antioxidante en funcion de la concentracion de &cido peracético y el
tiempo de lavado desinfeccion a T= 22°C.

La retencion vitamina C y sélidos solubles, la reduccion de los microorganismos aerobios
mesdfilos totales, los cambios de pH, y acidez total; y los parametros de color, presentaron
efecto de bloque (variedad) significativo, por lo que se analizaron por separado.

En las Tablas 3.23 y 3.24 se muestran los resultados experimentales de estas respuestas
para las variedades Camarosa y Selva, respectivamente.

En la Tabla 3.26 y 3.27 se presentan los resultados del andlisis de la varianza para las
frutillas Camarosa y Selva, respectivamente.

Para Camarosa, el modelo de %R Vit C no presentd falta de ajuste, pero ninguno de los
términos del modelo polinomial de 2° orden resultaron significativos, por lo que el
promedio de la respuesta resulta la mejor estimacion del cambio de calidad de las frutillas
durante el lavado desinfeccion, en cualquier situacion del espacio experimental ensayada.

El % R Vit C promedio para las 15 experiencias fue de 90 + 4 %.
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Se obtuvo el modelo completo en variables no codificadas para el %R Vit C para la
variedad Selva (Ecuacién 3.23). Los valores de R y AAD (Tablas 3.27) resultaron

aceptables.

% R Vit Csenva = 77,5 + 0,1 C +0,0001 T + 0,5 t - 0,001 CT + 0,00004 Ct - 0,00005 Tt -
0,003 C? + 0,006 T2- 0,004 t* (3.23)

El modelo reducido de % R Vit C para la variedad Selva se muestra en las Ecuacion 3.24.
% R Vit Cserva = 85,2-0,2C +0,5t-0,004t* R®=71,4. AAD=6,9 (3.24)

La retencién de vitamina C en las frutillas variedad Selva fue afectada por la concentracion
de APA a través de su factor lineal (p<0,01), y por el tiempo a través de su factor
cuadratico (p<0,01).

El acido peracético produce un efecto oxidante sobre el acido ascorbico (AA). El acido
ascorbico, la principal forma bioldégicamente activa de vitamina C, puede ser
reversiblemente oxidado a acido dehidroascorbico (ADHA), el cual también presenta
actividad bioldgica, pero en menor proporcion (Otsuka y col., 1986) (Figura 1.2). La
subsecuente oxidacion genera de forma irreversible acido dicetogulénico (ADCG), el cual
no presenta actividad de vitamina C (Hernandez y col., 2006).

La prediccion con el modelo de % R Vit C obtenido (Ecuacién 3.24), indica una retencion
en las frutillas variedad Selva del 67,6 %, trabajando a las condiciones maximas del disefio
de lavado-desinfeccion (100 mg L™, y 120s). La mayor pérdida de vitamina C alcanzada en
las frutillas variedad Selva, se debe a la mayor oxidacion del AA y ADHA a ADCG por el
acido peracético.

La Figura 3.17 muestra el grafico de superficie y contorno obtenido para el % R Vit C en la
variedad Selva. En ambos graficos puede observarse, una disminucion de la retencion de
vitamina C a medida que la concentracion de APA y el tiempo del lavado-desinfeccion

aumentan.
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Figura 3.17. a) Superficie de respuesta y b) Gréafico de contorno para el porcentaje de
retencion de vitamina C en funcion de la concentracion de acido peracético y el tiempo de
lavado desinfeccion a T= 22°C en la variedad Selva.

Con respecto a los atributos de color, para el cultivar Camarosa, los términos del modelo
no resultaron significativos segiin el ANOVA (Tabla 3.26), por lo tanto los datos no pueden
ser representados por ecuaciones polinomiales de 2° orden. Ademas, se obtuvieron bajos
valores de R? y altos valores de AAD (mayores a 100) (Tabla 3.26). Los porcentajes de los
cambios de color estuvieron entre -1,6 a +10,9; -7,8 a +3; -12,8a8;-9a 4,2y, -52a 5,4
para oL*, oa*, ob*, 6C,p Y Jhap, respectivamente, en el dominio experimental ensayado (O -
100 mg L™ APA, 4 — 40°C y 10 — 120 s).

Para el cultivar Selva, los parametros de color fueron afectados por las variables del
proceso. Los modelos obtenidos (Ecuaciones 3.25, 3.26, 3.27, 3.28 y 3.29) no presentaron
falte de ajuste significativa (p>0,05), los valores de los coeficientes de determinacién (R?)

fueron mayores a 60,0%, y los valores de AAD estuvieron dentro de 15-34% (Tabla 3.27).
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S *sena= 11,0-0,2 C-0,5 T - 0,2 t - 0,0010 CT + 0,0007 Ct + 0,004 Tt + 0,002 C? + 0,007
T2+0,0006 t*  (3.25)

da*seva = 8,8 - 0,002 C +0,8 T - 0,05 t + 0,003 CT - 0,0004 Ct + 0,0009 Tt - 0,0010 C? -
0,02 T?+0,0004 *  (3.26)

Ob*sena=23,3-0,1 C-0,5T-0,1t+0,002CT - 0,0004 Ct + 0,003 Tt + 0,0007 C> + 0,009
T2+ 0,0009 t° (3.27)

0Cap*seva= 10,8 - 0,02 C + 0,5 T - 0,05 t + 0,003 CT - 0,0005 Ct + 0,002 Tt - 0,0007 C* -
0,02T2+0,0004t°  (3.28)

ONavsetva = 10,4 - 0,1 C - 0,9 T - 0,07 t - 0,0006 CT - 0,0001 Ct + 0,0005 Tt + 0,002 C? +
0,02 T2+0,0009t° (3.29)
Los modelos reducidos de los atributos de color se muestran en las Ecuaciones 3.30, 3.31,
3.32,3.33y3.34.
OL*sena= 1,3-0,2 C + 0,002 C> R*= 35,0 AAD =244 (3.30)

da*sena=9,0-0,1C+0,8T+0,003CT-0,02T> R?*=80,6 AAD= 33,5 (3.31)

ob* =12,4+02T R?=20,0 AAD=27,0 (3.32)

0Cab*seva=7,4— 0,06 C+0,8 T—-0,02T> R*=586 AAD=283 (3.33)

ONapseva = 10,7-0,2C—0,9 T—0,07 t + 0,002 C* +0,02 T> + 0,0009 *  R?=89.7
AAD =33,1 (3.34)
La concentracidn de acido peracético fue el factor mas significativo sobre los parametros de
color (oL* y 6Cqp*) en las frutillas frescas cortadas lavadas variedad Selva. Dependiendo de
las condiciones del lavado-desinfeccion, se obtuvieron valores de oL* positivos y
negativos, indicando que las frutillas frescas cortadas lavadas fueron mas claras o mas
oscuras que las frutillas frescas cortadas sin lavar, respectivamente. El modelo predictivo de

cambio de L* fue solo afectado por la concentracién de APA. La Figura 3.18 muestra que
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las frutas més claras se obtuvieron cuando se lavaron con las concentraciones mas altas de
APA (> 80 mg L), y los tiempos mas largos (>100 s) a 22°C. La oxidacién y la
subsecuente degradacion de las antocianinas por el &cido peracético comercial (el cual
contiene acido peracético y perdxido de hidrogeno) podrian justificar la obtencién de frutas
mas claras luego del lavado en este dominio experimental.

El parametro Ca* mide la cromaticidad de los colores de las muestras, e incluye a los
pardmetros a* y b*. Los valores positivos en los dCap* en las muestras de frutillas frescas
cortadas lavadas, indican que el color de las mismas es mas vivido que en las muestras de
frutillas frescas cortadas sin lavar. La Figura 3.19 muestra que en cualquier condicion
dentro del area experimental estudiada, las frutillas frescas cortadas lavadas fueron mas
vividas que las no lavadas. Sin embargo, a 22°C, las frutas mas vividas se obtienen a bajas
concentraciones de APA (< 30 mg L™), y tiempos largos (> 100 s).

El modelo del porcentaje de cambio de h,, fue afectado por la concentracion de APA, el
tiempo y la temperatura (Ecuacion 3.34). El hy, mide la tonicidad del color de las muestras.
Los valores de ohqy positivos y negativos obtenidos, indicaron que las frutillas frescas
cortadas lavadas fueron menos o mas rojas que las muestras de frutillas frescas cortadas sin
lavar, respectivamente. Una amplia area experimental de trabajo de diferentes tiempos y
concentraciones de APA demuestran la posibilidad de realizar el lavado-desinfeccion,
preservando el color inicial de las frutas (oha, = 0) 0 de obtener frutillas frescas cortadas
mas rojas (dhay < 0) (Figura 3.20). El incremento del color rojo en esa area experimental
(tiempos < 65 s y concentraciones de APA entre 30 y 70 mg L™) podria justificarse debido
a que el pH bajo de las soluciones de APA (50 mg L™: 4,15; 100 mg L™ 3,80.)
intensificaria el color rojo de las antocianinas, con minima degradacion.

Las variables del proceso solo mostraron efectos significativos sobre los parametros de
color en el caso de las frutillas variedad Selva, cuya concentracién inicial de antocianinas

totales fue mas baja (Tabla 3.21).
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Tabla 3.26. Analisis de variancia de los resultados del disefio de lavado-desinfeccion N° 2 en frutillas variedad Camarosa.

Suma de cuadrados
%R %R % C %C oL* fa* H* L™ MNap Red

Fuente 9l vitc  ss pH AT (@) (%) (%) (%) (%) FAM
X1 (C) 1 7687 2599 12 500 45 11,3 22,4 13,5 14  16*
X, (T) 1 2,6 738 1,7 72,0 0,001 2,2 6,1 2,9 06  05*
X (t) 1 57,2 1178 08 461 82 25,6 1022 387 192 0.2
X1 X5 1 9,8 0,3 0,2 152 18,1 4.4 40,3 9,9 148 03
X1 X3 1 13,4 148 21 06 17,2 20,7 1177 378 260 01
X2 X3 1 1387 1464 76 656 9,6 4,4 30,8 8,7 90 01
X4 1 48,8 391,7 22 1691 131 0,2 3,8 0,6 15 0,01
X5? 1 81,1 4,7 1,1 38 298 14,8 40,3 25,2 17,8 0,02
X3 1 90,9 69,1 1,1 5,6 6,3 1,7 61,7 8,2 31,7  07*
Residual 5
Falta de ajuste 3 87,5 458 21 543 84,0 28,6 1353 469 313 08
Errorpuro 2 1091 4,6 1,1 136 3.8 33,6 1539 469 313 0,05
R? 92,0 956 895 864 552 57,9 62,0 59,3 66,8 80,8
AAD (%)" 2,6 1,7 0,4 21 452 1568 1816 1470 1294 181

*p< 0.05 ; **p<0.01, "AAD : desviacion absoluta de la media. % RVit C: porcentaje retencién vitamina C; %R SS: porcentaje
retencion sélidos solubles; %C AT: porcentaje cambio de acidez total; % C pH: porcentaje cambio de pH; JL*: porcentaje
cambio de luminosidad; da* ob* J0Cap* Y Ohap: porcentaje cambios en los parametros a*, b*, C,p* y hgy del sistema CIELAB;
Red FAM: reduccion de microorganismos aerobios meséfilos.
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Tabla 3.27. Andlisis de variancia de los resultados del disefio de lavado-desinfeccién N° 2 en frutillas variedad Selva.

Suma de cuadrados

Fuente gl. R %R %C %C o> o o> &Lap* Map Red
VitC  SS pH AT (%) (%) (%) (%) (%)  FAM
X1 (C) 1 801,4* 65,6 0,3 76,9 8,0 83,2* 37,0 62,7* 0,1 1,4**
Xz (T) 1 117,7 18,7 0,03 9,2 0,8 2,6 102,3* 10,4 68,4* 0,07
X3 (1) 1 239,0 29,2 9,0 49,0 1,0 0,1 63,8 3,3 49,5* 0,2
X1 Xo 1 59 5,2 11,2 0,1 3,1 24,0* 14,8 27,0 11 0,004
X1 X3 1 0,04 0,1 0,02 0,5 14,1 4,8 55 9,0 0,5 0,01
XoX3 1 0,01 47,2 22,1 68,9 52,6 2,9 45,6 11,9 0,9 0,06
Xq? 1 185,6 8,5 47,6 1,9 110,5* 21,3 12,8 10,2 57,4* 0,3*
X5? 1 15,1 120,8 41,9 27,1 21,6 168,2** 33,5 97,5* 222,7** 0,1
X3? 1 657,6* 26,2 39,4 3,0 13,6 6,2 29,2 54 24,8* 0,1
Residual 5
Falta de ajuste 3 290,4 31,8 13,6 109,5 85,9 26,7 169,0 48,8 68,4 0,2
Error puro 2 43,4 5,6 8,8 58 9,5 2,6 9,1 3,5 2,5 0,03
R? 85,7 89,2 87,3 67,0 68,9 91,5 65,3 82,0 90,3 92,3
AAD (%)l 54 15 1,0 2,6 21,2 24,1 18,2 15,5 34,2 10,5

*p< 0,05 ; **p<0,01, "AAD : desviacion absoluta de la media. % RVit C: porcentaje retencion vitamina C; %R SS: porcentaje
retencion sélidos solubles; %C AT: porcentaje cambio de acidez total; % C pH: porcentaje cambio de pH; JL*: porcentaje
cambio de luminosidad; da* ob* J0Cap* Y Ohap: porcentaje cambios en los parametros a*, b*, C,p* y hgy del sistema CIELAB;
Red FAM: reduccion de microorganismos aerobios meséfilos.
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Liang y col., (2011) encontraron que los valores de a* mostraron correlacion positiva con
las antocianinas totales en diferentes cultivos de uvas cuando la concentracion de
antocianinas era baja (menor a 10 mg 100 g* FF); a medida que la concentracién de
antocianinas aumentaba, la correlacion con a* se perdia. Por otra parte, los autores
reportaron una correlacion negativa entre los valores de L* y la concentracion de
antocianinas totales, cuando esta concentracion era baja (menor a 10 mg 100 g™ FF). Los
valores de L* permanecieron constantes cuando la concentracion de antocianinas totales de
los cultivares de uva era mayor a 50 mg 100 g™ FF.

