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Resumen

RESUMEN

La utilizacién de sulfitos en hortalizas y frutas de consumo directo fue restringida
por la FDA, ya que podian causar problemas en la salud. En la actualidad, en
patatas minimamente procesadas estdn permitidos los sulfitos debido a que
estos desaparecen con el cocinado. Sin embargo, la tendencia en los Ultimos
anos es reducir o evitar su uso, motivo por el cual ha sido necesario llevar a
cabo estudios en busca de una alternativa a este agente conservante.

En el presente estudio se evaluaron diferentes técnicas de conservacion, lo mds
naturales posibles, para mantener la calidad de patatas (cv. Monalisa)
minimamente procesadas almacenadas durante 14 dias a 4 °C.

Para ello dos estrategias fueron planteadas, por un lado la utilizacién de
compuestos o soluciones antipardeantes, natfurales o sus derivados. Por otro
lado, la aplicacién de modificaciones en el procesado, en combinacién o no
con compuestos antipardeantes. En todos los casos, el estudio se redlizd en
patatas laminadas de 5 mm de espesor, envasadas en aire y almacenadas 14
dias a 4 °C.

Entre las alternativas estudiadas se encontfraron el uso combinado de 4-
hexilresorcinol con dcido ascérbico y de N-acetil-L-cisteina con dcido citrico; la
aplicacién combinada de modificadores de la textura, como el cloruro cdlcico
o un pre-tratamiento térmico, con una solucién antipardeante; y la utilizacién de
diferentes extractos de especias, atendiendo a su capacidad para inhibir la
enzima PPO y su pofencial anfipardeante.

Los resultados indicaron que la solucién antipardeante 0,005 % HR + 2 % AA
mantenia la calidad de las PMP durante 14 dias a 4 °C. Se comprobd que la
aplicaciéon de un choque térmico (entre 50 y 65 °C durante 5 min) en lonchas de
PMP activa la reaccion de la enziima PME, lo que se traduce en un aumento de
la dureza tras el cocinado, siendo el efecto mds marcado a mayor temperatura
del pre-tratamiento térmico. Ademds, se observdé que la aplicaciéon de la
solucion antipardeante 0,005 % HR + 2 % AA contfrolaba el pardeamiento
enzimdtico que aparecia tras la aplicacidon de los choques térmicos, ya que se
produce un mayor deterioro de la calidad visual a mayor temperatura de CT.
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Resumen

Asimismo, anadir cloruro cdlicico (2 %) en el agua gque se usa para el choque
térmico, tuvo mayor efecto sobre la calidad visual de las lonchas que sobre la
textura en si misma, excepto a la temperatura de CT 65 °C donde se observd
inicialmente un incremento en la dureza de las lonchas tras ser cocinadas. En
general, el uso de un choque térmico a 50 °C-5 min previo a la aplicacion de la
solucién 0,005 % HR + 2 % AA, fue la combinacidon que mantuvo la calidad visual
de las PMP durante al menos 14 dias.

En cuanto a los resultados del estudio de extractos naturales, de 14 especias
evaluadas inicialmente, tan solo los extractos de té verde, qjo y salvado de tfrigo
presentaron una capacidad para inhibir la actividad de la PPOp mayor del 50 %,
en las condiciones establecidas. Se realizé una optimizacién de sus extracciones
en agua. Sin embargo, solo las soluciones de té verde y aqjo fueron capaces de
confrolar el pardeamiento enzimdtico de PMP durante los 14 dias de
almacenamiento a 4 °C, en las condiciones establecidas. Estos resultados
indican que el té verde y el ajo poseen compuestos con capacidad para inhibir
la reaccion de la principal enzima responsable del pardeamiento enzimdtico en
patatas.
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Abstract

ABSTRACT

The use of sulfites was restricted by the FDA in fruits and vegetables for direct
consumption, due to their potential hazard for consumers. However, sulfites are
still allowed in minimally processed potatoes because they are eliminated during
the cooking process. Nevertheless, the current trend to reduce or avoid its use,

made necessary to carry out studies to find alternatives to this preservative.

In this research work, different preservation techniques to maintain the quality of
minimally processed potfatoes (cv. Monalisa) stored for 14 days at 4 °C, were

evaluated.

On the one hand, the use of antibrowning compounds, natural solutions and its
derivatives was studied whilst on the other hand, modifications of the preparation
process, combined or not with antibrowning compounds, was also evaluated. In
all the cases, the study was carried out on 5 mm thick sliced potatoes, packed

under air and stored for 14 days at 4 °C.

In the first block of experiments, the combined use of 4-hexylresorcinol with
ascorbic acid and of N-acetyl-L-cysteine with citric acid was studied; in the
second block, the combination of texture modifiers, such as calcium chloride or a
heat shock, with an antibrowning solution was examined. Finally, in the third
block, different extracts from spices, were evaluated for their ability to inhibit the

enzyme PPO and their anfibrowning potential.

The results indicated that the antibrowning solution of 0.005 % HR + 2 % AA was
able in maintaining the quality of the MPP for 14 days at 4 °C. Also, it was found
that the application of a heat shock (between 50 and 65 °C for 5 min) activated
the PME enzyme, which in turn, provoked an increase in hardness after cooking
the slices. This effect was more pronounced at the higher temperatures. At the

same time, the heat shock activated the PPO, and this effect could be controlled
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by the application of an antibrowning solution contfaining 0.005 % HR + 2 % AA.
Also, the addition of calcium chloride (2 %) in the water used for the heat shock
had a greater effect on the visual quality of the slices than on the texture, except
at the highest temperature. In effect, at 65 °C an increase in the hardness of the
slices was observed after cooking. In general, the combination of a heat shock at
50 °C for 5 min followed by the antibrowning solution was the best combination to
maintain the visual quality of the minimally processed potatoes for at least 14

days.

Among the 14 natural extracts evaluated in vitro, only those from green tea,
garlic and wheat bran showed a positive effect in inhibiting the activity of the
PPO above 50 %. For these species, opfimization was developed for water
exiractions. However, when applied in vivo, only the green tea and garlic
solutions were able to confrol the enzymatic browning of the potatoes during 14
days of storage at 4 °C. These results indicated that both, green tea and garlic
have compounds with capacity to inhibit the reaction of the PPO, the main

enzyme responsible for the enzymatic browning in potatoes.
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Antecedentes

ANTECEDENTES

1. Generalidades de la patata

La patata (Solanum tuberosum L.) pertenece a la familia de las Solanaceae, la
cual también incluye al tomate, pimiento, berenjena y tabaco. Es una planta
dicotiledénea y potencialmente es perenne debido a su capacidad de

reproducirse por tubérculos, los cuales constituyen los drganos comestibles.

La patata es uno de los principales alimentos en el mundo y ocupa el cuarto

lugar en importancia después del arroz, el trigo y el maiz (FAO 2012).

Es un alimento rico en hidratos de carbono, principalmente almidén y fécula de
facil digestién, y su parte proteica presenta un alto contenido en aminodcidos y
proteinas de alto valor biocldgico. Posee cantidades significativas de vitamina C y
una importante proporcion del complejo B (B y Bs), ademds de ser rica en fibras
vegetales. La piel de la patata concentra las vitaminas pero también toxicos, por
ello hay que almacenarlas en la oscuridad para evitar el reverdecimiento, que
puede acumular elementos tdéxicos como la solanina (lllescas et al. 2008, USDA
2008).

Las patatas del cv. Monalisa son tempranas, de forma ovalada, de piel amarilla y
lisa, ojos superficiales y carne de color amarillo claro. Poseen buena aptitud para
el lavado y son flexibles para todo uso culinario como cocer, freir, etc. Tiene
presencia en el mercado durante todo el ano, tanto nacional como de
importacion, siendo una de las variedades de mayor comercializacion. Ha sido

clasificada como una patata de calidad (lllescas et al. 2008).

Respecto a su uso como hortaliza minimamente procesadas, esta variedad es
muy ufilizada en la zona norte de Espana, y es quizds la patata mds versatil del
mercado junto con al cv. Kennebec. Sin embargo, generalmente se trabaja con
la patata Agria, ya que presenta menores problemas de oxidacion en

comparacion con ofras variedades como es el caso del cv. Monalisa. Sin
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embargo, esta Ultima requiere poca limpieza, lo que la hace ser también muy

empleada en la industria.

2. Definicién de producto hortofruticola de IV gama

Las frutas y hortalizas frescas son elementos importantes en la dieta humana,
suponen importantes fuentes de sustancias esenciales como las vitaminas y los

minerales en mayor medida que otros alimentos.

La denominacién "IV gama" posee una amplia terminologia, donde destacan los
términos: minimamente procesados (minimally processed), parcialimente
procesados (partially processed), frescos cortados (fresh-cut), pre-cortados (pre-
cut), preparados para consumir (ready tfo eat), preparados para cocinar (ready
to cook), pre-preparados (pre-pepared) que, en esencia, son frutas y hortalizas
frescas sometidas a un nimero minimo de operaciones para mantener su

mdaxima calidad.

Las definiciones de un alimento de este tipo han ido evolucionando, Shewfelt
(1987) lo definid como un producto que poseia cierto valor extra por haberlo
sometido a tratamientos no convencionales como dosis bajas de irradiacién
aplicadas a mezclas de hortalizas, galletas saladas empacadas o alimentos
gourmet refrigerados; Huxsoll y Bolin (1989) consideraban el hecho de que un
alimento minimamente procesado puede ser utilizado o no para el consumo
directo, sirviendo como materia prima en otros alimentos. Mds recientemente,
otros autores hicieron hincapié en que un alimento minimamente procesado es
aquel cuya calidad (sensorial, organoléptica y nutricional) casi no ha sido
alterada después de algun tipo de procesamiento y ademds posee una vida de
anaquel amplia (Ohlsson 1994, Tapia de Daza et al. 1996). Para el desarrollo de
un alimento minimamente procesado muchos investigadores, han aplicado el
concepto de tecnologia de barreras o métodos combinados, a través de la

combinacién inteligente de factores de conservacion utilizados comUnmente,
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como altas o bajas temperaturas, control del pH o de la acftividad de agua,
junto con nuevas tecnologias como altas presiones, ultrasonido y pulsos

eléctricos, entre ofras.

La Asociacion Espanola de Frutas y Hortalizas Lavadas y Listas para su Empleo
(Afhorfresh) define un producto de IV gama como “los productos vegetales,
frutas y hortalizas frescas preparados, lavados y envasados que han podido ser
objeto de troceado, corte o cualquier ofra operacion relativa a la integridad
fisica del producto, listos para consumir o cocinar y destinados al consumo

humano”.

El producto mantiene sus propiedades naturales y frescura, con la diferencia de
que viene lavado, froceado y envasado, sin incorporar, si es posible, ningun tipo
de aditivo ni conservante. Exige como requisito imprescindible el mantenimiento
de la cadena de frio para su perfecta conservacion y tiene una fecha de

caducidad en torno a los 7 dias.

Las principales ventajas de estos productos para el consumidor y el canal de la

restauracion son:

> Son 100% aprovechables.