Los resultados obtenidos en el presente estudio, estarian de acuerdo con los de Liang y col.,
(2011), debido a que los coeficientes de correlacion (r) entre los cambios de los parametros
de color (da* y oL*) y las concentraciones de antocianinas en los puntos de lavado del
disefio fueron mejores para las frutillas frescas cortadas lavadas variedad Selva, cuyo
contenido de antocianinas fue bajo (19 mg 100g™ FF) (r sa* vs Ant T = 0,60, r 6L* vs Ant
T =-0,61) que para el cultivar Camarosa, de contenido de antocianinas totales alto (47 mg
100 g FF) (r da* vs Ant T = 0,37; r 6L* vs Ant T = -0,50).

En el disefio de lavado-desinfeccion N° 1 se obtuvo también una buena correlacion entre
los % R Ant T y los valores de da* (r = 0,71) en frutillas frescas cortadas lavadas variedad
Camarosa, de concentracion de antocianinas totales (27 mg L™) menor que las frutillas de
la misma variedad usadas el disefio de lavado N° 2 (47 mg L™).

a

6 Cambio L*
« 4 B 6,0--40
o, 4,020
2 0 -2,0-0,0
E =2 m 0,0-2,0
O 4

6 100

Tiempo (s)
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Figura 3.18. a) Superficie de respuesta y b) Grafico de contorno para el cambio de L* en
funcion de la concentracion de &cido peracético y el tiempo de lavado desinfecciona T =

APA (ppm)

22°C en la variedad Selva.
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Figura 3.19. a) Superficie de respuesta y b) Grafico de contorno para el cambio de Cy* en
funcién de la concentracion de acido peracético y el tiempo de lavado desinfecciona T =

22°C en la variedad Selva.
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Figura 3.20. a) Superficie de respuesta y b) Gréafico de contorno para el cambio de h,, en
funcién de la concentracion de acido peracético y el tiempo de lavado desinfecciéna T =
22°C en la variedad Selva.

La reduccion de microorganismos aerobios mesofilos (FAM) fue afectada por las variables
del proceso para ambos cultivares, pero al haberse presentado efecto bloque (variedad)
significativo, se procedié a realizar el andlisis por separado para cada variedad. Estas
diferencias en el comportamiento de la reduccion de FAM frente al sanitizante han sido
mencionadas en la bibliografia, varios factores condicionan la descontaminacion de los
productos vegetales tales como las condiciones de contaminacion, tiempo entre la
contaminacion y el lavado, union en sitios inaccesibles, formacion de biofilms,
internalizacion de bacterias dentro del producto, entre otros (Sapers, 2001).

En las ecuaciones 3.35 y 3.36 se muestran los modelos de reduccion de los
microorganismos FAM en variables no codificadas para las variedades Camarosa y Selva,
respectivamente. Los valores de R?> y AAD resultaron adecuados para ambos modelos
(Tablas 3.26 y 3.27)
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Red FAM camarosa) = 0,8 + 0,009 C - 0,02 T + 0,02 t + 0,0003 CT - 0,00005 Ct + 0,0002 Tt -
0,00002 C*+ 0,0002 T>-0,0001 t*  (3.35)

Red FAMsewvay = 0,5 + 0,02 C - 0,03 T + 0,007 t + 0,00003 CT + 0,00002 Ct + 0,0001 Tt -
0,0001 C? + 0,0006 T2 - 0,00006 t* (3.36)

En las ecuaciones 3.37 y 3.38 se muestran los modelos reducidos para las variedades

Camarosa y Selva, respectivamente.

Red FAM(camarosa) = 0,3 + 0,009 C + 0,01 T + 0,02t - 0,0001 t* R*=68,9 AAD = 26,3
(3.37)

Red FAM(seiva) = 0,5 + 0,02 C - 0,0001 C?> R*=680 AAD=250 (3.38)

El modelo de reduccion de FAM de la variedad Camarosa fue afectado por la
concentracion de APA, la temperatura y el tiempo en sus términos lineales; y también por
el tiempo, a través de su término cuadratico. Para la variedad Selva, en cambio, el modelo
de reduccion de FAM solo se vio afectado por la concentracion de APA a través de sus
términos lineal y cuadratico.

Con ambos modelos se puede predecir una reducciéon de FAM de 2,6 y 1,5 ordenes
logaritmicos para las variedades Camarosa y Selva, respectivamente, a las condiciones
extremas del disefio de lavado-desinfeccién (100 mg L™ APA, 40 °Cy 120 s).

En la Figuras 3.21 se muestra como la reduccion de FAM aumenta en la variedad
Camarosa a medida que el tiempo y la concentracion de APA del lavado-desinfeccién
aumentan a 22°C. En la Figura 3.22 se muestra como en la variedad Selva, la reduccion de

FAM aumenta a medida que la concentracion de APA incrementa.
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Figura 3.21. a) Superficie de respuesta y b) Gréafico de contorno para la reduccién de
aerobios mesofilos totales en funcion de la concentracion de acido peracético y el tiempo de
lavado desinfeccion a T = 22°C en la variedad Camarosa.
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Figura 3.22. a) Superficie de respuesta y b) Grafico de contorno para la reduccion de
aerobios mesofilos totales en funcion de la concentracion de acido peracético y el tiempo de
lavado desinfeccion a T = 22°C en la variedad Selva.
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En relacion con la retencion de SS, y los cambios de pH y AT, los mismos no fueron
afectados por las variables del disefio de lavado, y por lo tanto no pueden modelarse con
ecuaciones polinomiales de 2° orden. Las retencion y los cambios porcentuales promedio
de las 30 corridas experimentales fueron: 90% + 7, -7% £ 5, y -0,4 % + 3,0, para SS, pH y

AT, respectivamente.

3.2.3 Validacion del modelo en diferentes condiciones del proceso de lavado-
desinfeccion establecidas a partir de la optimizacion de las multiples respuestas
simultaneamente

Con las respuestas % RAA, % R Ant T y Red FAM, las cuales resultaron significativas con
alguna de las variables del proceso, se procedio a realizar una optimizacion maltiple usando
frutillas variedad Camarosa. En la optimizacion se planteo encontrar condiciones de las
variables en donde se maximice la reduccién de microorganismos aerobios mesofilos
totales o se minimicen las pérdidas de compuestos bioactivos (AA, y Ant T). La eleccion de
estas respuestas se hizo en base a que las antocianinas totales representan el grupo
mayoritario de los compuestos fendlicos de las frutillas y estdn muy relacionadas con el
color de las frutas y por lo tanto con la aceptacion organoléptica por los consumidores. Por
otra parte, el &cido ascorbico es importante a nivel nutricional, y las frutillas representan
una fuente muy importante del mismo. No se incorporé en la optimizacion a la Vitamina C,
ya gue en las frutillas Camarosa, donde se realiz6 la validacion no habia sido una respuesta

significativa. Se plantearon dos condiciones de optimizacion:

3.2.3.1 Optimizacion 1

En esta optimizacion se priorizé la desinfeccion microbioldgica en el lavado-desinfeccion
por encima de la retencion de compuestos bioactivos. Los criterios usados en la funcion
deseabilidad de Derringer se muestran en la Tabla 3.28. El valor de deseabilidad alcanzado
y los valores de los niveles de las variables del proceso de lavado en estas condiciones se
muestran en la Tabla 3.29. Para alcanzar estos niveles, se maximizo la reduccion de FAM y
se fijaron las retenciones de compuestos bioactivos (AA y Ant T) en 90 %. En la Figura

3.23 se muestra el grafico de deseabilidad obtenido en esas condiciones.
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Los valores predichos de las respuestas y los valores experimentales obtenidos luego del
lavado-desinfeccidn se muestran en la Tabla 3.29.

Tabla 3.28. Criterios utilizados en la optimizacion usando la funcion de Derringer.

Respuesta Limite Limite Criterios
P inferior  superior Objetivo pi
Red FAM 0,29 2,77 maximice 5

% R AA 57,92 102,9 acierto90% 1
%RANT 65,37 96,04 acierto 90 % 1
pi: importancia relativa, Red FAM: reduccién de microorganismos aerobios meséfilos % RAA:

porcentaje de retencion de &cido ascérbico y % R Ant T: porcentaje de retencién de antocianas
totales.

Tabla 3.29. Valores para las variables operativas en el lavado-desinfeccidn y sus respuestas
predichas y experimentales en la optimizacion N° 1.

Optimizacion N° 1
Deseabilidad 0,72

Factor Valor Respuesta Valor predicho Vqlor
experimental
Ac.Per.(mgL™) 100 % R AA 76,1° 82,7+1,5
Temp. (°C) 24 %RANtT 80,7° 80,8 +3,3°
Tiempo (s) 50 Red FAM 2,2° 1,8+0,5°
Media *

desviacion estandar. (n=3). Valores en la misma fila con diferente letra son
estadisticamente significativos (p<0,05).

Deseabilidad

20
20040 60 80 100 19 ©° APA(ppm)
Tiempo ()

Figura 3.23. Grafico de deseabilidad obtenido para la optimizacion simultanea N° 1 para el proceso

de lavado-desinfeccion en frutillas variedad Camarosa.
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3.2.3.2 Optimizacion 2

En esta optimizacion se priorizo la retencion de compuestos bioactivos por encima de la
reduccion de FAM. Los criterios usados en la funcion deseabilidad de Derringer se
muestran en la Tabla 3.30. El valor de deseabilidad alcanzado y los valores de los niveles
de las variables del proceso de lavado en estas condiciones se muestran en la Tabla 3.30.
Para lograr los objetivos, se fijo la respuesta reduccion de bacterias FAM en 2,0 unidades
logaritmicas, lo que se considerd una buena reduccion de la carga bacteriana, y se
maximizaron las retenciones de los compuestos bioactivos (AA y Ant T). En la Figura 3.24
se muestra el grafico de deseabilidad obtenido en esas condiciones.

Los valores predichos de las respuestas y los valores experimentales obtenidos luego del
lavado-desinfeccion se muestran en la Tabla 3.30.

Tabla 3.30. Criterios utilizados en la optimizacion usando la funcion de Derringer.

Respuesta _Ll'mi_te Limifce C_rit_erios _
inferior  superior Objetivo pi

Red FAM 0,29 2,77 Acierto 2 log UFC g+ 1
% R AA 57,92 102,9 Maximice 1
%RANT 65.37 96,04 Maximice 1

pi: importancia relativa, Red FAM: reduccién de flora aerobia mesofila, % RAA: porcentaje de
retencion de &cido ascorbico y % R Ant T: porcentaje de retencion de antocianas totales.

Tabla 3.31. Valores para las variables operativas en el lavado desinfeccion y sus respuestas

predichas y experimentales en la optimizacion N° 2.

Optimizacion N° 2
Deseabilidad 0,74

Factor Valor Respuesta Valor predicho Valor experimental
Ac.Per. (mgLh) 20 % R AA 95,2° 92,3+ 1,0°
Temp. (°C) 18 %RANT 88,4 87,2 +0,5%
Tiempo (s) 52 Red FAM 1,4 0,8+0,2°

Media * desviacion estandar. (n=3). Valores en la misma fila con diferente letra son
estadisticamente significativos (p<0,05).
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Figura 3.24. Gréfico de deseabilidad obtenido para la optimizacién simultanea N° 2 para el
proceso de lavado-desinfeccion en frutillas variedad Camarosa.

3.2.4 Evaluacion Sensorial
La evaluacion sensorial por panel experto de las frutillas procesadas en planta piloto en las
dos condiciones de optimizacion, como se menciond en la seccion 2.2.3.4.1, fueron:
1- Muestra control: Frutillas frescas pre-lavadas con agua por 120 s y cortadas en
cuartos.
2- Optimizacion 1: Frutillas frescas cortadas en cuartos lavadas con 100 mg L™ de
APA, 24°C, por 50 s.
3- Optimizacién 2: Frutillas frescas cortadas en cuartos lavadas con 20 mg L™ de
APA, 18°C por 52 s.
Los resultados obtenidos para cada atributo en las muestras evaluadas por el panel sensorial
se muestran en la Tabla 3.32.
De acuerdo a los resultados presentados en la Tabla 3.32, la apariencia general,
oscurecimiento, firmeza, aroma genuino, flavor genuino y gustos dulce y é&cido, no
presentaron diferencias significativas entre la muestras de frutillas frescas cortadas sin lavar
(control) y las muestras lavadas en las condiciones 6ptimas estudiadas.
El olor genuino fue mejor en las frutillas frescas cortadas control, no encontrandose
diferencias entre las frutillas lavadas en los puntos 6ptimos a distintas concentraciones de
APA.
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Tabla 3.32. Resultados de los atributos sensoriales de las muestras de frutillas frescas

cortadas control y en los puntos de optimizacion.

Muestras

Atributo sensorial Muestra control ~ Optimizacion 1 Optimizacion 2
Apariencia general 6,1+1,2% 6,4+ 1,0° 6,7 +1,0°
Olor genuino 6,1+1,0° 4,2 +15° 41+15°
Off-odors 1,4+1,0° 2,3+0,8" 2,0+0,7%°
Oscurecimiento 2,4 +14° 2,7+1,0° 25+14°
Firmeza 54+1,3 53+1,0° 55+ 1,0
Aroma genuino 55+1,1° 51+1,3° 55+15°
Flavor genuino 50+1,0° 44+12° 4,9+ 0,9%
Gusto acido 4,6 +0,6° 47+13° 45+1,0°
Gusto dulce 35+12% 35+1,1° 3,6+1,0°
Off-flavor 1,6 +1,1° 25+1,1° 1,5+1,0%

Media * desviacion estandar (n=8). Valores en la misma fila con diferente letra son
estadisticamente significativos (p<0,05).

El analisis sensorial reportd la aparicion de off-odors en las frutillas lavadas en las
condiciones de optimizacién 1 (100 mg L™ APA, 24°C, 50 s), y 2 (20 mg L™ APA, 18°C,
52 s), no encontrandose diferencias significativas entre los resultados para ambas
condiciones. Sin embargo, la aparicion de este defecto sensorial en las frutas control fue
similar a la hallada en las frutillas lavadas en las condiciones de optimizacién 2 (20 mg L™
APA). Por lo tanto, es probable que el aumento en la concentracion de APA provoque la
mayor aparicion de off-odors en las frutas lavadas. La aparicion de off-flavor fue mayor en
las frutas lavadas en las condiciones de optimizacién 1, de mayor concentracion de APA.
Las frutillas cortadas sin lavar y las frutas cortadas lavadas en las condiciones de
optimizacion 2 no presentaron diferencias estadisticamente significativas en cuanto la
aparicion de off-flavor y la magnitud de este descriptor sensorial resultdé menor que el de las

frutillas lavadas en el punto de optimizacién 1.
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3.3 Estudio de las operaciones de corte y el almacenamiento de frutillas
frescas cortadas

3.3.1 Resultados de los efectos del tipo de corte practicado sobre las frutillas frescas
En la Tabla 3.33 se muestran los resultados del contenido de compuestos bioactivos y los
parametros de calidad de las frutillas variedad Camarosa enteras despedunculadas (ED), y

cortadas en mitades (CM) y en cuartos (CC) luego del minimo procesamiento.

Tabla 3.33. Compuestos bioactivos y parametros de calidad de las frutillas variedad

Camarosa con diferentes grados de corte.

Corte
Atributo ED CM CcC

AA (mg 100 g™ FF) 47,1+0,7° 43,6 +1,0° 40,8 £ 0,5°

Vit C (mg 100 g™ FF) 48,3 +0,1° 448+0,8° 42,2 +0,8°

ADHA (mg 100 g-1 FF) 1,2+0,72 1,2 +0,12 1,4 +0,42
FT(mgAG100g*FF)  250,0+3,0*  241,7+57*°  2185+0,5°

Ant T (mg 100g™ FF) 412 +0,3 32,1+0,9° 33,4 +0,4°
CA(mgAA100g*FF) 3224+154° 3429+56*  339,8+138°

SS (° Brix) 8,1+0,1° 7,4+0,1° 7,2+0,1°

pH 3,3+0,1% 3,3+0,1% 3,3+0,1%

L* 31,1+1,1° 34,3+0,6" 31,7+0,2°

a* 31,9+1,3° 36,0 £ 0,4° 34,6 +0,3°

b* 16,6 +1,6° 21,7+0,7° 19,3+0,4°

Cap* 36,0 + 1,9° 42,0+0,7° 39,6 +0,4°

hap* 274+1,3 31,1+0,5° 29,1 +0,3

Media + SD (n=3). AA: acido ascérbico; Vit C: vitamina C; ADHA: acido dehidroascérbico; FT:
fenoles totales; Ant T: antocianinas totales; CA: capacidad antioxidante; SS: so6lidos solubles; L*,
a*, b*, Cyp* y hy, parametros del sistema CIELAB. ED: frutillas enteras despedunculadas, CM:
frutillas cortadas en mitades, CC: frutillas cortadas en cuartos. Valores en la misma fila con
diferente letra son significativamente diferentes (p<0,05) aplicando ANOVA de una via.

Los resultados obtenidos estan de acuerdo con los reportados por otros autores para frutillas
frescas enteras o cortadas variedad Camarosa (Cordenunsi y col., 2005, Odriozola-Serrano
y col., 2009, Alexandre y col., 2012). Como se observa en la Tabla 3.33, algunos de los
atributos y parametros estudiados en las frutillas frescas cortadas mostraron diferencias
estadisticas con los de las frutillas enteras despedunculadas inmediatamente luego del
minimo procesamiento.

Los contenidos de AA y vitamina C resultaron mayores para las frutillas enteras

despedunculadas, disminuyendo con el grado de corte practicado al tejido vegetal. De
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acuerdo a los valores obtenidos (Tabla 3.33) se obtuvieron peérdidas similares en los
contenidos de AA y Vit C para las frutillas cortadas en relacion a las frutillas ED, siendo
esta pérdida de aproximadamente un 8 y 16% para las frutillas CM y CC, respectivamente.
Las antocianinas totales resultaron mayores en las frutillas ED, no encontrandose
diferencias en el contenido entre las frutillas CM y CC. La pérdida de antocianinas totales
en las frutillas cortadas fue de aproximadamente un 20 %. El contenido de fenoles totales
resulté ser también mayor en las frutillas ED, aunque este contenido no se diferencié del
observado para las frutillas CM. Podemos suponer que ocurrié una mayor oxidacion y/o
lixiviacion de compuestos bioactivos a medida que aumentd el grado de corte practicado en
el tejido vegetal, inmediatamente luego del minimo procesamiento. Castro y col., (2002)
demostraron que el hecho de cortar el pedunculo de frutillas variedad Camarosa no
provocaba cambios en el contenido de compuestos bioactivos. Sin embargo, el efecto del
corte en pequefias piezas de 3 a 18 mm producia luego de 5 min de contacto con el aire a
temperatura ambiente una disminucion de hasta el 50 % en el contenido de vitamina C, no
ocurriendo mayores pérdidas hasta los 30 min. Los autores indicaron ademas, que se
produjeron pérdidas minimas en el contenido de antocianinas y fenoles totales en las
frutillas cortadas en esos periodos.

Es necesario recordar que las frutillas ED, CM y CC tuvieron una operacion de lavado-
desinfeccién luego del corte (20 mg L™ &cido peracético, 18°C y 52 s) obtenidos en la
condicion de optimizacion que priorizaba la retencion de compuestos bioactivos (ver
seccién 3.2.3.2).

A pesar de haberse encontrado diferencias en los compuestos bioactivos en los tres tipos de
corte, no se hallaron diferencias en la capacidad antioxidante con el corte practicado.

Con respecto a los solidos solubles, se observo también una disminucién de los mismos con
el tipo de corte, probablemente por la mayor lixiviacion en la operacién de lavado posterior
al corte, o mayor utilizacion de los azucares por respiracion como consecuencia del
incremento en el grado de corte o lesion de los tejidos. ElI pH de las frutillas no se vio
afectado por el tipo de corte practicado.

Con respecto al color, se observaron diferencias entre los pardmetros de color y el grado de
corte practicado, siendo las frutillas cortadas iguales o ligeramente mas vividas (mayores

valores de Cy*) que las frutillas enteras despedunculadas. Esto podria justificarse por el
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hecho de que al haber realizado un lavado con una solucion con pH &cido (4.20), esta
ocasionaria que se intensificara el color rojo de las antocianinas en aquellas frutillas con

mayor exposicion al agente sanitizante, resultando en mayores valores de Cap*.

3.3.2 Resultados de los efectos del almacenamiento a distintas temperaturas sobre las
frutillas frescas con distintos tipos de cortes

En las Tablas 3.34 (a, b, ¢ y d) se muestran los resultados obtenidos en el almacenamiento
de frutillas frescas cortadas (enteras despedunculadas, cortadas en mitades y cuartos) a
distintas temperaturas (2, 6, 13 y 20°C), en relacion a los contenidos de acido ascorbico,
vitamina C, acido dehidroascérbico, fenoles y antocianinas totales, capacidad antioxidante,
pH, sélidos solubles y parametros de color (L*, a*, b*, Cap* Y hap).

3.3.2.1 Cambios en el contenido de fenoles totales y capacidad antioxidante

Los contenidos de fenoles totales en las frutillas frescas ED, CM y CC resultaron
practicamente iguales al principio y al final del periodo de almacenamiento a todas las
temperaturas estudiadas. Sin embargo, se registraron aumentos significativos a dias
especificos de la conservacion para cada tipo de corte. La Figuras 3.25 a, b, ¢ y d, muestran
la evolucion de los fenoles totales con el tiempo de almacenamiento para frutillas frescas
ED,CMyCCa?2,6, 13y 20°C, respectivamente.

Como se observa en la Figura 3.25 a, se produjo un aumento progresivo en el contenido de
fenoles totales de las frutillas CC hasta los 6 dias (22% del basal) a 2°C, para luego
decrecer, manteniéndose en niveles incluso mas altos que los basales en el resto de la

conservacion.

180



3. Resultados y discusion

Tabla 3.34 a. Compuestos bioactivos y atributos de calidad de las frutillas frescas cortadas almacenadas a 2°C por 15 dias.

Atributo Corte

Almacenamiento (dias)

1 3 6 8 10 13 15
ED 47,6 +0,7 441+04 49,7+0,3 44,6 +0,2 46,1+14 52,0+0,2 451+0,3 456+ 13
AA CM 436+1,0 39,1+13 40,9+0,6 39,0+0,1 447 +3,0 425+0,5 440+ 1,6 394+11
CcC 40,8 +0,5 39,4+0,1 40,0+0,6 42,8 +0,6 42,0+0,2 440+18 442 +0,4 431+14
ED 48,3+0,1 455+13 51,7+0,9 47301 48,7+0,8 56,8+1,1 49,8 £0,2 49,9+1,2
Vit C CM 448+0,8 40,8 +1,0 434+04 41,9+0,3 479+28 46,0+0,3 48,2+2,0 442 +0,5
CcC 422+0,8 422+04 438+1,1 476+0,4 48,2+0,6 50,1+2,1 50,7+0,5 50,5+1,7
ED 12+ 0,7 1,4+09 20+ 11 2,7+ 0,2 26+05 48+13 48+01 44+01
ADHA CM 1,2+0,1 1,7+0,3 2602 29+03 3,2+0,2 3,507 42+03 49+0,7
CcC 1,4+04 28+05 38+05 48+0,2 6,2+0,8 6,1+0,3 6,509 7,4+0,3
ED 250,1+3,0 2516 +2,1 252,1+6,3 2496 +2,1 2845+09 2775+2,7 2822+04 2441+38
FT CM 241,757 2455+53 2359+ 6,6 253,7+0,6 2441+6,4 2456+3,0 2369x44 2344+46
CcC 2185+0,5 2472x24 237,0+5,0 267,1+0,6 2433+45 2425+34 2430+32 2483+54
ED 41,2+ 0,3 388+ 04 38,4+0,2 37,2+£0,7 359+0,2 29,4+0,5 28,6 +0,4 26,6 +0,1
AntT CM 32,109 33,6 +0,6 32,2+0,2 294+11 31,6 +0,6 289+0,7 289+172 26,8 +0,7
CcC 334+04 33,0+0,2 34,9+0,0 30,4+0,8 29,1+1.3 26,4+0,8 26,2+0,8 248+0,9
ED 3223+154 303,6+33 305,6 +5,5 316,0+5,1 3622+39 35,6+95 3810+03 3649+1138
CA CM 342,9+5,6 310,1+1,6 285,6 + 4,6 313,6 +5,8 3158+0,2 3046+12 3102+14,3 350,3+23,8
CC 3398+138 3104+54 275,3+3,0 336,8+9,0 3182+93 2914+69 3128+71 3355%+0,.2
ED 8,1+01 7,7£0,1 8,3+01 76+01 7,701 8,0+£0,0 7,1+00 8,0x01
SS CM 74+0]1 72+01 7,3+£01 7,1+01 70+00 6,9+01 6,9+0,2 7,1+£03
cC 72+ 01 7,3%0,1 7,3%0,1 78+0,0 6,8+0,0 7,2%0,2 74+0,1 70+0,1
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) Almacenamiento (dias)
Atributo  Corte