> Ahorro de tiempo. Son productos listos para su consumo vy précticos, no
requieren proceso de preparacién previa, tanto para los hogares como
para el canal de restauracion.

> Frescura. Conservan todas las propiedades organolépticas y nutricionales
de las frutas y hortalizas en fresco.

» Comodidad. No requieren limpieza, ni lavado. Requieren menos espacio y
no generan desperdicios.

> Saludables. Contribuyen a llevar una dieta sana y equilibrada, debido a
las propiedades beneficiosas de las frutas y hortalizas.

> Calidad. Son productos sometidos a estrictas normas de calidad y

seguridad alimentaria.
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> Mayor variedad. Esta categoria ofrece variedades que no se encuentran

facilmente enla 1° gama.

3. Situacion del mercado del sector de IV gama.

La aparicion y el desarrollo de los productos de la IV Gama se produjo en los
Estados Unidos a mediados de los anos 70 para posteriormente trasladarse a
Europa hacia 1980 (Alemania, Suiza, Francia, Holanda, etc.). Espana se incorpora

a este mercado tardiamente, en 1989.

Actualmente, la IV gama en Espaia estd todavia por debajo de los niveles de
otros paises europeos. El 80 % del lineal de los supermercados se reparte entre

dos grandes distribuidores, Verdifresh y Grupo Florette (Monje 2013).

Hortalizas
96,3%

TOTAL Volumen
75.340 comercializado
3,7% Frutas
TOTAL Volumen
10.445 exportado
TOTAL Volumen
7 importado

Figura 0.1. Principales cifras del sector de IV gama en 2012 (t) (Fuente: Comité de
Fruta y Hortalizas preparadas de Fepex).

Cabe destacar que el sector de IV gama estd sufriendo las consecuencias de la
crisis econdmica, que ha hecho que el consumidor reduzca el valor de su cesta
de la compra y sea mds racional en sus adquisiciones. El volumen de los
productos bdsicos, consumidos en el hogar, cayd por primera vez en décadas

durante el 2012, con un retroceso del 0,6 %. A pesar de esta situacion, el
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mercado de IV gama crecié un 1,7 % en volumen, segun el Comité de Fruta y

Horatalizas preparadas de Fepex (Figura 0.1) (Monje 2013).

En Espana, la demanda de los alimentos de IV y V gama procede
principalmente de empresas de catering y del canal de restauracién,
comedores industriales, centfros de ensenanza, hospitales, instalaciones militares y

cada vez mds, los hogares.

En cuanto al canal HORECA, el retroceso en el consumo fuera de casa ha
pasado factura a la hosteleria, que en 2012 sufrid una disminucidén en el nUmero
de establecimientos del 3,2 % y del 3,3 % en el valor de sus ventas. Esto ha
repercutido en la evolucion de la IV gama en este canal. Mientras que en 2011
se hablaba de una mejora del 5 % en HORECA, un ano después la cifra caia un 2
% (Figura 0.2). También se aiade que muchos negocios de la distribucién y de
las colectividades se han visto afectados por la reduccidén en la asistencia de
ninos a los comedores, que junto con el descenso de clientela, ha provocado
que los empleados hayan vuelto a realizar tareas en cocina que la IV gama

suplia (Monje 2013).

A nivel mundial, los alimentos de IV gama son consumidos en mayor cantidad en
paises desarrollados, con alto poder adquisitivo y especialmente en medios
urbanos. También existe un factor cultural importante, ya que, por ejemplo, la
sociedad inglesa valora aspectos como la rapidez de los platos preparados,
debido a su diferente cultura gastrondmica respecto a paises mediterrdneos. En
EE.UU. la media de consumo de productos IV gama por persona y ano es de 30
kg y la media europea es de 3 kg. En Europa, Reino Unido va a la cabeza con 12
kg, seguido de Francia, con é kg per cdpita, e ltalia, con cerca de 4 kg. Espana

se sitba entre 1,5y 2,8 kg (Alimentaria 2012).
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Figura 0.2. Volumen de consumo total de patatas, patatas procesadas y de verduras
y hortalizas de IV gama, en hogares a nivel nacional desde 2008 hasta 2013. (Fuente:
Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio ambiente).

En el mercado de patata de IV gama, sin embargo, la gran mayoria de los
clientes HORECA valoran positivamente las ventajas de la IV gama, ya que
supone ahorro en el coste, mano de obra, tiempo y merma de producto. La
patata y la cebolla ya tienen su sitio dentro de los productos IV gama. La
empresa lider en patatas es “lbérica de Patatas” con un volumen de 4200 t/ano.
En 2012 crearon “Patata Express” para la venta de patata pelada y cortada, con
una caducidad de 10 dias. Ademds utilizan muchas variedades de patata y tipos
de corte (hasta 11), lo que les permite una mayor segmentacion. La segunda
empresa mds importante es “Transformados de Patata de Alava” con un

crecimiento en del 3 % y previsto de hasta el 5 % en 2013 (Monje 2013).
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4. Operaciones de preparacion de la patata minimamente procesada

El proceso de elaboracién de patata de IV Gama comienza en el campo,
donde se cultiva la materia prima en las mejores condiciones (eleccion del

cultivar, riego, labores de campo y cosechado).

La recoleccidén del material vegetal debe hacerse en dOptimas condiciones de
higiene, en el grado justo de madurez y con el color y textura adecuados. Es un
paso importante para obtener un producto de alta calidad para su distribucion

en el mercado.

Desde el punto de vista industrial, el proceso comienza con la recepcion y
almacenamiento de las patatas.  La seleccion permite  separar  aquellos
tubérculos que no reunen las caracteristicas minimas de calidad. Durante la
seleccién se elimina el material sobremadurado, defectuoso, danado y alterado,
con el fin de procesar Unicamente las patatas que presenten una calidad
aceptable. En estas etapas también se puede incluir un pre-enfriamiento para
extraer el calor que contienen después de la recoleccion de forma rdpida y
reducir la temperatura para su aimacenamiento. Con ello se pretende ralentizar

los procesos bioldgicos, la senescencia y el desarrollo de danos y alteraciones.

Al inicio de la linea puede incluirse una operacién de desterrado para la
eliminacion de la tierra, que puede complementarse con una fase
de lavado con el fin de eliminar la suciedad del campo. Se recomienda realizar
el lavado en agua fria (3-4 °C) y utilizar unos 8 a 10 litros de agua por cada
kilogramo de producto procesado. Para la desinfeccion se utiliza generalmente

hipoclorito de sodio.

La operacion de pelado permite eliminar la cubierta externa de la patata, que
no es comestible, con el fin de que resulte un producto mds atractivo y listo para
su consumo. Si bien, existen numerosas técnicas de pelado, debido a las
caracteristicas de naturalidad y frescura requeridas para los alimentos

minimamente procesados, sélo un reducido niUmero de ellas puede ser utilizado.
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Quedan excluidos los métodos de pelado quimico (en los que se emplean
dcidos, dlcalis o sales), alta temperatura, congelacion o presidn, ya que influyen
negativamente en el sabor, apariencia y textura del producto. El sistema ideal es
el pelado mecdnico, aunque el manual genera muchos menos danos (Bolin et
al. 1977).

El cortado es una operacién de reduccidon de tamano mediante la cual, la
patata adquiere el aspecto definitivo que presentard en el momento de su
comercializacion. Las patatas frescas se pueden cortar de formas muy diversas,
siendo las mds comunes en rodajas, cubos o en tiras mediante mdquinas de alta

velocidad.

Las operaciones de pelado y corte aceleran la actividad respiratoria. Provocan
danos mecdnicos y ablandamiento del tejido vegetal que los tejidos cortados
constituyen barreras menos eficaces a la difusidn de los gases y toleran
concentraciones mds elevadas de O y niveles inferiores de CO2 que en los
productos intactos. De esta manera se llega a duplicar e incluso a cuadruplicar
su intensidad respiratoria como respuesta al estrés del corte (Sdnchez 2003). De
ahi que los productos troceados deban enfriarse a 4 °C inmediatamente

después del cortado.

La humedad residual y el exudado celular en la superficie de las patatas, tienden
a estimular el crecimiento de hongos y bacterias, asi como la oxidacién
enzimdtica, por lo que es recomendable un segundo lavado para eliminar

ademds la fécula que se desprende durante el corte.

Inmersién en fratamiento antipardeante se utiliza para prolongar la vida Util de las
patatas. El tiempo de contacto dependerd de la variedad, del tipo de corte y
del tipo de envasado. En la industria existe un uso extendido de sulfitos como
agente antioxidante. Sin embargo este compuesto puede provocar asma, asi
como sabores desagradables y una reduccién del valor nutricional de las

patatas (Sayavedra-Soto y Montgomery 1986, Langdon 1987, Ahvenainen, A. T.
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et al. 1998, Warner et al. 2000). Lo cual ha motivado numerosas investigaciones

para buscar alternativas a este producto.

El escurrido se realiza para eliminar los fluidos celulares que recubren el producto,
eliminando el exceso de agua en el fejido. Existen diversos tipos de secado,
mediante escurridores, centrifugas, tamizadoras o deshumectadores. Esta etapa
es importante en la extensidn de la vida Util del producto minimamente

procesado.

El pesado y el envasado de las patatas peladas y cortadas son las fases finales
del proceso. Se busca el envase mds adecuado, que incluye desde bolsas a
barquetas, tarrinas o bandejas. Siempre son envases fransparentes para que el
consumidor pueda percibir la frescura y calidad del producto. En esta etapa

también se incluiria el etiquetado.

El almacenamiento se redliza en condiciones de refrigeracién hasta su consumo.
La temperatura a la que tiene que estar el producto en todo el proceso, desde
que se recolecta la materia prima hasta la colocacidén en el punto de venta

debe oscilar enfre los 1y 4 °C.

5. Factores que afectan a la calidad de las PMP

5.1. Caracteristicas de la materia prima

La calidad y vida Util de los alimentos procesados depende de las caracteristicas
fisioldgicas, microbioldgicas y bioquimicas del vegetal empleado como materia
prima. De estas caracteristicas dependerd el grado de susceptibilidad a las

diferentes reacciones de deterioro.
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5.2. Condiciones de procesado

El efecto del procesado es un factor muy importante, ya que dependiendo de
las condiciones sanitarias y tecnolégicas que se adopten, se obtendrd una mejor
o peor calidad y vida Ufil en el alimento procesado. En el caso de las hortalizas
procesadas en fresco, se aplican diferentes tfratamientos simples o combinados
que las salvaguarden con eficacia frente a diferentes alteraciones. Entre ellas se
encuentran, fundamentalmente, las alteraciones de origen fisico o mecdnico
(deshidratacién, golpes, etc.), microbioldégicas (mohos, levaduras y bacterias) y
bioguimicas (pardeamiento enzimdtico, oxidaciones, alteraciones del aroma vy el
sabor, etc.). Esto es debido a que las reacciones que conducen al detferioro son
aceleradas en el procesado minimo, produciendo un impacto fisioldgico, tanto
mds grande cuanto mayor es el grado de procesado (Ohlsson 1994, Artes et al.
2007).