1 3 6 8 10 13 15

ED 33+01 33+x01 33+01 34+01 35+ 01 35+01 35+01 3501

pH CM 3301 33+01 34+01 34+01 34+01 36+01 35+01 3,7+x01
CcC 33+01 33+01 35+01 35+01 36+01 3,7+01 3,7+01 38+01

ED 311+11 30,3+0,3 29,8 +0,7 30,0+0,8 30,9+0,3 295+04  329%0,7 27,7+0,1

L* CM 34,3+0,6 30,4+0,5 31,7+0,1 29,3+0,5 29,3+0,6 30,5+0,8 28,3+0,7 29,9+0,7
cC 31,7+£0,2 276+0/4 28,0+ 0,6 28,5+0,2 31,4+£0,2 30,7+£0,5 29,2+0,5 325+0,2

ED 319+13 355+0,2 34,0+0,3 326+04 33,3+£0,2 30,2+0,6 28,4 +0,2 30,7+0,1

a* CM 36,004 350+0/4 325+0,6 30,9+0,2 31,0x0/4 328+04 289%09 28,804
cC 34,6 £0,3 32,6 +0,5 33,9+0,7 30,3+0,6 30,2+0,1 32,8+0,2 29,6 +0,5 28,7+0,2

ED 16,6 +1,6 200+0,4 191+04 16,7+0,5 17,0+0,3 13,8+0,5 12,3+0,2 143+0,1

b* CM 21,7+0,7 20,8 +0,7 16,7 +0,7 14,7+0,2 148+0,5 16,8 +0,3 12,9+0,9 12,3+0,3
CcC 19,3+0,4 18,2+0,3 17,7+0,8 13,4+ 0,6 13,6 £0,3 16,9+0,2 125+0,5 13,2+0,2

ED 36,0+1,9 40,7+29 39,0+0,3 36,6 + 0,6 37,4+0,3 332+0,7 309%0,2 33,8+0,1

Ca™ CM 42,0+0,7 40,7 +0,7 36,5+0,9 342+0,1 34,3+0,6 369+05 316+1.2 31,3+0,5
CcC 39,6 +0,4 37,4+0,5 38,3+0,9 33,1+0,8 33,2+0,2 369+03 321+0,6 31,6 +0,3

ED 27,4+13 294+0,4 29,4+0,6 27,1+0,5 27,0+0,3 245%0,5 234+04 25,0+0,2
hap™ CM 31,1+0,5 30,7+0,6 27,2+0,5 254 +0,4 255+0,4 27,1+0,3 241+1,0 232+ 0,2
CcC 29,1+0,3 29,2+0,5 276+0,8 23,9+0,6 243+0,4 27,3+0,2 229+0,4 246 +0,3

Media + desviacion estandar. (n=3). AA: cido ascorbico; ADHA: acido dehidroascorbico; Vit C: vitamina C; FT: fenoles totales; Ant
T: antocianinas totales; CA: capacidad antioxidante; SS: s6lidos solubles; L*, a*, b*, Ca* y hyp parametros del sistema CIELAB. ED:
frutillas enteras despedunculadas, CM: frutillas cortadas en mitades, CC: frutillas cortadas en cuartos.
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Tabla 3.34 b. Compuestos bioactivos y atributos de calidad de las frutillas frescas cortadas almacenadas a 6°C por 10 dias.

Almacenamiento (dias)

Atributo  Corte
1 3 6 8 10
ED 47,1+£0,7 451+15 38,7t14 476 £1,3 47115 453+1,6
AA CM 436+1,0 40,7+£1,2 44,7+ 3,1 476 £1,2 42,0+1,7 433+15
CcC 40,8+0,5 39,9+1,0 39614 39,2+0,7 38,9+0,6 37520
ED 48,3+£0,1 47,0£19 40,0+£0,1 51,3+£1,2 51,0+£15 50,4 +£2,3
Vit C CM 44,8+0,8 42,6 £0,8 47,1+£3,3 51,0+£0,8 45,8 £0,7 47,7+£04
CC 42,2+0,8 42,7+1,3 440+£19 449+0,9 46,1+14 454 +£2,6
ED 12+ 0,7 19+04 22%0,3 3,701 3901 51+0,8
ADHA CM 1,2+0,7 19+04 2,3%+0,3 34%£01 3,8£0,1 43+0,8
CC 14+04 2,7+ 0,1 4405 57%0,2 72+0,8 7,8+0,6
ED 250,1 £ 3,0 253,1+0,4 249,8 £ 0,7 2648+39 2665%53 2293x24
FT CM 2417 £5,7 2476 £0,3 235,7+4.8 250,834 2236x23 2536 0,3
CcC 218,5+0,5 231,1+£0,7 272,3+£10,0 2280x7,2 245732 252611
ED 41,2+ 0,3 39,6 +0,9 38,4+0,2 36,0+0,3 35,8+0,6 36,8+0,7
AntT CM 32,1+0,9 31,3+0,3 31,6+1,7 30,4+0,6 309+14 28,9+0,6
cC 334+04 350+0,5 33,1+0,8 30,9+0,6 28,8+0,2 23,7+1,0
ED 3223+154 341,2+154 357,2+10,0 3752x92 366,6x6,0 256,2 8,1
CA CM 3429+5,6 334,4+57 3066+0,2 3335+113 3048+ 99 2864+0,7
CC 3398+138 3238+138 3450+55 284,1+01 3200+145 313,8+219
ED 8,1+0,1 79+0,1 7901 7,701 7601 75+£0,0
SS CM 74+0,1 7,7+0,0 7,7£0,1 74+0,1 6,7+0,0 6,7+0,0
CcC 72+ 0,1 7,3+0,0 73%£0,1 74+0,1 72%0,1 6,8+0,2
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Atributo Corte

Almacenamiento (dias)

0 1 3 6 8 10

ED 33+01 34+01 34+01 34+0,.2 35+01 3,7+01

pH CM 33+01 33+01 34+01 35+01 35+01 36+01

CcC 33+01 33+01 35+01 36+01 36+01 3,7+01

ED 311+11 33,6 +0,4 329+1,0 28,0+0,4 30,7+0,4 29,4 +0,6

L* CM 34,3+0,6 285+0,2 30,3+£0,5 29,1+0,8 315+0,3 28,6 +0,6

cC 31,7+0,2 30,3+0,4 31,5+£0,6 29,2+0,7 29,2+0,7 281+1,0

ED 319+13 33,8+0,6 33,3+£0,2 33,5+£0,2 27,703 29,6 +0,2

a* CM 36,0+ 0,4 31,3+0,6 339+0,3 28,7+0,4 27,2+0,2 27,3+0,5

cC 34,6 +0,3 34,3+0,6 30,701 31,609 289+0,3 27,8+0,4

ED 16,6 £1,6 19,4+0,9 18,1+0,2 17,2+0,4 10,8 +£0,2 140+0,1

b* CM 21,7+0,7 16,3+ 0,7 18,2+ 0,8 129+0,3 10,6 £0,3 109+0/4

CcC 193+0,4 18,6 £ 0,7 149+ 0,3 146+0,9 116+0,2 12,1+ 0,7

ED 36,0+1,9 39,0+1,0 37,9+0,2 376+0,4 29,8+0,3 32,8 +0,2

Ca™ CM 42,0+0,7 35,3+0,9 38,5+0,6 315+0,4 29,2+0,2 29,4+0,6
CcC 39,6 £0,4 39,0+0,8 341+0,3 348+1]1 31,1+0,3 30,3+0,7

ED 274+13 299+0,8 285+0,4 27,2+0,4 21,3+04 25,3+0,2

hap™ CM 31,1+0,5 276+0,6 28,2+0,8 241+0,4 21,3+0,6 21,9+0,6
cC 29,1+0,3 285+0,5 259+0,4 248+10 21,8+0,3 235+0,9

Media + desviacion estandar. (n=3). AA: cido ascorbico; ADHA: acido dehidroascorbico; Vit C: vitamina C; FT: fenoles totales; Ant
T: antocianinas totales; CA: capacidad antioxidante; SS: solidos solubles; L*, a*, b*, C,* y ha, parametros del sistema CIELAB. ED:
frutillas enteras despedunculadas, CM: frutillas cortadas en mitades, CC: frutillas cortadas en cuartos.
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Tabla 3.34 c. Compuestos bioactivos y atributos de calidad de las frutillas frescas cortadas almacenadas a 13°C por 8- 9 dias.

Almacenamiento (dias)

Atributo  Corte
1 3 6 7 8 9
ED 47,1+£0,7 42,0+£0,5 444+11 485+04 43,3+£0,1 41311 40,8+1,1
AA CM 43,6+1,0 444+14 415+11 426+19 44,1 £0,7 42,3+£0,8
CcC 40,8+0,5 39,8+1,0 39,7+0,3 376+04 38,6+04 339+20
ED 48,3+0,1 43,9+0,3 47110 52,1+£0,2 47,7+04 46,1 +£1,2 46,5+0,3
Vit C CM 448+0,8 46,5+£1,2 44,7+0,4 47,3+£0,1 49,7+0,1 50,315
CC 42,2+0,8 41,7+0,2 42,9+0,6 41,9+£0,9 43,8+£0,3 40,8+1,9
ED 12+ 0,7 1,9+0,2 2,6+0,1 3,6x£0,2 44+05 48+0,1 57+0,8
ADHA CM 12+0,1 2,1+01 3,3£0,7 4619 56+0,6 79%0,7
CC 14+£04 1,9+0,8 32204 42+05 52+0,1 6,9+0,1
ED 250,1+3,0 255,027 2357111 233,5+£5,0 2332+64 2218+15 216,1+18
FT CM 2417 £5,7 257,320 2385147 2952+104 2575+£6,3 2440x14
CcC 2185+0,5 259,8 £ 3,0 270,0+£0,3 2393+ 1,0 2483+4,8 235372
ED 41,2+ 0,3 398+1,2 38,8+£0,8 33,8+£0,2 36,6 £2,1 34,0£0,2 346+1,2
AntT CM 32,109 31,2+0,1 30,0+£0,5 29,9+£0,7 30,3+£1,2 279+1,2
cC 334+04 33,704 30,8+0,5 30,0+1,2 296+1,1 27,8+0,6
ED 3223+154 326,8+145 321,4%45 3335+0,5 2665+129 2909+16 256,9+5,0
CA CM 3429 +5,6 3138+11,1 310011 4444 + 16,4 287,8+0,7 337,6+12,7
CcC 339,8 £13,8 3176 +1,1 352,3+55 3528+1,7 2715+£6,7 291,2+133
ED 8,1+0,1 75+0,1 7,0+£0,1 7,7%£0,2 7,0+£0,1 6,7+0,1 6,201
SS CM 74+0,1 7,7£0,1 7,3+0,1 6,9+0,1 72+0,1 6,201
CcC 72+ 0,1 75+0,0 75+0,0 6,6 £0,1 6,1+0,1 6,4+0,1
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Atributo Corte

Almacenamiento (dias)

0 1 3 6 7 8 9

ED 33+01 34+01 34+01 36+01 35+01 35+01 37+01
pH CM 33+01 34+01 34+01 36+01 36+01 3601
CcC 33+01 34+01 35+01 3601 36+01 37%01

ED 311+11 316+0,1 303+06 271+09 294+05 255+0,7 28,0+0,4
L* CM 34,3+0,6 31,2+0,2 281+03 302+01 276+06 302+0,1
CcC 31,7+0,2 306+05 258+05 285+02 269+05 306+0,6

ED 319+1.3 342+04 301+04 294+04 273+01 27,7+0,6 27,1+0,2
a* CM 36,0+0,4 338+03 312+03 298+04 261+0,7 278+04
cC 34,6 £0,3 326+04 302+08 298+01 286+02 264+0,8

ED 16,6 +1,6 194+05 12,7+0,7 138%+02 109+02 115%05 10,7+0,2
b* CM 21,7+0,7 17,7+03 158+03 125+05 100+05 10,0%0,3
CcC 19,3+0,4 17,7+06 139+10 130+0,2 114+01 10,5%0,5

ED 36,0+1,9 393+06 32,7+06 324+04 294+01 300+0,7 29,1+0,3
Cab* CM 42,0+0,7 381+03 349+04 323+05 280+09 295+05
CcC 39604 371+06 333+x10 325+02 308+0,2 284+0,7

ED 27,4+13 295+04 289+10 251+04 21,704 22504 215+0,3
hab* CM 31,1+£0,5 276+03 269+03 227+06 210+04 199+03
CcC 29,1+0,3 285+0,7 246+13 236+0,2 21,7+0,2 21,7+13

Media + desviacion estandar. (n=3). AA: acido ascorbico; ADHA: acido dehidroascorbico; Vit C: vitamina C; FT: fenoles
totales; Ant T: antocianinas totales; CA: capacidad antioxidante; SS: solidos solubles; L*, a*, b*, Cax* y hay pardmetros del

sistema CIELAB. ED: frutillas enteras despedunculadas, CM: frutillas cortadas en mitades, CC: frutillas cortadas en cuartos.
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Tabla 3.34 d. Compuestos bioactivos y atributos de calidad de las frutillas frescas cortadas almacenadas a 20°C por 2- 3 dias.