5.3. Condiciones de conservacion

En los vegetales minimamente procesados, las condiciones de conservaciéon
influyen de forma determinante en se metabolismo y en la calidad del producto
una vez almacenado. Es muy importante mantener la cadena de refrigeracion
continua durante su almacenamiento, distribucion y transporte, ya que de no ser

asi, se producird una pérdida irreversible de la calidad.

Otro factor muy relacionado y que también influye en el producto es el
envasado. En este caso, hay que tener en cuenta el material ya que, las
hortalizas minimamente procesadas contindan respirando. Es esencial la
presencia de oxigeno para que puedan mantener su integridad y calidad a
través de una respiracién aerdbica. Una concentraciéon baja de O2 (3-5 %)
retarda la respiracion y prolonga la vida Ufil (Ohlsson 1994). En patatas
minimamente procesadas las concentfraciones recomendadas para la
atmdsfera del envase son 1-3 % O2 y 6-9 % COa2. Si descienden los valores de

oxigeno y el CO2 aumenta, el producto tendrd que generar energia por medio
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de respiracién anaerdbica, cuyos compuestos finales dan origen a sabores y
olores anormales, produciendo una pérdida de la calidad del producto final
(Gorny, J.R. 2003).

6. Causas de deterioro de las PMP.

La pérdida de calidad de productos minimamente procesados puede ser
originada por diversas reacciones. Estas se pueden clasificar en cuatro grupos
dependiendo de si su origen es microbioldgico, enzimdtico, quimico o fisico y son
las responsables de los cambios de color, aroma, textura y valor nutricional del
alimento. Sin embargo, el pardeamiento y el desarrollo de microorganismos son
los problemas mds importantes causantes de la pérdida de la calidad y de la
vida Util (Kabir 1994, Varoquaux y Wiley 1994).

6.1. Deterioro microbiolégico

Debido a sus consecuencias para el consumidor final, la seguridad alimentaria es
uno de los aspectos mds importantes en la industria agroalimentaria. El desarrollo
microbiano en los alimentos puede producir ciertos cambios no deseados y en
las caracteristicas sensoriales del producto, en ciertos casos, el alimento puede
llegar a ser inadecuado para el consumo. Algunas de las operaciones realizadas
durante el procesado de la patata, como el pelado o el cortado, provocan una
pérdida de jugos celulares y exudados, los cuales constituyen pueden ser un

buen sustrato para el desarrollo microbiano (Tabla 0.1).

La flora microbiana presente en un vegetal minimamente procesado dependerd
del contenido de nutrientes, tipos de células, de los microorganismos presentes
antes y después del procesado, de los efectos del propio proceso y envasado y

de las condiciones de almacenamiento (Alzamora et al. 1998).

Hay ciertos microorganismos (indicadores) que son utilizados en el control de la
seguridad y calidad microbiolégica de los alimentos. En productos minimamente

procesados, son los microorganismos aerobios mesdfilos y psicrotrofos los
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ufilizados para estimar la flora total (Gunes y Lee 1997, Laurila et al. 1998). Esto se
debe a que estos microorganismos revelan la calidad sanitaria del alimento, el
grado de contaminacién de la materia prima, las condiciones sanitarias durante
el procesado minimo y si las condiciones de temperatura y de tiempo
empleadas han sido las adecuadas. Ademds, pueden ser utilizadas para la
prediccién de la vida Util en condiciones de almacenamiento (Tabla 0.1).

Tabla 0.1. Microorganismos implicados en el deterioro de vegetales minimamente
procesados.

Factor de - E Prevencion
deterioro fPo eclos control
Mic[oorganismos Salmonella Gastroenteritis Mantener baja
patogenos E.coli temperatura

Y. enterocolitica durante el

N proceso.

L. moncytogenes Meningitis

S. aureus Enterotoxinas

C. botulinum Botulismo Lavadoy
Otros Pseudomonas especies Prodedumbre blanda desinfeccion.

microorganismos bacteriana

Erwinia especies

Bacterias acido- Produccion de Uso de buenas

IGeticas metabolitos practicas de
Levaduras manipulacioén.
Mohos Rhizopus Podredumbre mohosa

gris, negra y blanda
acuosa

Fusarium y ofros Evitar medios

anaerobios.

Fuente: Perez (2003).

6.2. Textura

Junto con el color, la textura es uno de los principales atributos del producto que
puede influir en la aceptacion final por parte del consumidor, ya que tienen muy

claro que es lo que esperan, conocen las cualidades de la materia prima.

La textura de frutas y hortalizas fiene su origen en la turgencia debida a la

presion, y a la composicidon de las paredes celulares individuales del tejido vy la
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lamela media que actia de "pegamento" mantiene unidas las células
individuales. Las paredes celulares estdn compuestas por celulosa, hemicelulosa,
sustancias pécticas, proteinas y, en el caso de algunas hortalizas, lignina (Barrett
et al. 2010).

Por lo tanto, el ablandamiento es otra de las causas de pérdida de calidad del
los productos minimamente procesadas. Esto es debido principalmente a
cambios estructurales en las paredes celulares. En general, se considera que la
degradacién enzimdtica de los componentes de la pared celular se debe a la
accién de diversas enzimas (celulasas, hemicelulasas y las enzimas pécticas), por
lo que serian las principales responsables del ablandamiento. Sin embargo, el
ablandamiento no se debe solamente a la accién directa de las hidrolasas sobre
los componentes de la pared celular sino también a la accidon de unas proteinas,
las expansinas, que permiten el acceso a las hidrolasas a sus sustratos (Cosgrove
2000).

Existen diferentes factores que afectan a la textura de las patatas; por un lado,
pueden ser debidos a cambios naturales y fisioldégicos debido a la maduracién y
la senescencia. Por ofro lado, el procesado (cortado y laminado) puede inducir
una respuesta inmediata del tejido hacia el dano producido, ya que facilita la
puesta en contacto de enzimas y sus sustratos, ademds de provocar una

aceleraciéon en la respiracion (Toivonen y Brummell 2008).

Oftro factor es la temperatura, sin embargo, su influencia en la textura puede
producirse de dos formas: ablandando los tejidos de la patata (escaldado vy
cocinado) con la aplicacién de una temperatura alta. O puede aumentar la
firmeza mediante la aplicacién de pre-escaldado a baja temperatura, el cual se

tratard en mayor profundidad mds adelante, en apartado 8.1.
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6.3. Pardeamiento enzimatico

Perjudica la aceptacion organoléptica, nutricional y por tanto a la calidad
comercial de las patatas minimamente procesadas. Es uno de los temas que ha
recibido mayor atencién por parte de los investigadores por su impacto visual
(Molnar-Perl y Friedman 1990, Buta y Moline 2001, Canfos et al. 2002, Hwang et al.
2002).

La amplitud con que éste fendmeno puede suceder en la PMP depende de
multiples factores: climatolégicos, de tipo cultural (abonado, momento de
recoleccién, manejo del tubérculo, condiciones de almacenamiento, etc.)
(Burton 1989), estar ligados a la variedad (Pardo et al. 2000, Cantos et al. 2002,
Pineli et al. 2006) o depender de la propia constitucién del tubérculo (calibre y
distribucion interna de las sustancias precursoras del pardeamiento) (Rousselle et
al. 1998).

La producciéon de melanina es la principal responsable del pardeamiento de
frutas y hortalizas. El proceso de pardeamiento enzimdtico comienza con la
rotura de las membranas del tejido vegetal (Figura 0.3) (Toivonen y Brummell
2008). El estrés mecdnico y fisico que suele ocasionarse durante la
transformacidén de las materias primas en productos de IV Gama, crea una seial
que migra a tejidos adyacentes no danados e induce a una serie de respuestas
fisioldgicas (Saltveit 2000). Se puede producir un pardeamiento severo como
respuesta al estrés mecdnico vy fisico, que induce el metabolismo fenilpropanoide
dando como resultado la acumulacidén de compuestos fendlicos (mono y/o
difendlico). Con un estrés fisico o un proceso de deterioro (respuesta al dafo o
senescencia), la compartimentalizacién de las células comienza a fallar. Como
consecuencia, se produce la mezcla de sustratos fendlicos (catequinas,
polifenoles) con la polifenol oxidasa y/o fenol peroxidasa (Vadmos-Vigydzd 1981,
Jiménez y Garcia-Carmona 1999a, b, Whitaker 2003).
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Figura 0.3. El pelado y cortado estimula la oxidacién celular causando pardeamiento
y crecimiento antimicrobiano en la zona danada del tejido (Fuente: Irtwange (2006)).

La enzima PPO pertenece a las Oxidoreductasas, y han sido clasificadas por la
Comisién de Enzimas (EC) con el nUmero 1.10.3.1 y el EC. 1.14.18.1 ya que actuan
sobre difenoles con oxigeno como aceptor (Vémos-Vigydzd 1981). La polifenol
oxidasa también es conocida como ftirosinasa, fenolasa, catecol oxidasa, o-
difenoloxidasa, monofenol oxidasa o cresolasa, dependiendo principalmente de
su especificidad al sustrato. Actlan sobre dos fipos de sustratos:
monohidroxifenoles como por ejemplo el p-cresol, hidroxildndolos en posicidon
orto con respecto al grupo hidroxilo original (EC 1.14.18.1), y sobre o-
dihidroxifenoles tales como el catecol, oxiddndolos a benzoquinona por
eliminacion de hidrégenos del grupo hidroxilo (EC 1.10.3.1) (Vdmos-Vigydzd 1981,
Zawistowski et al. 1991). En el caso de la patata, se dan ambas reacciones, sin
embargo, es la reaccién de la o-difenolasa la que predomina (Yoruk y Marshall
2003).
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El pardeamiento consiste, bdsicamente, en la transformacién por oxidacién de
sustratos fendlicos a o-quinonas. Puede catalizar dos tipos de reacciones
diferentes: (1) ortohidroxilacién de monofenoles produciéndose o-difenoles y (2)
oxidacién de los o-difenoles para producir o-quinonas (Figura 0.4). Estas Ultimas
son moléculas muy reactivas de rdpida condensaciéon, se combinan con grupos
amino o sulfidrilo de las proteinas y con azUcares reductores, mediante una
reaccion no enzimdtica, dando lugar a polimeros pardos, rojizos y negros de alto
peso molecular y estructura desconocida, llamadas melaninas. La forma en que
los sustratos fendlicos naturales contribuyen al pardeamiento enzimdtico
depende de su localizacidn y su concentracion, ademds de influir en la
intensidad del color de los pigmentos macromoleculares obtenidos de las

diferentes quinonas formadas.

Pardeamiento enzimdtico Pardeamiento no enzimético

AN
N7 A

f OH
1) - (2) L Pigmentos

Fenol o-difenol o-quinona

Figura 0.4. Esquema de la reaccién de la PPO que desencadena el pardeamiento
enzimdtico en la patata (Fuente: Trujillo (2004)).

La formacién de o-quinonas es reversible en presencia de agentes reductores,
mientras que la polimeracién posterior es irreversible (McEvily et al., 1992). Esta
polimerizacidén ocurre mediante reacciones no-enzimdticas conocidas como

reacciones de Maillard.

Los productos de la oxidacién de compuestos fendlicos tienen potencial para

interactuar con las proteinas de los alimentos lo que conduce a condensaciones
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covalentes (Mathew y Parpia 1971, Nicolas et al. 2003). Estas reacciones de
enlaces cruzados podrian provocar cambios en las caracteristicas estructurales,
funcionales y nutricionales de las proteinas, por lo que produciria una reducciéon
en el valor nutritivo de las proteinas, debido a interacciones de las quinonas con
cadenas laterales de aminodcidos esenciales de las proteinas vegetales. Los
grupos -SH y -NH en los aminodcidos son en su mayoria susceptibles de enlazarse
mediante las quinonas. Ademds, las proteinas de los alimentos que contienen
grupos fendlicos firosina o que estédn unidos a un dcido fendlico a fravés de un
vinculo pseudo-peptidico, también estdn sujetos a modificaciones que les haria

comportarse como sustratos para PPO (Matheis y Whitaker 1984).

1.6.1.1 Factores y mecanismos de inhibicion de la reaccion producida por la PPO

La inhibicién de la PPO vy la prevencién del pardeamiento enzimdtico son a
menudo tratadas como la misma cosa. Sin embargo, existen diversas formas de
controlar el pardeamiento (a) inhibiendo la enzima, (b) eliminando uno de los
dos sustratos de la reaccién (oxigeno o polifenol), (¢) reaccionando con los
productos de la accién de la enzima, para inhibir la formacion de los pigmentos
coloreados procedentes de pasos secundarios de la fase no-enzimdtica.
Ademds, hay que tener en cuenta que PPO es una metaloproteina con idén Cu*?

en su centro activo.

A veces es dificil distinguir el mecanismo por el cual se previene el pardeamiento
enzimdtico, ya que algunos inhibidores actian simultdneamente en la enzima y
en el sustrato o producto (Walker 1975). A continuacién se muestra una tabla
(Tabla 0.2) que resume los principales modos de accidén en la inhibicidon de la

reaccién de PPO y ejemplos para cada uno de ellos.
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Tabla 0.2. Inhibidores de la reaccién de oxidacion producida por la PPO en funcién
del factor al que afectan.

Factor

Sustratos

Enzima

Productos

Otros

Modo de accién

(1) Reduccién del Oz 0
cambio en la relacion
02/CO2/N2

(2) Eliminacién fisica del
Oz en el tejido.

(3) Eliminacion de
compuestos fendlicos

(4) La acidificacion o
alcalinizacion

(5) Tratamientos térmicos.

(6) Quelantes

(7) lones inorgdnicos

(8) Acido benzoico y
algunos sustitutos de los
dcidos cindmicos

(9) Inhibidores especificos

(10) Oftros

(11) Acomplejantes de
quinonas

(12) Agentes reductores

(13) Inhibidores
individuales

(14) Tratamientos
enzimdticos

Métodos y Compuestos

(1) Atmésferas modificadas o controladas.

(2) Ciclodextrinas, siropes, impregnacion al
vacio. Recubrimientos comestibles.

(3) modificacién enzimdtica (o-metil-
transferasa).

(4) Uso de acidulantes, son mds sensibles al pH
dcido: AC, dcido fosforico, etc. Por si solos no
son muy efectivos.

(5) Uso del escaldado para inactivaciéon de la
enzima.

(6) Cianida, CO, fosfatos, EDTA o dcidos
orgdnicos (AA)

(7) Fluoruro, azida o borato

(8) Inhibidores competitivos de la enzima en
patata (Gcidos cindmico, p-cumdrico, ferulico,
m-cumdrico o benzoico)

(9) Acidos carboxilicos aromdticos, alcoholes
alifdticos, aniones, péptidos (TV), resorcinol
sustfituido (HR).

(10) Polimeros solubles (PVP) o antibidticos
inhibidores de la biosintesis de las proteinas, etc

(11) Cisteina, glutatiéon, dcido bencenosulfinico,
etc.

(12) AA, SO2, metabisulfito sédico o potdsico, 2-
mercaptoetanol, etc.

(13) KCN y NaNs

(14) oxigenasas, o-metil transferasas o
proteasas.

Tabla realizada en base a (Vadmos-Vigydzd 1981, Zawistowski et al. 1991, Parkin 2008)
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La disponibilidad de estos tres factores (enzima, O2 y sustrato adecuado), su
concentracion, la naturaleza y la especificidad de los compuestos fendlicos, el
pH. la temperatura, actividad de agua y la cantidad de O2 disponible en el
tejido definen la velocidad a la que va a ocurrir la reacciéon vy, por tanto del
pardeamiento de los tejidos vegetales. También existen diferentes factores
intrinsecos del vegetal que intervienen en la intensidad del pardeamiento, como

la especie, la variedad y su estado fisioldgico (Ahvenainen, R. 1996).

A continuacién se van a explicar los diferentes modos de accidon y los
compuestos mds comunes que se pueden utilizar para el control de la reaccién

de PPO o de sus productos (resumido en la Tabla 0.2):

1. Reduccién del O2 disponible para la reaccién:

- El uso de atmésferas modificadas y controladas e incluso la aplicaciéon de
vacio parcial. Segun algunos estudios, parece que las atmdsferas por si solas no
controlan lo suficiente el pardeamiento vy, por tanto la calidad visual aunque en
combinacion con ofras tecnologias es posible conseguir resultados aceptables
(Gunes y Lee 1997, Laurila et al. 1998, Belirdn et al. 2005, Limbo y Piergiovanni
2006, 2007, Angos et al. 2008, Ma et al. 2010). Un vacio total no debe ser usado
con los vegetales, ya que se induciria a la anaerobiosis, lo que puede provocar

malos olores y sabores.

Control directo y superficial del tejido: para ello se pueden usar ciclodexirinas,
las cuales son oligosacdridos con propiedades protectoras debido a su
habilidad para formar complejos de inclusion de moléculas dentro del nicleo
hidrofébico o ligeramente apolar (Alvarez-Parrilla et al. 2007, Lante y Zocca
2010). También se pueden aplicar recubrimientos y films comestibles para el
fratamiento superficial de los productos minimamente procesados, los cuales
pueden regular causas de deterioro del producto como serian el intercambio

gaseoso o de vapor de agua del producto.
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2.

Reacciones sobre la enzima:

Con el uso de acidulantes como dcidos orgdnicos acidificando el tejido. El pH
o6ptimo de la PPO se encuentra entre 5y 7, siendo especialmente sensible a la
baojada del pH. Sin embargo, el control del pardeamiento enzimdatico
Unicamente por acidificacién es muy dificil, a menos que sea a pH muy bajos
(V&mos-Vigydzd 1981).

Mediante tratamientos térmicos severos (escaldado o esterilizaciéon para
inactivar la enzima) no es posible en el caso de los vegetales de IV gama, ya
que no se agjustaria a la definicién de procesado minimo.

Aplicacion de compuestos quelantes, los cuales actian sobre el Cu*? del
centro activo de la PPO, creando un complejo con los agentes prooxidativos
de la enzima, como son los iones de cobre o hierro, lo que provocaria su
inactivacién, o reduciendo la canfidad de cobre disponible para su
incorporacién dentro de la holoenzima (McEvily et al. 1992).

Inhibidores competitivos de la PPO: por ejmplo, derivados del dcido cindmico y
el dcido benzoico, los cuales han sido citados por diversos autores (Vadmos-
Vigydzd 1981, Zawistowski et al. 1991, Yoruk y Marshall 2003, Parkin 2008). Este
comportamiento sugiere que la enzima tiene dos lugares especificos y
separados, uno para el sustrato y ofro para el inhibidor, muy cerca uno del otro
(Pifferi y Cultrera 1974, Walker 1975). Duckworth y Coleman (1970) indicaron que
el sustrato y el inhibidor son dependientes entre si, es decir, segun la estructura
de uno la efectividad del ofro se verd aumentada o disminuida. Poseen dos
lugares para sustratos, uno que tiene alta afinidad por compuestos aromdticos,
incluidos los sustratos fendlicos, mientras que el otro probablemente contiene el
cobre de la enzima, el cual sirve para la unidén de agentes que se unen al metal
y el oxigeno. Los inhibidores que son dcidos aromdticos necesitan un grupo
carboxilo libre en el anillo de benzeno o en su posicidn conjugada. Las

cadenas abiertas de los dcidos deben tener al menos dos grupos conjugados
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de efileno para ser activos. La metilacién baja tanto la inhibicion como el valor
de K. Se llegd a la conclusidon que la hidroxilacion o la metilacién del ndcleo de
benceno del inhibidor afecta a la competicién con el lugar de catdlisis (Walker
1975).

Inhibidores especificos de la PPO, como el 4-hexilresorcinol, un derivado del
resorcinol, que ademds posee cierto efecto sinérgico cuando se combina con
dcido ascoérbico (Luo y Barbosa-Cdnovas 1996, Luo y Barbosa-Canovas 1997,
Arias et al. 2007a, Arias et al. 2007b), ya que éste reduce las quinonas y el HR
actla sobre la PPO. Es un compuesto GRAS (Frankos et al. 1991), soluble en
agua, estable, no toxico, mutagénico o carcindgeno que ademds es efectivo
a bajas concentraciones. La legislacién permite su uso como aditivo (E-586) en
gambas para la prevencién de la melanosis (lyengar y McEvily 1992, McEvily et
al. 1992, Monsalve-Gonzdlez et al. 1995, Jiménez y Garcia-Carmona 1997, Luo y
Barbosa-Canovas 1997, UE 2011).

Pruidze y Grigorashvili (1977) encontraron que pequeios péptidos provenientes
de la extraccién del té verde actuaban como inhibidores fendlicos. Su efecto

puede ser reversible mediante el uso de albUmina y algunos aminodcidos.

3. Acciones sobre los productos de la reaccién:

Mediante agentes acomplejantes de las quinonas: se acoplan a las quinonas
formando compuestos incoloros estables. Esto proporciona proteccion
permanente mientras no sean consumidos en su fotalidad. En patata han sido
frecuentemente estudiados la cisteina y sus derivados como el N-acetil-L-
cisteina y el glutatiéon reducido. La cisteina tiene un efectivo poder inhibidor
sobre la enzima, pero tiene efectos negativos sobre el sabor. En el caso del
NAC, su grupo tiol (grupo sulfidrilo -SH) es el que confiere un efecto antioxidante
y estd disponible para reducir los radicales libres. Debido a esta accién es un
buen inhibidor del pardeamiento enzimdtico, ya que reacciona

ireversiblemente con las quinonas origindndose tio-ésteres, que son
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compuestos incoloros y no presenta el problema de sabor de la cisteina
(Dudley y Hotchkiss 1989).

- Agentes reductores: también actian sobre las quinonas formadas. Son

consumidos durante el proceso de reaccion, por lo que dan proteccion de

forma temporal, excepto si se utilizan en grandes cantidades. Los mds

estudiados y conocidos en patata minimamente procesada son entre otros:

Acido ascérbico: ademds de afadir un valor biolégico al producto y
de actuar como reductor de quinonas, también se comporta como
un agente quelante del cobre y, su accién en el sistema PPO-
polifenol es compleja. Ademds, puede ser oxidado directamente
por la enzima, lo cual provoca que actle como inhibidor
competitivo. Se puede decir que su modo de inhibicion es mixto
(Vémos-Vigydzd 1981).