Almacenamiento (horas)

Atributo  Corte
12 24 48 72
ED 47,1+0,7 48,6 +1,0 48,4 +0,6 452 +0,1 47,7+0,7
AA CM 41,0+0,6 41,0+0,6 435+04 40,2+0,4 341+04
CC 40,8+0,5 40,5+0,8 40,2+0,1 29,9+0,4
ED 48,3+0,1 50,4 +£0,4 51,9+0,1 48,4 +0,2 528+14
Vit C CM 448+0,8 43,7+1,2 494 +13 475+0,2 435+1,1
CC 42,2+0,8 46,1+14 47,2+0,2 416+0,4
ED 12+ 0,7 1,8+0,6 35+0,6 32+0,1 51+08
ADHA CM 12+0,1 2,7+0,6 57+09 7,3+0,.2 94+16
CC 14+04 57+05 70+0,1 11,7+0,8
ED 250,1+ 3,0 2385+ 3,0 2978+ 4,6 2435+4,0 2726+26
FT CM 241,7+57 2434 +3,1 278,9+9,2 2319+18 231,8%+85
CC 2185+ 0,5 2458+ 6,3 267,7+4,3 2415+34
ED 412+ 0,3 35,1+0,1 27,9+0,7 26,2+0,7 24,4+0,7
AntT CM 32,1+0,9 30,6+0,1 30,6 £0,3 26,5+0,5 249+ 04
CC 334+04 31,7+13 27,8+0,8 25,0+0,7
ED 322,3+154  330,2+3,7 339,9+£5,9 313,3+9,3 3239%0,6
CA CM 342,9+5,6 307,3+6,9 296,7+46 298,1+13,1 280,0+5,2
CC 339,8+13,8 329,2+49 298,3+7,8 278,3+ 4,7
ED 8,1+0,1 7,701 8,2+0,1 6,4+0,1 71+0,1
SS CM 74+0,1 71+0,0 7,7+0,1 6,6+0,1 6,1+ 0,1
CC 72+ 0,1 7301 6,9+0,1 5701
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Atributo  Corte

Almacenamiento (horas)

0 12 24 48 72

ED 33%01 34+01 34+0,1 35+0,1 35+0,1
pH CM 3301 34+0,1 34+0,1 34+0,1 3401

cC 33£0,1 3,401 34+0,1 35+0,1

ED 311+11 32,0+0,6 29,0+1,0 285+03 2890,
L* CM 343+0,6 279+1,0 27,9+0,3 296+02 31520,

cC 31,7+0,2 28,6+0,5 28,6 +0,6 30,5+0,2

ED 31,9+1,3 33,1+0,3 332+04 28,2+ 0,3 29,3+0,6
a* CM 36,004 335+1,1 31,7+0,3 302+02  279+05

cC 34,6+0,3 32,1403 30,5+0,2 29,7+0,1

ED 16,6 + 1,6 17,7+05 15,7+0,5 132+04 12406
b* CM 21,7407 180+1,1 15,9 + 0,4 144+03 12903

cC 19,3+0,4 15,0 £0,5 14,4+0,3 13,7+0,2

ED 36,0+ 1,9 375+0,5 37,9+0,6 31,104  31,8+08
Cap* CM 42,0+0,7 328+1,4 35405 334+03  30,7+05

cC 39,6+0,4 33,704 340+0,3 32,7+0,2

ED 274+13 28,1+0,5 29,0 + 0,4 251+06  229+07
hap™ CM 31,1+05 29,0+1,0 26,7+0,3 256+03 24905

cC 29,1+0,3 25,3+0,6 26,2+0,4 247+0,2

Media + desviacion estandar. (n=3). AA: acido ascorbico; ADHA: acido dehidroascorbico; Vit C: vitamina C; FT: fenoles
totales; Ant T: antocianinas totales; CA: capacidad antioxidante; SS: sélidos solubles; L*, a*, b*, Ca* y hgy parametros del
sistema CIELAB. ED: frutillas enteras despedunculadas, CM: frutillas cortadas en mitades, CC: frutillas cortadas en cuartos.
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Asimismo, se observo también un aumento de los fenoles con el tiempo en las frutillas ED,
registrandose un pico entre los 8 y 13 dias (13% del basal), para luego decrecer en el resto
del almacenamiento. A esta temperatura el contenido de fenoles en las frutillas CM se

mantuvo constante en todo el periodo de almacenamiento.

Figura 3.25 a. Evolucion de los fenoles totales con el tiempo de almacenamiento a 2°C de
frutillas frescas enteras despedunculadas (ED), cortadas en mitades (CM) y cortadas en
cuartos (CC).
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Letras mindsculas distintas indican diferencias significativas (p<0,05) para un mismo corte con el
tiempo de almacenamiento. Letras mayusculas distintas indican diferencias significativas (p<0,05)
entre cortes de frutillas para un dia determinado del almacenamiento.

A 6°C se observo un aumento en los fenoles totales en todos los cortes practicados,
presentandose un pico a los 3 dias para las frutillas CC (25% del basal), a los 6 dias para las
CM (4% del basal) y a los 8 dias para las frutillas ED (7% del basal) (Figura 3.25 b). A
13°C, el pico de aumento en los fenoles ocurri6 a los 3 dias para las frutillas CC (24% del
basal), al igual que lo ocurrido en las frutillas conservadas a 6°C. Para las frutillas CM el
pico se observd a los 6 dias (22% del basal), mientras que para las frutillas ED la
concentracion de fenoles no registrd pico y se mantuvo constante en el tiempo (Figura 3.25

C).
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Figura 3.25 b. Evolucidn de los fenoles totales con el tiempo de almacenamiento a 6°C de

frutillas frescas enteras despedunculadas (ED), cortadas en mitades (CM) y cortadas en
cuartos (CC).
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Letras mindsculas distintas indican diferencias significativas (p<0,05) para un mismo corte con el
tiempo de almacenamiento. Letras mayusculas distintas indican diferencias significativas (p<0,05)
entre cortes de frutillas para un dia determinado del almacenamiento.

Figura 3.25 c. Evolucidn de los fenoles totales con el tiempo de almacenamiento a 13°C de
frutillas frescas enteras despedunculadas (ED), cortadas en mitades (CM) y cortadas en

cuartos (CC).
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Letras mindsculas distintas indican diferencias significativas (p<0,05) para un mismo corte con el
tiempo de almacenamiento. Letras mayUsculas distintas indican diferencias significativas (p<0,05)
entre cortes de frutillas para un dia determinado del almacenamiento.
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A los 20°C, como se observa en la Figura 3.25 d, los picos de aumento se registraron al dia
del almacenamiento para todos los tipos de corte, siendo el aumento 20, 15 y 23% del basal
para las frutillas ED, CM y CC, respectivamente.

De acuerdo a los resultados obtenidos, el efecto de la temperatura se vio reflejado en el
momento en que ocurrio el pico o aumento de los fenoles totales. Cuanto mayor fue el corte
practicado sobre las frutillas, mayor fue la magnitud del pico de fenoles totales. Sin
embargo habria menores diferencias en la aparicion del pico en las muestras almacenadas a
6 y a 13°C. Ademas, los mayores aumentos ocurrieron en las frutillas cortadas en cuartos,
las de mayor injuria. Como se menciono en la seccion 1.5.3, el efecto de la lesion (cortado,
rallado, troceado), estimula la actividad de la enzima fenilalanina-amonio liasa (PAL) como
respuesta fisioldgica a las condiciones de estrés, con la consecuente produccion de

compuestos fenolicos.

Figura 3.25 d. Evolucién de los fenoles totales con el tiempo de almacenamiento a 20°C de
frutillas frescas enteras despedunculadas (ED), cortadas en mitades (CM) y cortadas en
cuartos (CC).
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Letras mindsculas distintas indican diferencias significativas (p<0,05) para un mismo corte con el
tiempo de almacenamiento. Letras mayusculas distintas indican diferencias significativas (p<0,05)
entre cortes de frutillas para un dia determinado del almacenamiento.

Por otra parte, segin lo observado, el efecto del incremento de la temperatura de
conservacion de las frutillas frescas cortadas adelantaria la produccion de fenoles,

presumiblemente por mayor sintesis de PAL (Hyodo y col., 1978, Sanchez-Ballesta y col.,
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2000). Aunque cabe destacar que la magnitud de este aumento fue la misma para todas las
temperaturas en las frutillas cortadas en cuartos (aproximadamente 23% para todas las
temperaturas testeadas).

Consistentemente, Odriozola-Serrano y col., (2010) describieron un aumento en el
contenido de quercitina (38 % sobre el contenido basal) luego de 21 dias de conservacion
en atmosfera modificada pasiva a 4°C en frutillas frescas cortadas en cuartos variedad
Camarosa.

De acuerdo a Cisneros-Zevallos, (2003), los compuestos fendlicos inducidos por
condiciones de estrés abiotico, incrementan la capacidad antioxidante de los tejidos
vegetales, por lo que la aplicacién de estos efectos de estrés serian una potencial
herramienta para brindar productos mas saludables.

En general, el comportamiento de la capacidad antioxidante para todos los tipos de corte de
frutillas y temperaturas ensayadas acompafio la tendencia mostrada por los fenoles totales.
Se mantuvo constante o experimentd aumentos de mas del 20 % en relacion a los
contenidos iniciales, en las muestras almacenadas a 2, 6 y 13°C. Sin embargo, la capacidad
antioxidante disminuyo levemente con el tiempo de almacenamiento para las frutillas CM y
CC a 20°C. En las Figuras 3.26 a, b, ¢ y d se muestra la evolucion de la capacidad
antioxidante con el tiempo para las frutillas ED, CM y CC a 2, 6, 13 y 20°C,
respectivamente.

El aumento de la capacidad antioxidante pudo deberse al incremento en la cantidad de
compuestos antioxidantes (compuestos fenolicos), o a una mejor conservacion de los
compuestos antioxidantes iniciales de la fruta (&cido ascérbico, compuestos fendlicos, etc.).
A 2°C en las frutillas ED, se registr6 un aumento progresivo de la capacidad antioxidante,
méaximo a los 13 dias de almacenamiento, lo cual coincidié con el pico de fenoles totales
registrado en esas condiciones. Las frutillas CC y CM mantuvieron su capacidad
antioxidante constante a esta temperatura (Figura 3.26 a).

A 6°C, las frutillas ED registraron un aumento del 16 % con respecto a los valores iniciales
a los 8 dias, decreciendo al final de la conservacion. Las muestras CM y CC mantuvieron
los niveles de capacidad antioxidante al final del periodo de almacenamiento (Figura 3.26
b).
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Figura 3.26 a. Evolucion de la capacidad antioxidante con el tiempo de almacenamiento a

2°C de frutillas frescas enteras despedunculadas (ED), cortadas en mitades (CM) y cortadas
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Letras minusculas distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) para un
mismo corte con el tiempo de almacenamiento. Letras mayusculas distintas indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) entre cortes de frutillas para un dia determinado del

almacenamiento.

Figura 3.26 b. Evolucion de la capacidad antioxidante con el tiempo de almacenamiento a

6°C de frutillas frescas enteras despedunculadas (ED), cortadas en mitades (CM) y cortadas
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Letras minusculas distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) para un
mismo corte con el tiempo de almacenamiento. Letras mayusculas distintas indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) entre cortes de frutillas para un dia determinado del

almacenamiento.
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A 13°C se registro el mayor aumento de capacidad antioxidante (30%) en las frutillas CM a
los 6 dias de conservacién, que también coincidié con el pico de fenoles observado; luego
de ese periodo la capacidad antioxidante comenz6 a decrecer. Las frutillas ED y CC
mantuvieron sus niveles hasta el dia 6, para luego descender levemente (Figura 3.26 c).
Odriozola-Serrano y col., (2010) midieron la capacidad antioxidante por el radical ABTS
en frutillas frescas cortadas en cuartos variedad Camarosa y registraron aumentos que

adjudicaron a las variaciones que experimentaron los compuestos fendlicos luego del corte.