Los sulfitos: tienen un rol multifuncional en los alimentos y son
fradicionalmente usados para prevenir el pardeamiento enzimdtico
en frutas y hortalizas. Poseen un complejo modo de accién en el
sistema PPO-polifenol. Inhiben el pardeamiento al combinarse de
forma irreversible con las quinonas, formando compuestos incoloros
y al mismo tiempo reducen la actividad de la enzima hacia ambos,

mono y dihidroxifenoles.
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7. Problemdtica en las PMP

Una de las tecnologias mds extendida para preservar la calidad de los alimentos
consiste en la utilizacidén de agentes conservantes. Tradicionalmente, los mds
empleados en la industria agroalimentaria han sido los sulfitos, ya que son
aditivos  multifuncionales. Producen diversos efectos como: inhibir el
pardeamiento enzimdtico y no enzimdtico, son agentes antimicrobianos,
reductores, antioxidantes y pueden llegar a blanquear o decolorar las melaninas

(pigmentos marrones o negros).

Sobre su mecanismo de accién, Kuijpers et al. (2012) encontraron que al extraer
los compuestos fendlicos de la patata en presencia de sulfitos, el compuesto
fendlico esperado, principalmente dcido clorogénico, no se encontré en el
material extraido, sin embargo se encontraron sus derivados sulfonados. Por lo
que han propuesto que la formacion de o-quinonas catalizadas por la PPO es un
requisito previo para la formacién de estos sulfofenoles y, que la formacién de

estos compuestos podrian ser los responsables de la inhibicidon del pardeamiento.

La aplicaciéon de sulfitos en productos minimamente procesados se realiza con
frecuencia afadiendo metabisulfito y disulfito sddico o potdsico, los cuales
acttan principalmente como inhibidores de la PPO y como agentes

antimicrobianos, siendo mds efectivos en condiciones dcidas (pH 3-5).

Al adicionar los sulfitos a los alimentos enfran en contacto con su medio acuoso y
sufren un proceso de disociacion por el que los oxoaniones se separan de sus
cationes, dependiendo del pH, la fuerza idnica y de la temperatura del medio.
Se genera un equilibrio quimico dindmico entre especies (didxido de azufre,
dcido sulfuroso y aniones sulfito y bisulfito), de forma que todas coexisten pero en
distintas proporciones. Parte del sulfifo disociado (mayoritariamente la forma
bisulfito o HSO3) puede unirse a ciertos componentes del alimento de forma
reversible o irreversible. Dicha fraccién se denomina sulfito combinado, siendo la

fraccion de sulfito no ligada al alimento el sulfito libre, el cual permanece en
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forma disociada y en equilibrio dindmico. El conjunto de ambas fracciones se

denomina sulfito total (Avila 2011).

A pesar de su amplio uso y de su eficacia como conservantes, a los sulfitos se les
atfribuyen diversos efectos adversos en humanos, relacionados con su ingestion,
particularmente en personas sensibles o vulnerables a los mismos. Afectan
principalmente a algunos individuos asmdticos (5-10 %) y a personas con un
trastorno que afecta al metabolismo de sulfitos caracterizado por un déficit de la
enzima sulfito-oxidasa, habiéndose registrado en asmdticos reacciones adversas
como dermatitis, dolor de cabeza, irritacidn del fracto gastrointestinal, urticarias,
exacerbacion del asma e incluso shock anafildctico y en el caso del trastorno

metabdlico, hasta lesiones oculares y dafio cerebral grave (Avila 2011).

Por este motivo, en 1986 la FDA (Food and Drug Administration, U.S) restringid
parcialmente su uso como conservante en frutas y verduras frescas (Sayavedra-
Soto y Montgomery 1986, Langdon 1987, Ahvenainen, A. T. et al. 1998, Warner et
al. 2000). Sin embargo, en el caso de las patatas, el empleo de este agente no
ha sido prohibido, al tratarse de un alimento que no se consume directamente,
sino que requiere coccidn previa en donde el anhidrido sulfuroso (principal

compuesto de los sulfitos) se pierde por evaporacién.
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7.1. Legislacién vigente para patatas minimamente procesadas.

En el caso de la patata procesada, la legislacién europea (UE 2011) permite el
uso de sulfitos con una dosis méxima de 50 mg/l entre otros compuestos, los

cuales ser indican Tabla 0.3.

Tabla 0.3. Legislacion europea para las patatas peladas, cortadas y pre-envasadas.

N° E Compuesto Dosis maxima
E 220-228 Didxido de azufre y sulfitos 50 mg/kg SO2
E 296 Acido mdlico quantum satis*
E 300 Acido ascérbico quantum satis
E 301 Ascorbato sédico quantum satis
E 302 Ascorbato calcico quantum satis
E 330 Acido citrico quantum satis
E 331 Citratos de sodio quantum satis
E 332 Citratos de potasio quantum satis
E 333 Cifratos de calcio quantum satis

Fuente: Reglamento UE 1129/2011. * "la cantidad adecuada”

8. Técnicas para la conservacion de PMP.

Los métodos de conservacidn comiunmente empleados en patata minimamente
procesada son, ademds de mantener la cadena de frio desde el procesado
hasta el consumidor final, la aplicacién de agentes conservantes y el envasado
en atmdsferas modificadas (Ahvenainen, R. 2000). La eficacia de estos métodos
aplicados de forma individual o combinados (tecnologia barrera), se basa
fundamentalmente en su capacidad para inhibir o confrolar las reacciones de
pardeamiento enzimdtico y el desarrollo microbiano. A su vez, el efecto que
estos tratamientos ejerzan sobre el color y la textura repercutird en la calidad

final del producto.
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8.1. Empleo de modificadores de la textura en patata.

Respecto a la textura y como ya se comentd en el apartado 6.2, existe un
comportamiento en algunas hortalizas y frutas que tiene grandes posibilidades
tecnolégicas como sustituto de agentes quimicos, el choque térmico o pre-

fratamiento térmico a baja temperatura.

La aplicacién, en patata, de un choque térmico entre 50 y 80 °C puede producir
un aumento de la firmeza de la patata tras el cocinado. Se ha intentado explicar
este efecto a través de multiples teorias: retrogradacion del almidén, filtrado de
amilasa, estabilizacién de la lamela media y de la pared celular por la
activacion de la pectin metilesterasa (PME), y por la liberacién de calcio del
almidén gelatinizado y la formacidén de puentes de calcio entre moléculas
peptidicas; sin embargo es muy probable que ninguna de ellas por si sola pueda

explicar este fendbmeno (Andersson et al. 1994).

En cuanto a las enzimas pécticas que intervienen en el efecto observado en la
textura de las patatas, hay que indicar que existen dos grupos principales: la
pectin metilestereasa que cataliza la ruptura del metilester de los dcidos
poligalacturdnicos y el grupo denominado Poligalacturonidasas (por ejemplo,
PG), que hidrolizan los enlaces glicosidicos de los dcidos poligalacturénicos. La
funcion de la PME es desesterificar la pectina haciéndola mds facil de degradar

para la PG.
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Endo poligalacturonasa
Pectin metilesterasa

<0980 0 0 BB

Exo poligalacturonasa Pectato liasa

Acido D-galacturénico, algunos se muestran
metil esterificados (¥ )

Figura 0.5. Principales enzimas que actian sobre el homogalacturonano, donde
algunos residuos de dcido galacturénico se encuentran metil-esterificados.

Adaptado por Rosli (2007) (Fuente Somerville et al. (2004))

La PME es una enzima altamente especifica que elimina los grupos CH2
hidrolizdndolos de -COOCHS3 y dejdndolos como —COOH, por lo que hidroliza casi
exclusivamente los enlaces metil-éster de las cadenas peptidicas (Figura 0.5). El
resulfado es un aumento de los grupos carboxilos disponibles para reaccionar
con iones bivalentes como Ca?t y Mg?, lo que produce una disminucion de la
solubilidad de la pectina, mds pronunciada en presencia de sales de calcio
(Adams 1991, Andersson et al. 1994, Stanley et al. 1995). Por lo tanto, aumenta el
numero de puentes pectato-calcio (Figura 0.6), lo cual refuerza la estructura de
la pared celular, mejorando la resistencia del tejido a degradacion térmica. Asi
que el calcio estd relacionado con el mantenimiento de la calidad textural
(Bartolome y Hoff 1972, Tijskens et al. 1997).

En cuanto a su temperatura de inactivacién la PME presenta dos fracciones: una
parte Idbil que representa entre el 80-83% del total de enzimas y es inactivada
entre 65°C y 70 °C; y una parte resistente que representa entre el 17- 20 % y se
inactiva entre 70 °C y a T° >75 °C (Andersson et al. 1994, Anthon, G. E. et al. 2005).
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El nivel de metilesterificacién, controlada por la PME, afecta indirectamente a la
textura, ya que los grupos dcidos libres en las regiones desesterificadas de las
cadenas de dcido poligalacturénico pueden unirse al calcio (Figura 0.6). A su
vez, este calcio puede unir entre si las cadenas pécticas de la lamela media,
creando asi una mayor adhesion célula a célula y consiguiendo una textura mds
firme (Anthon, G. E. et al. 2005).

T
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Figura 0.6. Interaccién mediante puentes de Ca*? enfre grupos carboxilo no
esterificados de dos cadenas de homogalacturonanos.

Adaptado por Rosli (2007)(Fuente: Vincken et al. (2003))

‘”%

8.1.1. Pre-tratamiento térmico como modificador de la textura.

Gonzalez-Martinez et al. (2004) determinaron que un escaldado entre 60 y 70 °C
inducia a la activacién de la PME en patata en cuanto el tejido alcanzaba una
temperatura media de 50 °C. El grado de actividad de la PME en el tejido
escaldado dependia del “tiempo efectivo de exposicidn” a la temperatura en la
que la activacién/desactivacién tenia lugar. En este caso, la activacion ocurrid
durante los primeros dos minutos de escaldado, mientras que periodos mds

largos indujeron a una desactivacién de la enzima en el tejido.

La activacion de la PME se da a una temperatura entre 50-70 °C (Andersson et

1994), siendo la temperatura éptima a los 55 °C. Ademds, el pH también es
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importante a la hora de la actividad enzimdtica, ya que es activa a pHs entre

6,5-8,5 encontrdndose su éptimo entre 7-7,5.

Segun la bibliografia, el pH tiene un efecto muy significativo sobre la efectividad
del calcio aplicado para el mantenimiento de la firmeza de tejidos vegetales.
Pastor et al. (2006) afirmaron que el pH influye sobre el enlace cdicico-pecting,
ya que, en los medios bdsicos las sales de calcio son menos solubles. McFeeters y
Fleming (1989) observaron que el calcio inhibe la velocidad de ablandamiento
de los fejidos celulares a un pH 5 y que al disminuir inhibe el ablandamiento.
Hughes y Grant (1975) también investigaron el efecto del pH y de los iones de
calcio en patata cocinada, viendo que la presencia de calcio en el agua de
coccién tiene un efecto mucho mayor si el pH estd en torno a 4,5 y va
disminuyendo su efecto conforme el pH aumenta. Estos autores, también
observaron que este efecto reafirmante puede desaparecer si el tiempo de
coccién es excesivo. A pH 6 cocciones mayores a 5 minutos hacen que el efecto

del calcio sea casi nulo.