Figura 3.26 c. Evolucion de la capacidad antioxidante con el tiempo de almacenamiento a
20°C de frutillas frescas enteras despedunculadas (ED), cortadas en mitades (CM) y
cortadas en cuartos (CC).
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Letras minusculas distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) para un

mismo corte con el tiempo de almacenamiento. Letras mayusculas distintas indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) entre cortes de frutillas para un dia determinado del
almacenamiento.

Las frutillas CM y CC almacenadas a 20°C sufrieron una disminucion leve (del 18%
aproximadamente) en su capacidad antioxidante (Figura 3.26 d), y la tendencia no
correspondid con la observada para los compuestos fenolicos a esta temperatura (Figura
3.25 d). Es probable que la disminucion en el acido ascorbico en funcion de la formacion de
acido dehidroascorbico, ocurrido sobre todo en las frutillas CC, haya provocado tal

diferencia. La capacidad antioxidante del &cido dehidroascérbico es menor que la del acido
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ascorbico, debido a que es un compuesto muy inestable que puede ser facilmente oxidado
hacia la forma inactiva de &cido dicetogul6nico (Otsuka y col., 1986, Davey y col., 2000).
Adicionalmente, como se menciond en la seccion 1.4, en frutillas, la vitamina C es
responsable entre el 15 y 30% de la capacidad antioxidante total, el resto se debe a
compuestos fenolicos como las antocianinas, derivados del acido elagico y los flavonoles

(Tulipani y col., 2008, Giamperi y col., 2012).

Figura 3.26 d. Evolucion de la capacidad antioxidante con el tiempo de almacenamiento a
13°C de frutillas frescas enteras despedunculadas (ED), cortadas en mitades (CM) y

cortadas en cuartos (CC).
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Letras minusculas distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) para un

mismo corte con el tiempo de almacenamiento. Letras mayusculas distintas indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) entre cortes de frutillas para un dia determinado del
almacenamiento.

En cuanto a las frutillas ED almacenadas a 20°C, mostraron un contenido de capacidad
antioxidante que registrd un pico del 6% del contenido basal al dia de la conservacion

(Figura 3.26 d), coincidiendo con el pico de fenoles totales observado.

3.3.2.2 Modelado matematico de los cambios de acido ascorbico, é&cido
dehidroascérbico, vitamina C, so6lidos solubles, pH, parametros de color y
antocianinas totales.

De acuerdo a lo expuesto en la seccion 2.4.3, los cambios en el tiempo de las respuestas se

investigaron usando la Ecuacion 2.7.
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dQ
t— =K Q" @27)

Donde Q es la respuesta estudiada, t el tiempo, Kq es la constante de velocidad de cambio
de la respuesta estudiada para el atributo Q, y n el orden de la reaccion cinética. El signo
(+) se refiere a una respuesta que incrementa su valor con el tiempo, y el signo (-) se refiere

a respuestas cuyos valores disminuyen con el tiempo.

3.3.2.2.1 Determinacion del orden de reaccion

Los procesos de deterioro de la calidad de los alimentos almacenados bajo condiciones
ambientales controladas pueden describirse con funciones de velocidad de orden cero o
primer orden (Saguy y Karel, 1980; Taoukis y col., 1997). Para encontrar las cinéticas de
cambio de los atributos estudiados en frutillas frescas enteras despedunculadas y cortadas
en mitades y cuartos, se ajustaron los datos experimentales (presentados en las Tablas 3.34

a, b, ¢, y d) a las siguientes ecuaciones, aplicando andlisis de regresion lineal:
Q=Q = Km >t (3.39)

NQ=INnQoxKm*t (3.40)
Donde Q es la respuesta estudiada, Qg es el valor de la respuesta estudiada a tiempo cero, t
el tiempo, K es la constante de velocidad de cambio de la respuesta estudiada para el
atributo Q a una determinada temperatura (T).
A través del analisis de regresion lineal se determiné el orden y las constantes de las
diferentes reacciones de cambio de los parametros estudiados. Para elegir el orden del
modelo se tuvieron en cuenta como criterio de bondad de ajuste los coeficientes de
determinacion (R?) de las ecuaciones de orden cero (n = 0) y primer orden (n = 1) para los
atributos estudiados.
En las Tablas 3.35 a, b y ¢ se exponen los valores de R? para los atributos: acido ascérbico,
acido dehidroascorbico, sélidos solubles, pH y parametros de color: L*, a*, b*, Cq* Y hap,
que ajustaron a los ordenes de reaccion propuestos en las frutillas enteras despedunculadas,
cortadas en mitades y cortadas en cuartos, respectivamente.
Para modelar los cambios en los parametros estudiados se adoptd una cinética de orden
cero, ya que se lograron mejores ajustes (mayores R?) con este orden en la mayoria de los

casos. En aquellos casos donde esto no fue asi, los porcentajes de cambio de los parametros
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eran generalmente menores al 50% Yy esto implica que la representacion por una cinética de

orden cero resulta suficiente (Singh, 1999).

Tabla 3.35 a. Coeficientes de determinacién (R?) de las regresiones para los compuestos
bioactivos y parametros de calidad de frutillas frescas enteras despedunculadas

almacenadas a distintas temperaturas.

Frutillas enteras despedunculadas (ED)

Tforg" Orden AA ADHA SS pH L* a*  b* Ca*  ha
e N=0 NA 08678 NA 08427 NA 05555 06671 06001 07281
n=1 NA 08923 NA 00942 NA 05562 06688 0,6012 0,7282
wc N=0 NA 09765 09628 08007 03800 04750 05332 05072 05131
n=1 NA 009467 09638 08086 03720 04760 05042 0,5024 0,4887
wc N=0 NA 09777 06350 07856 06732 08404 07463 0,8096 08189
n=1 NA 09609 06340 07926 06528 08546 0,7774 0,8292 0,8219
e N=0 NA 08679 05271 09026 05661 05867 08777 06384 07520
n=1 NA 08205 05140 09044 05698 05868 0,8956 0,6461 0,7674

NA: no ajusta. AA: &cido ascorbico; ADHA: acido dehidroascérbico; SS: sélidos solubles; L*, a*,
b*, Ca™ y hyy parametros del sistema CIELAB.

Tabla 3.35 b. Coeficientes de determinacion (R?) de las regresiones para los compuestos
bioactivos y pardmetros de calidad de frutillas frescas cortadas en mitades almacenadas a
distintas temperaturas.

Frutillas cortadas en mitades (CM)

T(ig" Orden AA ADHA SS pH L* a* b* Cu*  ha

9o n=0 NA 09655 05170 0,8334 0,4761 0,7889 0,7873 0,7896 0,8040
n=1 NA 08850 05693 0,8419 0,4803 0,7953 0,8109 0,8002 0,8163
6°C n=0 NA 09810 0,7162 09166 0,1846 0,7656 0,8445 0,8121 0,9012
n=1 NA 09106 0,7186 09202 0,1771 0,8130 0,8769 0,8337 0,9073
13°C n=0 NA 09280 06746 0,9450 0,3914 0,9080 0,9553 0,9306 0,9694
n=1 NA 09473 0,6598 0,9482 0,4803 0,8999 0,9696 0,9299 0,9735
20°C n=0 NA 09484 0,7510 0,7104 0,4021 0,9509 0,8681 0,5767 0,8584
n=1 NA 08121 0,7692 0,7097 0,3894 0,9648 0,9159 0,5971 0,8755

NA: no ajusta. AA: 4cido ascérbico; ADHA: acido dehidroascdrbico; SS: sélidos solubles; L*, a*,
b*, Ca™ y hyy parametros del sistema CIELAB.
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Tabla 3.35 c. Coeficientes de determinacién (R?) de las regresiones para los compuestos

bioactivos y pardmetros de calidad de frutillas frescas cortadas en cuartos almacenadas a

distintas temperaturas.

Cortadas en cuartos (CC)

T(erg;) Orden AA ADHA SS pH L* a*  b* Cu*  hw
wc 170 NA 09483 NA 09388 NA 06677 06571 06806 05825
n=1 NA 07962 NA 09339 NA 06726 0,6496 06835 0,5721

oc N=0 08882 09720 03870 09307 08110 08806 08962 08962 08618
n=1 08859 08538 0,3897 00261 08170 0,8841 0,9033 0,9028 0,8526

3 N=0 07100 09476 0760L 09567 09292 09120 09428 00307 09438
n=1 06903 09663 07612 00533 09205 0,094 0,9572 09331 0,9505

e N0 08115 09664 08790 09589 0,7685 0,8438 06760 06133 05691
=1 08061 0,7862 0,8718 09602 0,7698 0,8563 0,7071 0,6262 0,5957

NA: no ajusta. AA: acido ascorbico; ADHA: acido dehidroascérbico; SS: sélidos solubles; L*, a*,
b*, Cap* Y hap pardmetros del sistema CIELAB.

3.3.2.2.2 Determinaciéon de la constante de reaccién y calculo de las energias de
activacion para los atributos estudiados

En la Tabla 3.36 se exponen los valores de las constantes de reaccion obtenidas y las
energias de activacion (Ea) calculadas con sus respectivos valores de coeficientes de
determinacién (R?) para los atributos &cido ascérbico, 4cido dehidroascérbico, sélidos
solubles y pH, que ajustaron a cinéticas de reaccion de orden cero. En la Tabla 3.37 se
expone la misma informacion para los parametros de color: L*, a*, b*, Cp* Yy ha. Se
informan también los valores iniciales experimentales (Qo) de cada atributo para cada grado
de corte.

Con respecto al contenido de AA, las frutillas ED mantuvieron los niveles practicamente
constantes durante el almacenamiento a todas las temperaturas ensayadas (2, 6, 13 y 20°C).
El contenido de AA de las frutillas CM se mantuvo constante a 2 y 6°C durante 10 dias de
almacenamiento. A 13°C, se encontraron disminuciones leves a los 8 dias, y a 20°C las
frutillas cortadas en mitades experimentaron una pérdida del 17 % de AA a los 3 dias de
almacenamiento. En estas muestras las disminuciones de AA con el tiempo de
almacenamiento a diferentes temperaturas fueron nulos o leves, por lo que no pudieron

determinarse las constantes (k(T)) de pérdida de calidad para este atributo.
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El contenido AA de las frutillas CC almacenadas a 2°C se mantuvo constante hasta los 15
dias que duro la experiencia. En cambio, a las otras temperaturas ensayadas, se observo un
aumento del catabolismo de AA a medida que aumentaba la misma, lo que puede verse a
través de los aumentos de los valores de las constantes de velocidad de reaccion (K)
obtenidos a temperaturas crecientes (Tabla 3.36).

El pardmetro Qo dado por la Ecuacion 3.41, al igual que la Ea, permite evaluar la
funcionalidad de la temperatura con la cinética de reaccion. Para entender este concepto, un
valor de Qi igual a 2 a 10°C, indicaria que un aumento en la temperatura de 10°C (de 10 a

20°C) provocaria una duplicacion en la cinética de la reaccion.

Ea 10
iy [m] (3.41)

En la Tabla 3.38 se exponen los valores de Qi calculados para los atributos estudiados a

In QIO:

10°C. Como se puede observar la especie AA en las frutillas CC tiene un Qi alto, de mas
de 8, lo que significaria un aumento de ocho veces en la cinética de degradacion por un
aumento de 10° C en la temperatura de almacenamiento.

El contenido de acido dehidroascorbico (ADHA) aumentd en todos los tipos de corte y
temperaturas ensayadas en los periodos de almacenamiento testeados. Las constantes de
velocidad de reaccion aumentaron en funcion de la temperatura para cada tipo de corte
(Tabla 3.36). Las energias de activacion obtenidas para las frutillas CM y CC fueron
mayores que las obtenidas para las frutillas ED, lo que indicaria una “mayor sensibilidad”
de estas frutillas a la temperatura, lo cual estaria de acuerdo con los valores de Qo hallados
(Tabla 3.38).

La mayor formacion de ADHA (10 veces) ocurrid en las frutillas cortadas en cuartos
almacenadas a 20°C por 2 dias. Como se describié en la seccion 1.3.2.1.1, el &cido
dehidroascorbico es el primer producto de oxidacion del acido ascérbico y posee actividad
vitaminica, aunque menor que la que presenta el AA (Otsuka y col. 1986, Hernandez y col.,
2006). La suma del contenido de AA y ADHA representa el contenido de vitamina C de las
frutas. Una ulterior oxidacion del ADHA origina &cido dicetoguldnico, el cual no tiene
actividad vitaminica, lo que produce una pérdida de vitamina C.

El contenido de vitamina C en las frutillas frescas se mantuvo practicamente constante (2 y

6°C) durante 15 y 10 dias de almacenamiento, respectivamente, o con leves pérdidas
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(menores al 10 %) a 13 y 20°C durante 9 y 3 dias almacenamiento, respectivamente, para
los todos los tipos de corte. Estos resultados no pudieron modelarse mateméaticamente. Se
puede inferir que el aumento del grado de corte y la temperatura de almacenamiento de las
frutillas frescas no produjeron perdidas de vitamina C, solo produjeron cambios por
oxidacion de acido ascorbico a acido dehidroascorbico. Estos resultados estarian de acuerdo
con los de Gil y col., (2006), quienes reportaron que la vitamina C se mantuvo constante en
frutillas frescas cortadas en cuartos variedad Seascape luego de 9 dias de almacenamiento a
5°C, observandose una pérdida en el contenido de AA del 13%, y un aumento de 3,6 veces
en el contenido de acido dehidroascorbico.

Por otra parte, Odriozola-Serrano y col., (2010), reportaron una pérdida del 40% en el
contenido de vitamina C en frutillas frescas cortadas en cuartos variedad Camarosa luego
de 21 dias de almacenamiento a 4°C. Este aumento en el catabolismo de la vitamina C
reportado por los autores podria deberse a la mayor acumulacion de dioxido de carbono en
la atmoésfera modificada pasiva debido a la respiracion del producto fresco cortado al cabo
de 21 dias de almacenamiento.

Aparentemente, muy bajas concentraciones de O, y muy altas concentraciones de CO, en
los envases podrian aumentar el estrés oxidativo de las frutillas frescas cortadas, que a su
vez favoreceria la actividad de la enzima peroxidasa (POD) con una consecuente oxidacion
de &cido ascorbico. ElI aumento en los niveles de CO, provocaria la acidificacion del
citoplasma de las células vegetales con la consecuente disfuncion mitocondrial, lo que
produciria una acumulacion de especies de oxigeno reactivo (ROS), tales como el
superoxido (Oy) y el perdxido de hidrégeno (H,0,), responsables del estrés oxidativo. Las
especies ROS pueden causar peroxidacion lipidica y la subsecuente pérdida de la integridad
de las membranas (Cantos y col., 2002). Adicionalmente, en presencia de H,O, la
peroxidasa cataliza la oxidacion de sustratos tales como compuestos fendlicos, aminas, y
ciertos compuestos heterociclicos como la vitamina C y el indol. Oms-Oliu y col., (2008),
reportaron un importante incremento en la actividad de la enzima peroxidasa de melon
fresco cortado “Piel de sapo” almacenado en atmodsfera modificada pasiva de bajo
contenido de O, y alto contenido de CO, durante 14 dias a 4°C, lo cual provoc6 un marcado

descenso en el contenido de vitamina C.
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Tabla 3.36. Constantes de reaccién (K) y funcionalidad con la temperatura (Ea) de
compuestos bioactivos y parametros de calidad en frutillas frescas enteras despedunculadas
(ED), cortadas en mitades (CM) y cortadas en cuartos (CC).

) Temp. ED CM CC
Parametro
(°C) K + DS K + DS K + DS
AA 2°C - - -
(mg 100 g™ FF) 6°C - - 0,26 + 0,05
13°C - - 0,6+0,2
Qoep=47,1+0,7 20°C - - 5,6 +2,0
Qocm=410+06  Ea (KJmol?) - - 148,4
Qocc=40,8+0,5 R? - - 0,9355
ADHA 2°C 0,250 + 0,04 0,22 + 0,02 0,35 + 0,03
(mg 100 g™ FF) 6°C 0,37 + 0,03 0,30 + 0,02 0,62 + 0,05
13°C 0,45 + 0,03 0,7+0,1 0,61 + 0,07
Qoep=1,2+0,7 20°C 1,2+0,4 2,7+04 49+0,6
Qocm=1,2+0,1 Ea (KJ mol?) 53,5 93,4 87,1
Qocc=1,4+0,4 R? 0,9204 0,9699 0,7921
SS 2°C - 0,027 + 0,009 -
(° Brix) 6°C 0,054+ 0,005 0,10 + 0,03 0,04 + 0,02
13°C 0,16 + 0,05 0,13 £ 0,05 0,16 + 0,05
Quep=8,1%£0,1 20°C 06+0,2 04+0,1 0,8+0,2
Qoem=7,4%0,1 Ea (KJ mol™?) 102,2 94,7 150,6
Qocc=7,2+0,1 R? 0,9985 0,9292 0,9992
2°C 0,017 £0,002 0,021 +0,004 0,031 + 0,003
pH 6°C 0,027 £0,001 0,030 + 0,005 0,040 + 0,006
13°C 0,033+0,004 0,034 +0,002 0,044 + 0,005
Qoep = Qoem = Qocc 20°C 0,057 +0,004 0,075+0,008 0,097 + 0,02
=3,3%0,1 Ea (KJ mol™) 42,0 42,6 40,0
R? 0,9950 0,9065 0,8861

AA: 4cido ascorbico; ADHA: &cido dehidroascorbico, SS: solidos solubles.
Ea: energia de activacion. Qo: valor del pardmetro experimental a tiempo cero.
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Tabla 3.37. Constantes de reaccién (K) y funcionalidad con la temperatura (Ea) de

(CM) y cortadas en cuartos (CC).

pardmetros de color en frutillas frescas enteras despedunculadas (ED), cortadas en mitades

Parametro Temp. ED CM CC
(°C) K + DS K + DS K + DS
L* 2°C - 0,23 +0,01 -
6°C 0,3+0,2 0,25 + 0,01 0,33+ 0,08
Quep=31,1+11 13°C 0,5+0,2 0,5+0,3 0,69 + 0,09
Qocm=34,3%0,6 20°C 1,0+0,5 1,4+1,0 1,6 +0,6
Qocc=31,7+02  Ea(KJmol?) 51,9 68,8 76,6
R? 0,9938 0,9180 0,9860
a* 2°C 0,3+0,1 0,42 + 0,09 0,32 + 0,09
6°C 04+0,2 0,8+0,2 0,7+0,1
Quep=31,9+1,3 13°C 0,7+0,1 1,1+0,2 0,8+0,1
Qocm=36,0+0,4 20°C 1,4+0,7 2,5+0,3 2,3+0,7
Qocc=34,6+03  Ea(KJmol?) 56,1 60,7 67,0
R? 0,9875 0,9487 0,9398
b 2°C 04+0,1 05+0,1 0,4+0,1
6°C 0,6+0,2 1,0+0,2 0,7+0,1
13°C 0,8+0,2 1,4+0,1 1,0+0,1
Qoen = é‘ig : é‘; 20°C 17+0.4 26+0.6 2+1
QOCM: lo3:04 EA(KI mol ) 52,7 54,0 61,9
Qocc=19.3 %0, R? 0,9681 0,9602 0,9553
o 2°C 0,5+0,2 06+0,1 05+0,1
ab 6°C 0,6+0,3 1,2+0,3 0,9+0,1
13°C 1,0+0,2 15+0,2 1,2+0,2
Qoen = ig%ﬁ%% 20°C 21409 3+1 341
QOCM: 396:0a FEa(KI mol ™) 55,5 50,2 61,8
Qocc=39,6 0, R? 0,9781 0,9491 0,9478
h 2°C 0,34 + 0,09 0,46 + 0,09 0,3+0,1
ab 6°C 0,5+0,3 0,9+0,2 0,7+0,1
13°C 0,9+0,2 1,3+0,1 1,0+0,1
Queo= 21913 20°C 18406 2005 2+1
QOCM: 201+03 Ea(Kl mol ) 59,4 49,8 56,7
Qoce=29,1£0, R? 0,9925 0,9337 0,964

L*, a*, b*, Cy* Yy hy, parametros del sistema CIELAB.
Ea: energia de activacion. Qo: valor del parametro experimental a tiempo cero.
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Tabla 3.38. Valores de Q0 a 10°C para compuestos bioactivos y pardmetros de calidad en
frutillas enteras despedunculadas (ED), cortadas en mitades (CM) y cortadas en cuartos (CC).
Q10 (T =10°C)

Atributo ED CM cC
AA - - 8,60
ADHA 2,17 3,88 354
SS 440 395 9,34
pH 184 185 1,79
L* 2,15 2,71 3,04
a* 2,26 2,41 2,64
b* 2,15 2,19 245
Cav™ 2,24 2,07 245
Nab 2,37 2,06 2,27

AA: é&cido ascorbico; ADHA: 4cido dehidroascérbico; SS: sélidos solubles; L*, a*, b*, C,,* y hap
parametros del sistema CIELAB.

En cuanto a los sélidos solubles, la tendencia fue de una disminucién con el periodo de
almacenamiento, lo cual es evidente ya que son degradados por la fruta para su
metabolismo. Los soélidos solubles decayeron mas rapidamente en las muestras
almacenadas a las temperaturas mas altas, lo que se refleja en las constantes de velocidad
obtenidas para los tres tipos de corte. De acuerdo a las energias de activacion y los valores
de Q1o obtenidos (Tablas 3.36 y 3.38), la temperatura afecté de igual manera la deplecion
de este atributo en las frutillas enteras despedunculadas y cortadas en mitades, siendo las
frutillas cortadas en cuartos las mas sensibles a la temperatura.

El pH tendié a subir con el tiempo y a medida que aumentaba la temperatura para un
mismo tipo de corte. Este hecho hace evidente el uso por parte de la fruta de algunos acidos
organicos para las actividades de respiracion y metabolismo. De acuerdo a las energias de
activacion y los valores de Qo obtenidos (Tablas 3.36 y 3.38), podemos inferir que la
temperatura afect6 de igual manera el aumento de este atributo para todos los cortes de
frutillas estudiados.

En cuanto al color, se registr6 una disminucion del término L* con el tiempo de
almacenamiento para todas los cortes y temperaturas ensayadas. La disminucién de L* se
traduce en un oscurecimiento de las frutas, siendo este fenOmeno mas rapido en las
muestras almacenadas a las temperaturas mas altas, lo que se refleja en las constantes de

velocidad obtenidas para los tres tipos de corte. Segun las energias de activacidn obtenidas
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(Tabla 3.37), habria una mayor sensibilidad al oscurecimiento con aumentos de la
temperatura a medida que aumenta el grado de corte. Wright y Kader, (1997), reportaron
una disminucion con el tiempo de almacenamiento del término L* en frutillas frescas
enteras despedunculadas y cortadas en cuartos variedad Selva almacenadas a 5°C por 7
dias, siendo el oscurecimiento mas notable en las frutillas cortadas que en las enteras. Los
valores de ha,* disminuyeron con el tiempo de almacenamiento debido a las disminuciones
de los pardmetros a* y b*. Esta disminucién fue méas marcada a medida que aumentaba la
temperatura, reflejado por las constantes de velocidad observadas (Tabla 3.37); ademas
segun las energias de activacion obtenidas, la disminucion del pardmetro no dependeria del
grado de corte practicado sobre el tejido vegetal. Valores de angulo de tono (hap*) mas
chicos con disminuciones de los valores de a* y b*, reflejarian un aumento de la tonicidad
de las frutas con el tiempo de almacenamiento. En cuanto a los valores de Cap*, se encontro
una disminucion del parametro con el tiempo a medida que la temperatura aumentaba para
todos los tipos de corte. La disminucion del parametro reflejaria la menor vivacidad de las
muestras con el tiempo de almacenamiento. Wright y Kader, (1997), reportaron pequefios
aumentos en los parametros a* y b* con el tiempo de almacenamiento en frutillas frescas
enteras despedunculadas variedad Selva almacenadas a 5°C por 7 dias, mientras que no
encontraron cambios en los mismos parametros en las frutillas frescas cortadas en cuartos.
La diferencia observada con los investigadores puede deberse a la forma en que se
efectuaron las mediciones de color. Wright y Kader, (1997), midieron el color sobre la
superficie de las frutillas frescas cortadas, mientras que en la presente tesis la medicion se
realiz6 sobre un homogeneizado del producto.

Con respecto al contenido de antocianinas totales, si bien las mismas son parte de los
compuestos fenolicos totales, experimentaron una pérdida con el tiempo de
almacenamiento en todos los tipos de corte (Tablas 3.39). Las antocianinas son moléculas
muy inestables y altamente susceptibles a la degradacion. Su estabilidad esta afectada por
varios factores tales como el pH, la temperatura, la estructura quimica, su concentracion, la
luz, el oxigeno, la presencia de enzimas, proteinas y metales (Maarit y Heinonen, 2002).
Como se observa en la Tabla 3.39, las constantes de velocidades de reaccion de orden cero
calculadas a 2, 6 y 13°C, no se diferenciaron entre si, por lo que la cinética de cambio de

las antocianinas totales pareceria no depender de la temperatura en ese rango. Este
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fendmeno se observo independientemente del tipo de corte evaluado. Sin embargo, a 20°C,
de acuerdo al valor de K obtenido, la degradacion de las antocianinas ocurrié mas
rapidamente.