Existen multiples estudios donde se ha investigado los diferentes efectos del
choque térmico en diversas frutas y hortalizas, como por ejemplo, en lechuga
(Loaiza-Velarde et al. 1997, Martin-diana et al. 2005, Martin-Diana et al. 2006,
Moreira et al. 2006, Roura et al. 2008); en apio minimamente procesado (Loaizo-
Velarde et al. 2003); tomates y judias verdes (Anthon, Gordon E. y Barrett 2005,
Anthon, G. E. et al. 2005); y, en frutas, como meldn (Bett-Garber et al. 2010,
Casas-Forero y Cdez-Ramirez 2011), pera (Abreu et al. 2003) o kiwi (Beirdo-da-
Costa et al. 2008).

En patata existen multiples estudios sobre el efecto de choque térmico sobre la
textura y ofros atributos, por ejemplo, Abu-Ghannam y Crowley (2006) estudiaron
el uso del CT enfre 60 y 100 °C durante 5 a 60 min en patatas enteras y
establecieron que el CT a 65 °C-15 min la actividad de la PME era éptima vy
ademds observaron un incremento en la firmeza de la patata tras cocinarla. A 75

°C-15 min o tras 5 min a 80 o 90 °C la enzima comenzd se inactivd. Sin embargo,
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Canet et al. (2005) establecieron que un CT a 60 °C durante 60 min previo al
cocinado de la patata producia un aumenta la firmeza de las patatas cocidas y
este aumento se debia principalmente a la actividad de la PME. Aguilar et al.
(1997) también encontraron que un choque térmico de entre 60-65 °C y 30-45
min producia un aumento en la firmeza y los pardmetros de TPA (masticabilidad

y cohesividad) de las patatas una vez fritas.

Montanez-Saenz et al. (2003) estudiaron los cambios bioquimicos y de textura de
la patata, y ellos también establecieron que la aplicacion de un CT entre 60-65
°C durante 30-40 min presentaba una alta actividad de la PME y que a mayor
actividad mds bajaba el pH. Explicaron que el uso de 70 °C producia la
gelatinizacién del almiddn por lo que aumentaba el contenido en azlcares

reductores y disminuia la firmeza.

Van Dijk et al. (2002) estudiaron el efecto de un CT sobre la quimica de la pared
celular y la textura, estableciendo que a 60 °C y aumentando el tiempo del pre-
tratamiento térmico (hasta 60 min) la firmeza de la patata aumentaba tras el
cocinado. También hallaron que a mayor contenido de materia seca, mds
efectivo era el CT. Y por Ultimo, explicaron cémo el CT producia la activacién de
la PME, esto produce la degradacion de la pecting, lo que aumenta el material

de la pared celular, y se traduce un efecto sobre la textura de las patatas.

Ademds, Verlinden et al. (2000) establecieron que tanto la aplicacién de un
choqgue térmico como el cocinado disminuyen los valores de las propiedades
mecdnicas medidas. Sin embargo, determinaron que la tasa de las propiedades
mecdnicas tfras el cocinado variaba en funcidén del tiempo del pre-tfratamiento
térmico, es decir, a mayor tiempo mds lentamente disminuyen las propiedades
mecdnicas. Por Ultimo, Alessandrini et al. (2011) estudiaron el efecto del
cocinado a vapor sobre la actividad residual de las enzimas en patata cv. Agria,
enconfrando que a 55 °C la PME se mostraba activa, ademds destacaron el
hecho de que existiac mayor actividad en el exterior que en el interior del

tubérculo.
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8.1.2. Calcio como modificador de la textura.

Debido a lo explicado en el aparfado anterior sobre las inferacciones entre el
calcio y tejido vegetal, han sido estudiadas multiples sales de calcio para
prevenir la senescencia y enriquecer nutricionalmente frutas y hortalizas. Martin-
Diana et al. (2007) citaron en su frabajo que el carbonato y el citrato cdicico son
las sales de calcio utilizadas cuando se pretende una mejora en el valor
nufricional. Ofras formas del calcio utilizadas en la industria alimentaria son el
lactato cdicico, el cloruro cdicico, el fosfato cdicico etc., que son utilizados
cuando el objetivo es la conservacion y/o la mejora de la firmeza del producto
(Luna-Guzmdn y Barrett 2000, Alzamora et al. 2005, Manganaris et al. 2007). El
cloruro cdicico también ha sido utilizado como agente conservante en frutas y

hortalizas minimamente procesados (ver Tabla 0.4).

8.1.3. Empleo de hielo liquido como método de enfriamiento alternativo

Tras el choque térmico es necesario readlizar el enfriado del alimento
minimamente procesado de forma rdpida hasta alcanzar la temperatura de
almacenamiento (normalmente 4 °C), para evitar que el calor residual ayude a

la degradacién de la textura y favorezca el pardeamiento.

El hielo liquido se puede definir como una mezcla de particulas de hielo y una
solucién acuosa. Esta solucion se compone de agua con uno o mds solutos que
provoquen la dispersion del punto de congelacion, para permitir el descenso de
temperatura a rangos negativos, y por consiguiente, la coexistencia de una fase
sélida y otra liquida. Debido a estas caracteristicas, el fluido se puede transportar

por tuberia, bombear, y almacenar en tanques.

Los sistemas de hielo liquido tiene dos ventajas principales: una rapidez de
enfriamiento mayor comparada con el hielo en escamas o el agua de mar
refrigerada, debido a su mayor capacidad de intercambio de calor; y la
reduccion del dano fisico causado a los alimentos por su forma de particulas

esféricas microscédpicas (Pineiro et al. 2004). Esta Ultima ventaja del hielo liquido
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frente al hielo en escamas es especialmente interesante cuando se trata de
enfriamiento de alimentos minimamente procesados, ya que el mayor problema

de estos es el pardeamiento por danos fisicos en la superficie del producto.

Sin embargo, los problemas de transferencia de agua vy solutos, entre el hielo
liguido y el producto agroalimentario, ha hecho que esta tecnologia no haya
sido capaz de desbancar los métodos tradicionales de enfriamiento. A pesar de
ser un inconveniente, la transferencia de solutos podria intentar ser utilizada
como algo positivo si la sal utilizada para la fabricacién del hielo-gel fuera una
sal de calcio, ya que este, como se ha comentado anteriormente, tiene efecto

reforzante del tejido vegetal.

Hasta ahora, el hielo liguido se ha usado aplicaciones de almacenamiento y
transporte. Sin embargo, la refrigeracion y congelacién de alimentos mediante
hielo liguido por contacto directo, constituye un campo de estudio muy

inferesante.

8.2. Compuestos antipardeantes en patatas.

8.2.1. Revision bibliogrdfica de los compuestos antipardeantes aplicados en
patata minimamente procesada

Existe un gran niumero de compuestos que han sido estudiados como posible
alternativa al uso de sulfitos en las PMP. Los compuestos mds ampliamente
estudiados individualmente o en combinacién con ofros agentes son el dcido

citrico y el adcido ascérbico.

La accidén de diversos compuestos aplicados de forma individual o combinado
fueron estidiados, ufilizando diversos formatos de patata como, por ejemplo,
patata pelada entera, cortada en Idminas o en tiras. Diferentes tiempos de
inmersion y métodos (p. ej. impregnacién al vacio), diversas temperaturas del

agua asi como las temperaturas de refrigeracion y el tiempo de
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almacenamiento (de pocas horas a 21 dias). También se combinaban con el uso
atmdsferas modificadas o controladas, al vacio y con diversos tipos de envases y
pldsticos de envasar (Tabla 0.4). Y los pardmetros analizados fueron desde color,
textura, microbiologia, pH, acidez fitulable, etc., hasta la actividad enzimdética
de las principales enzimas que intervienen cuando una patata es como minimo

pelada (PPO, POD o PAL).

Cerca de 30 anos se llevan estudiando el efecto de compuestos anfipardeantes
sobre frutas y hortaliza minimamente procesadas. Inicialmente se realizaron
estudios con dcidos orgdnicos como son el dcido citrico o el dcido ascérbico,
individualmente o en combinacion, para el control del pardeamiento enzimdtico
de las patatas sin obtener grandes resultados (Langdon 1987, Sapers y Miller 1992,
Ahvenainen, R. 1996, Laurila et al. 1998, Beltrdn et al. 2005). El dcido ascérbico
tiene una accidén limitada por su concentracién, y el dcido citrico no tiene
suficiente poder inhibidor solo bajando el pH del producto. Sin embargo,
frecuentemente han sido estudiados en combinacién con otros compuestos
conservantes o antioxidantes, como por ejemplo, el AA en combinacién con HR
que mostrd un efecto sinérgico (Monsalve-Gonzalez et al. 1993, Luo y Barbosa-
Cdnovas 1996, Luo y Barbosa-Canovas 1997, Dong et al. 2000, Guerrero-Beltrdn
et al. 2004).

El 4-hexilresorcinol es un compuesto m-difendlico que estd estructuralmente
relacionado con los sustratos fendlicos, siendo un inhibidor competitivo de la PPO
(McEvily et al. 1992). Este compuesto es capaz de inhibir la actividad
monofenolasa y o-difenolasa de la tirosinasa ademds de ser efectivo a bajas
concentraciones y de poseer estabilidad quimica (Guerrero-Beltrdn et al. 2004).
El uso de HR solo o combinado con ofros compuestos, como ya se ha
comentado con anferioridad, ha sido estudiado en patatas (Mattila et al. 1995,
Ahvenainen, R. 1996, Buta y Moline 2001, Hwang et al. 2002, Reyes-Moreno et al.
2002, Limbo y Piergiovanni 2006), en manzanas (Monsalve-Gonzalez et al. 1993,

Monsalve-Gonzdlez et al. 1995, Luo y Barbosa-Cdnovas 1996, Rojas-Gral et al.
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2006, Alvarez-Parrilla et al. 2007, Rojas-GraU et al. 2008), en peras (Abbott y Buta
2002, Arias et al. 2007a, Arias et al. 2007b), en apio (Elzbieta et al. 2007) o

alcachofas (Amodio et al. 2011) (ver Tabla 0.5).

Respecto a ofros agentes antipardeantes, Molnar-Perl y Friedman (1990)
indicaron que los derivados de la L-cisteina como el N-acetil-L-cisteina y glutatiéon
reducido, podian ser alternativas efectivas al sulfito sédico en patata. Unos anos
después, Gunes y Lee (1997) establecieron que una combinacion de 0.5 %
cisteina y 2 % AC era una combinacidon efectiva en la inhibicion del
pardeamiento en PMP y Rocculi et al. (2007) estudiaron combinaciones de 0,5, 1
y 2 % de AC, AA o L-cisteina como antipardeantes y su efecto en la actividad

metabdlica de la patata.