De acuerdo a Zheng y col., (2007) y Odriozola-Serrano y col., (2010), el almacenamiento
de frutillas frescas cortadas en atmdsferas con un contenido de O, < 21 KPa, como el que se
presenta en las atmdsferas modificadas pasivas, aumentaria el contenido de las antocianinas
totales, presumiblemente por la estimulacion de su sintesis via PAL, como se indico para
los fenoles totales. Contrariamente, la acumulacion del CO, de las atmosferas
desfavoreceria este aumento debido a la inhibicion de dos enzimas claves de la sintesis de
antocianinas (Holcroft y Kader, 1999). Ademéas cabe agregar, que por efecto del corte
entrarian en contacto la enzima polifenol oxidasa (PPO) con sus sustratos, los compuestos
fenolicos, y en presencia de oxigeno, se produciria una oxidacion de los fenoles (Toméas—
Barberan y Espin, 2001).

Tabla 3.39. Constantes de reaccion (K) y funcionalidad con la temperatura (Ea) de antocianinas
totales (Ant T) en frutillas frescas enteras despedunculadas (ED), cortadas en mitades (CM) y
cortadas en cuartos (CC).

Temp. ED CM CcC

z 2 2 2
Parametro (°C) K + DS R K + DS R K + DS R

Ant T 2°C 1,0+01* 0,9262 0,37 +0,08° 0,7422 0,65+ 0,09 0,8825

(mg 100 g™ FF) 6°C 0,95+ 0,04 0,9937 0,24+0,066 05805 09+0,2° 0,8533

13°C 0,84 +0,06° 09775 0,3+0,1* 06153 0,7+0,1* 0,8606

Quep=41,2+0,3 20°C 5+ 2° 0,7990 2,4+0,3° 0,9552 4,3+ 0,7° 10,9487
Qocm=32,1£0,9 Ea* (KJ mol™?) 62,9 70,9 70,4

Qo(;c =334+04 R2 - - _

Ea*: energia de activacion estimada con dos puntos. Letras mindsculas distintas indican diferencias
estadisticamente  significativas (p<0,05) para un mismo corte con la temperatura de
almacenamiento.

Por lo tanto, el resultado final de la concentracion de antocianinas totales estaria
determinado por dos fendmenos, uno de sintesis en respuesta al estrés provocado por el
corte y otro de degradacion producido tanto por el aumento de la temperatura, la inhibicion
de la sintesis por la acumulacién de CO,, y la activacién de la PPO. Como se observa en la
Tabla 3.39, una estimacion de las energias de activacion, indicaria una mayor sensibilidad a
la degradacion con la temperatura de las antocianinas en las frutillas cortadas que en las

enteras.
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4.1 “Desarrollo y puesta a punto de métodos y técnicas analiticas”

Se desarroll6 y optimizd6 un método UV-HPLC répido y conveniente para la
cuantificacion de acido ascorbico (AA), acido dehidroascérbico (ADHA) y vitamina
C en frutillas utilizando disefios experimentales, y optimizacion simultanea a traves
de la funcion deseabilidad de Derringer. Se obtuvieron condiciones Optimas de
longitud de onda, velocidad de flujo y pH de la fase movil. Se realiz6 una
validacion exhaustiva del método, la cual demostré que el método propuesto es

lineal en el rango de concentraciones estudiado, sensible, preciso, exacto y robusto.

El método optimizado y validado se utilizé para determinar el contenido de AA,
ADHA y vitamina C en frutillas variedad Selva, compradas en el mercado local (de
origen Mar del Plata) y Camarosa, obtenida directamente de un productor regional
de la zona de Arroyo Leyes (Santa Fe). Las determinaciones se realizaron en
distintos afios de cosecha. De acuerdo a los resultados, la variedad Camarosa es la
que presentaria menor variabilidad en el contenido de vitamina C con el afio de
cosecha, comparada con la variedad Selva. Como se indico el contenido de vitamina
C de frutas y hortalizas depende de la especie, cultivar, estado de madurez, y de la

manipulacion postcosecha.

Se desarroll6 un método DAD-HPLC para la identificacion y cuantificacion de los
principales compuestos fendlicos en frutillas en una sola corrida cromatogréfica. La
extraccion con metanol con una posterior hidrolisis acida demostré ser adecuada
tanto para los estandares de compuestos fenolicos como para los extractos de
frutillas. Se demostré la conveniencia del uso de una fase movil basada en metanol
en reemplazo del acetonitrilo (solvente organico méas comdnmente utilizado en estos
andlisis). Se realizd una validacion exhaustiva, la cual demostré que el método
propuesto es lineal en el rango de concentracion estudiado, sensible, preciso y

exacto.
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El método desarrollado se utilizd para determinar y cuantificar el perfil de
compuestos fendlicos de las frutillas variedad Camarosa y Selva. Se detectaron
diferencias en la ocurrencia y concentracién de compuestos fenolicos para ambos
cultivares. En las frutillas Camarosa se encontrd un mayor contenido en
antocianidinas, sobre todo pelargonidina, lo cual explica el color rojo mas vivido
detectado para este cultivar. El contenido de fenoles totales obtenido como la suma
aritmética de los compuestos fendlicos hallados en cada cultivar antes de la
hidrélisis acida fue mayor en las frutillas Selva que en las frutas Camarosa, aunque
luego de la hidrolisis acida esta diferencia no resulto significativa .

4.2 “Estudio de la operacion de lavado-desinfeccion de frutillas frescas

cortadas con acido peracético (APA)”

Los resultados del proceso de lavado-desinfeccion N° 1 de frutillas frescas cortadas
en cuartos variedad Camarosa en el espacio experimental ensayado (0 - 80 mg L™
acido peracético, 4 - 40°C, y 10 - 60 s), indicaron que las variables de proceso y los
niveles utilizados en la operacion afectaron la retencién de AA. Esto se pudo
cuantificar a través del modelo desarrollado. Aplicando dicho modelo, un
tratamiento con 80 mg L™ de APA, concentracién recomendada para el lavado de
frutas y hortalizas por el Codigo Federal de Regulaciones de los E.E.U.U., a40°Cy
60 s, resultd en una retencién predicha de AA del 72,9 %. Ademas, las retenciones
de compuestos bioactivos (vitamina C, antocianinas y fenoles totales), capacidad
antioxidante y pardmetros de calidad (sélidos solubles, pH, acidez total y
parametros de color) no fueron afectados por las variables del proceso en el espacio
experimental estudiado.

Por otra parte, el proceso de lavado-desinfeccion en las diferentes condiciones
ensayadas afectd levemente y en forma similar la actividad de las enzimas PAL
(fenilalanina-amonia liasa) y PG (poligalacturonasa). En cuanto a las enzimas PME
(pectinmetilesterasa) y PPO (polifenoloxidasa), las diferentes condiciones de la
operacion de lavado-desinfeccion produjeron cambios significativos, los cuales

pueden representarse con los correspondientes modelos obtenidos.
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Para el disefio de lavado-desinfeccion N° 2, (0 - 100 mg L™ 4cido peracético, 4 -
40°C, y 10 - 120 s) se estudiaron dos cultivares de frutillas, Camarosa y Selva. El
estudio permitié demostrar el comportamiento diferente de cada uno de los
cultivares de frutillas luego del proceso de lavado-desinfeccion. Las retenciones de
acido ascorbico, antocianinas totales, fenoles totales y capacidad antioxidante se
vieron afectadas por las variables del proceso, principalmente por la concentracion
de APA y el tiempo, y no se observaron diferencias entre los cultivares; por lo que
los resultados pudieron modelarse conjuntamente. Las predicciones realizadas con
los modelos obtenidos, trabajando a las maximas condiciones del disefio (100 mg L
! 4cido peracético, 40°C y 120 s), arrojaron retenciones superiores al 60 % en la
mayoria de ellos.

La retencion de vitamina C (AA + ADHA) y los cambios de color no se vieron
afectados por las variables de procesamiento dentro del dominio experimental
ensayado para el cultivar Camarosa. Sin embargo, para la variedad Selva, la
retencion de vitamina C y los cambios de color se vieron afectados por las variables
de la operacion.

Por otra parte, la reduccion de los microorganismos aerobios mesofilos fue afectada
por las variables del proceso en ambos cultivares de manera diferente y se
obtuvieron modelos predictivos para cada uno de ellos.

Estos modelos de prediccion para la retencion de compuestos bioactivos, capacidad
antioxidante y reduccion de microorganismos aerobios mesofilos demostraron ser
adecuados; ademas serian herramientas predictivas Gtiles para los procesadores de
frutillas frescas cortadas para mejorar la retencion de compuestos bioactivos en el
lavado-desinfeccién en condiciones variables de concentracion de &cido peracético,
temperatura y tiempo. Como se observd, diferencias en las variables de operacion
podrian conducir a productos con aportes nutricionales y nutracelticos diferentes

para los consumidores.

Una optimizacién simultanea de las respuestas estudiadas en el disefio de lavado-

desinfeccion N°2 permitio encontrar condiciones de lavado en dos escenarios: a)
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maximizando la reduccion microbiologica con retenciones en los compuestos
bioactivos del 90%, y b) priorizando la retencion de compuestos bioactivos con una
buena reduccion microbioldgica. Experiencias de validacion de los modelos
obtenidos usando frutillas Camarosa permitieron demostrar la eficacia de los
mismos Yy el andlisis sensorial con panel entrenado aporté informacién adicional
sobre la calidad de los productos obtenidos en las condiciones de optimizacion
estudiadas.

4.3 “Estudio de las operaciones de corte y el almacenamiento de frutillas

frescas cortadas”

e EI efecto del minimo procesamiento en el dia cero de frutillas frescas cortadas
mostré una pérdida de compuestos bioactivos y solidos solubles. El efecto del corte
en frutillas enteras despedunculadas (ED), cortadas en mitades (CM) y cortadas en
cuartos (CC) y el subsiguiente lavado con APA en las condiciones que priorizaban
la retencion de compuestos bioactivos, ocasionaron péerdidas que aumentaron con el

grado de corte practicado en el tejido vegetal.

e EI estudio del posterior almacenamiento de las frutillas frescas cortadas a
temperaturas crecientes mostro, en general, un desmejoramiento en los atributos
estudiados a medida que aumentaba el grado de corte y la temperatura de la

conservacion.

e La evolucion de los atributos (acido dehidroascorbico, solidos solubles, pH y
parametros de color) en funcion del tiempo pudo ser modelada con cinéticas de
orden cero en todos los tipos de corte practicado, a todas las temperaturas ensayadas
(2, 6, 13 y 20°C). La dependencia de las constantes de reaccién con la temperatura
mostré un buen ajuste con la ecuacion de Arrhenius. Las energias de activacion
calculadas para los distintos atributos mostraron, como tendencia general, una
mayor sensibilidad a la temperatura de las frutillas frescas cortadas que las enteras

despedunculadas.
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La evolucion del contenido de acido ascérbico solo pudo modelarse con cinética de
orden cero en las frutillas CC. El contenido de acido ascorbico de las frutillas ED y
CM no mostraron cambios con la temperatura y el tiempo de almacenamiento. Por
su parte, la vitamina C se mantuvo practicamente invariable en todas las

temperaturas, a lo largo de la conservacion para todos los cortes estudiados.

El efecto del estrés abiotico ocasionado por el corte provoco la acumulacion de
compuestos fendlicos. Se registraron aumentos significativos a dias especificos de
la conservacion para cada tipo de corte ensayado. Cuanto mayor fueron el grado de
corte y la temperatura de conservacion, mas rapido ocurrio el aumento. Ademas los
mayores aumentos (23 % del basal) se dieron en las frutillas frescas cortadas en
cuartos, las de mayor grado de injuria. Al final de la conservacion, los contenidos de
fenoles totales en las frutillas frescas ED, CM y CC se mantuvieron précticamente

constantes respecto de los valores iniciales.

En el caso de las antocianinas totales, se observé una disminucion de su
concentracion con el tiempo de almacenamiento, hecho méas marcado en las
muestras almacenadas a 20°C. Aparentemente la sintesis de antocianinas en
respuesta al estrés provocado por el corte atenuaria la degradacion producida tanto
por el aumento de la temperatura, la activacion de la polifenoloxidasa, y la
inhibicion de la via sintética de las antocianinas producida por la acumulacién de

CO;, en los envases.

Por lo general, la capacidad antioxidante acompafio la evolucion presentada por los
compuestos fendlicos totales. Sin embargo, las frutillas cortadas (CM y CC),
almacenadas a 20°C mostraron una disminucion con el tiempo, probablemente por

la reduccién en el contenido de &cido ascarbico ocurrido en esas condiciones.

De acuerdo a los resultados obtenidos, las frutillas frescas cortadas en cuartos
experimentarian el mayor detrimento de su calidad a medida que aumenta la

temperatura de conservacion, por la mayor injuria recibida en el tejido vegetal que
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acelera el metabolismo. Contrariamente, el estrés abiotico que produce el cortado de
las frutillas frescas en cuartos, induciria un incremento en el contenido de fenoles
totales con un consecuente aumento en su capacidad antioxidante, siendo este
aumento acelerado al incrementar la temperatura de conservacion. Por lo tanto, se
podrian preparar frutillas frescas cortadas en cuartos y conservarse a temperaturas
bajas (2°C), obteniéndose de este modo productos con un mayor nivel en
compuestos fendlicos, lo que significaria un potencial bioactivo aumentado.
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