También se redlizaron varios estudios donde la adicién de CC (0,1-0,2 %) se
utilizaba como parte de diferentes combinaciones aplicadas en PMP (Sapers y
Miller 1992, 1993, Ahvenainen, A. T. et al. 1998).

Buta y Moline (2001) combinaron el HR con NAC, AC y CC, sin embargo esta
combinacion no fue efectiva sobre la firmeza, debido a un cierto efecto
osmdtico. Solo NAC en su menor concenfracién fue efectivo respecto al
pardeamiento. Reyes-Moreno et al. (2002) y Hwang et al. (2002), realizaron
estudios con diferentes compuestos con potencial antipardeante en patata, sin

embargo se estudiaban periodos muy cortos (horas) de almacenamiento.

En las siguientes tablas se recogen los principales frabajos realizados con
compuestos antipardeantes en patatas minimamente procesadas (Tabla 0.4) y

en otros productos minimamente procesados (Tabla 0.5).

36



Antecedentes

Tabla 0.4. Estudios de compuestos antipardeantes y la descripciéon de su efecto en

patata minimamente procesada.

Diseno experimental

Patatas peladas y corfadas en
lonchas 6,3 mm. Inmersién de 1
min:

0.2% SP +

(1) 500 ppm DS

(2) 1000 ppm DS

(3) 0.3% AC+0,3% AA

(4) 0.5% AC+0,3% AA

(5) 0,5% AC+0,5% AA

(6) 1.0% AC+1,0% AA

Fueron envasadas en dos tipos
de bolsa, desaireados vy
sumergidas a 95 °C-2 s para
incrementar la densidad de la
bolsa.

Compuestos antipardeantes:
NAC, GSH, DS, Sulfidrato sédico
y Hidrosulfito sédico

Mezcla de dcidos:

-1% AC + 1% AA + 0.2%
Sorbato sédico.

-0.5% AC + 0.3% AA + 0.2%
Sorbato sdédico
Concentraciones estudiadas: 5,
10, 25y 50 mM.

Dos tipos de envasado:

- en placas (6 y 24h)

- en bolsas de pldstico
(desaireadas) (2 y 5h).

Resultados principales

Se realizaron medidas de color a los 14
y 20 dias, no se detectaron cambios
de color percepfibles (E <3) con el
empaque B900 al vacio. La
combinacion (4) resultd la mds eficaz
de fodos los ensayos realizados,
consiguiendo resultados similares a los
obtenidos con DS.

Para patatas White Russet Burkbank
NAC y GSH aplicados a
concenfraciones de 25 o 50 mM,
parecian ser tan efectivas como el
sulfito sédico.

La eficiencia de los sulfitos como
inhibidores es independiente del pH
de los banos tratados.

El rango optimo de pH NAC y GSH es
de 7,20 - 7,55, respectivamente.

La mezcla de dcidos es sélo efectiva
en periodos cortos de tiempo.

Referencia

Langdon
(1987)

Molnar-Perl
y Friedman
(1990)
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Diseno experimental

Patatas  tratadas

método:

con un

- Convencional: 4% AA +
1% AC +1% SAPP +0,2% CC.
- Experimental: 2,5% AA +

1% AC +1% SAPP +0,2% CC
+1,9% AA-2-fosfato +1,5% AA-2-
tfrifosfato + HCl o H3sPOs para
conseguir un pH 2.

Almacenadas a 4 °C hasta 13
dias.

Tres tipos de pelado con o sin
digestiéon previa (NaOH): (1)
con lejia, (2) por abrasién y (3)
con vapor por alta presién.

Inmersién de patatas durante 5
min. Tratamiento:

- Convencional: 4%
AC+1% SAPP+0,2% CC

- Experimental: 2,5% AA+1%
AC+1% SAPP+1,6% AA-2-
fosfato+1,5% AA-2-trifosfato, a
un pH 2.

Patatas enteras envasadas y
guardadas por 15 dias a 4 °C y
las patatas cortadas  en
cilindros y almacenadas en
platos cubiertos, para reducir la
deshidratacion.

AA+1%

Resultados principales

En general el fratamiento
Experimental fue mds efectivo que el
convencional. Pero con el fratamiento
experimental se producen pérdidas de
peso de entre 4-6%. Con el método
convencional la pérdida es mds
gradual y como mdximo de un 2 % en
el mismo periodo.

Las formulaciones basadas en AA
mejoran los resultados reemplazando
parte del AA por AA-fosfatos.

El digerir el tejido con lejia o por vapor
por alta presién (17 % NaOH+35 °C
durante t > 7-8 min) o una T° mayor de
49-55 °C durante 1 o 2 min,
respectivamente, aumenté la vida Util
de las patatas hasta 13-15 dias a 4 °C,
comparado con los 3-11 dias en
patatas no digeridas.

La digestion con lejia y el tratamiento
antipardeante convencional se
mostraba como una alternativa viable
al uso de sulfifos en patata pre-
peladas.

Referencia

Sapers y
Miller (1992)

Sapers y
Miller (1993)
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Diseno experimental

Patatas cv. Bintje, Van Gogh y
Nicola

Compuestos antipardeantes:

AC (0,1,0,3y 0.5%), AA (0,1, 0,3,
0.5%), CC (0,1%), SP (0,2%),
benzoato sédico (0,1, 0.3 vy
0.5%), HR (0,005%) y DS (0,1 y
0.3%).

Combinaciones:

-AA+AC

-AA+AC+CC

-AA+AC+SP

-AA+AC+benzoato sédico
-AC+HR

Inmersion de las lonchas de
patata durante 1 o 3 minutos a
5°C.

Se analizaron tras 30, 60 y 120
min a 20 °C

Patatas c.v. Russet-Burbank
cortadas en firas y sumergidas
en:

- 0,5 % L-cisteina

-2% AC + 0,5 % L-cisteina
-5%AA

- 0.1 % metabisulfito potdsico

Se usaron tres fipos de pelado:
NaOH, lejia y a mano.

Fueron envasadas en
atmésfera de 3 % O2 + 9 % CO»
+ 88 % N2

Almacenamiento a 2 °C.

Resultados principales

Aumentd  la  susceptibilidad al

pardeamiento de las patatas al
aumentar el fiempo de
almacenamiento antes del
fratamiento.

1) Efecto de los anfipardeantes:

funcionaron mejor las combinaciones
de compuestos. La solucidon con 0,1 %
AC+0,1 % AA+0,1 % benzoato sddico
inhibié mejor el pardeamiento que el
AC o AA individualmente, sin embargo
el benzoato sédico al 0,3 o 0,5% fue
bastante efectivo.

2) Concluyeron que la susceptibilidad
al pardeamiento podria reducirse con
un tratamiento térmico (2 semanas a
15 °C) durante el alimacenamiento de
los tubérculos antes del pelado,
debido a que se produjo un descenso
de azUcares reductores durante ese
periodo.

El procesado minimo favorece el
desarrollo de pardeamiento,
ablandamiento y olores exfranos. La
aplicacién de L-cisteina (0,5 %) y AC (2
%) fue una combinacién efectiva en la
prevencion del pardeamiento
enzimdtico.

Estudiaron la tasa de respiracién para
diferentes envases, modificando la
atmosfera mediante inyecciones de
Na.

Conclusiéon: la mejor combinacién de
compuestos y la atmdsfera elegida
junto con un pelado con lejia o a
mano lograban una vida Util de 3
semanas.

Referencia

Mattila et al.
(1995)

Gunesy Lee
(1997)
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Diseno experimental

Procesado con una relacién de
1:3, durante 3 min a 5 °C y
almacenado 7 dias.

-AC (0,10 0,5%)y AA (0,1 0,5
%)

Combinaciones:

-AC+AA+benzoato
(0,1%)

- AC+AA+CC (0,1 %)

- Pelado con cuchillo o pelador
carborundo

sodico

- Atmésfera: al vacio o 20 %
CO2+80 % N2

Patatas cv. Van Gogh, Bintje y
Fambo, tratadas con:

AC v AA a 01 v 05 %
combinados y con atmésfera
modificada con 500 % Oz y 20
% CO:a.

Almacenadas a 5 °C hasta 7
dias.

Resultados principales
En patatas peladas, ademds de la
pérdida de nutrientes y la pérdida de
calidad microbioldgica, se puede
producir una pérdida de la textura
debido a PMEy PG.

Se probaron dos tiempos de lavado.
Con vy sin tratamiento de calor (2
semanas a 15°C antes del pelado), asi
los niveles de los azUcares reductores
disminuian.

Aplicando el fratamiento de calor vy
aumentando los minutos de lavado se
obtuvo menor grado de
pardeamiento.

El efecto de AC y AA fue menos eficaz
que el uso de sulfitos.

Establecieron que la oscuridad en el
almacenamiento era importante.

La limitacién de los tratamientos fue la
formacién de olores vy sabores
extrafos, debido a la respiracion
anaerdbico y/o de CO, absorbido por
las lonchas de patata. Era mejor
dejarlos unos minutos al aire libre para
que desaparezcan

En el cv. Fombo el pardeamiento fue
un factor limitante, por lo que es
menos adecuado para PMP.

El cv. Bintje mostrd buenos resultados
con el uso combinado de 0,1 a 0,5 %
AC y AAy la atmdsfera de 20 % CO2 +
80 % N2. Tuvo una menor presencia de
microorganismos cuando se aplican
ACy AA.

Referencia

Ahvenainen
LA T.etal
(1998)

Laurila et al.
(1998)
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Referencia

Diseno experimental

Las patatas fueron tratadas
(concentracién M)con:

- 0,25 AC+0,50 NAC+0,001 HR
-0,25 AC+0,10 NAC

- 025 AC+0,10 NAC+0,001
HR+0,05 CC

- 0,056 AC+0,02 CC+0,23 Al+0,05
NAAP

- 0,25 AC+0,25 NAC+0,001 HR

Almacenadas 21 dias a 50 15
°C

Realizd una opftimizacion de
las patatas en cubos, que
fueron sumergidas en una
relacién 1:5 a 25 °C probando
diferentes concentraciones vy
combinaciones de:

-1 a4g/Lde AA.
-0,04 0 0,20 g/L de HR.

Para ambos se estudiaron
inmersiones entre 3-6 h.

Seis grupos quimicos fueron

estudiados:
AA, dcidos
aminodcidos

carboxilicos,
que contienen
sulfuro, dcidos fendlicos,
agentes coagulantes,  ofros
compuestos.

Incubaron las patatas por 3 h a
25°C.

Resultados principales
Penicilium fue limitante cuando el
pardeamiento no aparecié.

A bajo pH (<2) disminuye
significativamente la proliferacién de
los microorganismos.

En cuanto a la firmeza, durante 15 dias
el fratamiento de menor
concentracion de NAC la mantuvo
como la firmes de las patatas control
para ambas variedades.

El fratamiento con CC muestra
deterioro en firmeza debido al efecto
osmodtico. El  tratamiento 0,25 M
AC+0,10 M NAC no mostré cambios en
firmeza pero si deterioro en el
pardeamiento.

La busqueda de la mejor combinacién
de agentes conservantes (HR y AA) y
el tiempo de inmersién en patatas.

Se realizé una optimizacion para cada
agente conservante por separado y
en su combinacion.

Las mejores combinaciones fueron:
1) 2,9 g/L AA durante 4,8 h.
2) 0,04 g/L HR durante 2,6 h.

3) 2,42 g/L AA + 0,15 g/L HR durante
5.41 h.

Los mds efectivos fueron:

- Agentes que contienen sodio: D-
ascorbato sédico (1%) y NaCl (1%)

- Ac. carboxilicos: ac. ketoglutdrico
(0,1 %), lactico (1 %) y oxalacético (1
%).

- Ac. fendlicos: ac. clorogénico (0,1 %)

- Agentes coagulantes: NaCl y MgCl
ambas al 1 %.

-NAC (1 %) y azUcares (0,1 %).

Butay
Moline
(2001)

Reyes-
Moreno et
al. (2002)

Hwang et
al. (2002)
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Diseno experimental

Patatas sumergidas durante 5
min en soluciones que
confienen :

- 5% dcido eritérbico+1 % AC
Inmersiones de 2 min:

- 1 % Dietilentriamina
pentaacético

-1%NAC envasados en
atmésfera modificada al 0.5%
O2 y 95,5 % Na.

Almacenadasa 1 0 6°C
durante 21 dias.

Inmersiéon a temperatura
ambiente durante 3 min, en las
soluciones que contienen:

05 102 % de AC, AA o L-
cisteina

Se analizaron tras la aplicacién
de los tratamientos (0 h) y alas
24 h a 20 °C y en una
atmésfera saturada.

Resultados principales
Todos los fratamientos presentaron
cambios en color, cierto crecimiento

microbioldgico y alteraciones
sensoriales.
El fratamiento con dcido

eritérbico+AC fue el Unico que se
obtuvo  resultados  favorables  al
comparar con la patata fresca tras 14
dias a 1°C y 7 dias a 6°C.

Lla efectividad del tratamiento
depende mucho de la temperatura
de almacenamiento.

Todos los tratamientos antipardeantes
aumentaron la produccién de calor
metabdlico. Este efecto fue mds alto
con L-cisteina, la cual fue también la
sustancia mds efectiva en la inhibicion
del pardeamiento enzimdtico.

El aumento de la actividad
metabdlica depende de la
concentracién y puede estar

correlacionado una disminucién en la
concentfracion de azlcares en el
tejido, mostrando cierta evidencia de
que las sustancias utilizadas para la
prevencion del pardeamiento
enzimdtico pueden tener efectos
fisioldgicos en el tejido

Referencia

Cacace et
al. (2002)

Rocculi et
al. (2007)
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Diseno experimental

Patata cv. Monalisa en lonchas
y sumergida durante 3 min a 18
0 4 °C en las soluciones:
-0,100,5%DS

-DS+AC (0,1 -0,5 % en diferentes
.combinaciones)

-DS (0,1 00,5 %)+AA (0,5 %).
-DS (0,1 0 0,5 %)+AC (0,1 00,5
%)+AA (0,5 %).

Se almacenaron en frascos de

cristal para analizar la tasa de
respiracion a 4 °C- 5 dias.

Patatas cortadas en firas y
sumergidas durante 1 minuto,
en las siguientes soluciones:

Exp.1: 0,1y 3% SASy AC
Exp.2:0,2y2,5%SASy AC

Fueron almacenadas durante
14 dias a 3°C.

Resultados principales

La mayoria de los fratamientos que
analizaron (DS solo o combinado con
AC y/o AA) redujeron la tasa de
respiracion de las patatas
almacenadas a 4 °C. Su efecto
dependié de la temperatura y la
composicidon  de los compuestos
antipardeantes usados.

La reduccidon de la tasa de respiracion
fue mayor cuanto mayor era la
concentracion de DS, y cuando AA,
AC o ambos se afadian también a la
solucion (0,5% DS+0,5% AC+0,5% AA) a
la temperatura de solucion de 18 °C.

El tfratamiento con un 3 % de SAS
mostrd los mejores resultados
microbioldgicos y consiguid mantener
el color y la textura de las patatas
durante 14 dias.

Es un acidulante viable para su uso en
la industria.

Referencia

Petri et al.
(2008)

Calder et al.
(2011)
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Diseno experimental

Patatas laminadas y
sumergidas durante 3 min en
una proporcion de 10:1 a 7,5°C
en las siguientes soluciones:

-1,25% AA

-1,25% AC

-1,25% AA+1,25% AC
-0,025a0,25% DS

Usaron dos tipos de envasado:
-Con flujo de aire humidificado.
- Atmésfera controlada.

Fueron almacenadas durante
16 dias a 5°C.

Lonchas de patata cv. Russet
Burbank y Norkotah fueron
fratadas durante 3 min con los
compuestos descritos a una
concentracion del 3 %:

-SAS, AC, ES, AM, SAPP vy la
combinacién SAS+ACHES.

-Con y sin gjuste del pH (2, 3, 4,
5 6y7).

Fueron almacenadas a 4 °C
durante 15 dias.

Resultados principales
La susceptibiidad al pardeamiento
varia entre variedades.
Las atmésferas controladas fueron
efectivas en la supresion de la
actividad de la enzima PAL y aumenté
la concentracién de compuestos

fendlicos.

El d&cido clorogénico fue el dcido
fendlico mayoritario y sU
concentracion  aumentd  tfras el
laminado.

La atmédsfera controlada inhibié la
acumulacién de dcidos fendlicos,

pero los tratamientos antipardeantes
no. No habia ninguna relacién
temporal enfre la aparicién  del
pardeamiento y los cambios en las
enzimas fendlicas o en las
concentfraciones de los  dcidos
fendlicos.

Un tratamiento de AA+AC (1,25 %) en
combinacion con atmésfera
controlada  consigui®é un  control
adecuado del pardeamiento.

El fratamiento de DS (0,025 %) fue
efectivo cuando se combind con una
atmosfera controlada moderada (3%
02+ 10% CO»).

A pHs no ajustados, el control y las
muestras  fratadas con  SAPP  no
mostraron  diferencias  significativas
respecto al pardeamiento de la PPO.

SAS, AC y AM produjeron cierta
inhibicion. SE vy la combinacién
SAS+ACH+ES eliminaron el

pardeamiento enzimdtico.

A pHs entre 5y 7, solo ES y SAS+AC+ES
fueron eficaces como inhibidores del
pardeamiento.

ES fue el mds efectivo a pHs entre 2 y
7, pero SAS fue mds eficaz con el pH
sin ajustar.

SAS, AC vy la combinacién de
SAS+ACHES inhibieron el crecimiento
microbiano pero SAPP, el conirol y ES
no mostraron efecto antimicrobiano,
probablemente debido su pH.

Referencia

Ma et al.
(2010)

Mosneagut
aetal
(2012)
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Tabla 0.5. Estudio de compuestos antfipardeantes aplicados en frutas y otras hortalizas.

Diseio experimental

Las manzanas cortadas en
trozos fueron sumergidas
durante 5 min a 25 °C en las
siguientes soluciones:

T1: 0,01 % HR+0,5 % AA+0.2 %
CcC

T2:0,5% AA+0,2 % CC

13:0,1 % CC+0,1 % DS

T4: agua

Fueron envasadas al vacio y

almacenadas durante 8
semanas a 0,5 °C.

Las manzanas fueron laminadas
y sumergidas 3 min en
fratamiento antipardeante.
Cinco grupos quimicos con
actividad  anfipardeante  (1-
0.1%):

-Acidos carboxilicos

-Derivados de AA
-Aminodcidos que contienen
sulfuro

-Acidos fendlicos

-Otros (CaClz, NaCl, HR y miel).
Almacenadas 3 h a 25 °C.
Manzana minimamente

procesada tratativa mediante
impregnacién al vacio:

1% AA + 0,005 % HR + 0,3 % CC
y sacarosa al 20 %.

Envasado a 2-10 % CO2 + 2% O2
y N2 hasta el 100 %, envasado al
vacio, en aire y con No.

Almacenadas 15 dias-4 °C.

Resultados principales
MANZANA

El tratamiento T1 fue eficaz inhibiendo
el pardeamiento, comparable con la
eficacia de los sulfitos.

T1 mostré cierto efecto antimicrobiano
y las manzanas estaban mds firmes
que las muestras control.

De los 5 grupos quimicos los inhibidores
mds efectivos fueron:

Acido carboxilicos: acido oxdlico (0,05
%) y Gcido oxalacetico (0,25 %).

Derivados de AA: AA -2-fosfato.

Aminodcidos: cisteina (0,05 %), NAC y
glutatién.

Acidos fendlicos: acido kojico (05 %).
Ofros: HR.

Y la combinacién de 0,02 % de dcido
oxdlico+1% AA o sus derivados.

Hicieron énfasis en la mezcla de gases
dentro del envase, concluyendo que
los mejores resultados en las
propiedades fisicoquimicas y
sensoriales fueron al usar el envasado
al vacio.

Microbiolégicamente es la

combinacién de atmosfera
modificada 2 % O2+4 % CO2+94 % Na.

Referencia

Luoy
Barbosa-
Cdnovas
(1996)

Son et al.
(2001)

Bieganska-
Marecik et
al. (2004)
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Diseno experimental

La manzana laminada fue
sumergida durantel min, en las
soluciones que contienen HR,
glutation, NAC y AA en
combinacion y a las
concentraciones 0, 0,5, 1%.

Fueron almacenadas en bolsas
durante 14 dias a 4 °C.

Fueron estudiados en manzana
como influyeron:

El estado de madurez
La atmdsfera modificada

El uso de antipardeantes: 1%
NAC o 1% AA (confrol).

Fueron envasadas en bandejas
con aire o una mezcla de 2,5 %
O2t7 % CO2. Almacenadas a
4°C durante 43 dias.

Uso de fratamientos

antipardeantes mediante
impregnacion al  vacio en
ldminas de manzana:

-AA(0,1,0,5y 1 %)

-AC (0,1,0.,5y 1 %)

-HR (0,003-0,01 %)

-NaCl (0,05-0,2 %)
-CC(0,1-0,5 %)

-Lactato sédico (1-1,5 %)
-Lactato cdicico (1-4,5 %)
-Sacarosa (10, 20 y 30 %)

Fueron almacenadas durante
15 dias a4 °C.

Resultados principales

El pardeamiento puede ser controlado
mediante el uso de compuestos
naturales y en refrigeracion.

Concenfraciones HR <0,5 %, NAC
>0,75% y la combinacién
NAC+glutation  >0,60% fueron los

tratamientos mds efectivos en prevenir
el pardeamiento durante 14 dias a 4
°C.

Las manzanas parcialmente maduras
con baja producciéon de etanol son
adecuadas para procesado minimo.

El NAC fue efectivo como fratamiento
para prevenir el pardeamiento,
manteniendo la apariencia inicial
durante 1 mes a 4 °C.

La atmdsfera modificada mantuvo la

vida Ufil debido a una inhibicidon
significativa  de la produccién de
etileno.

El fratamiento 1 % AA + 0,005 % HR +
0.5 % CC con un 20% sacarosa
aplicado mediante impregnacién al
vacio y envasado al vacio inhibié el
pardeamiento y ablandamiento en
rodajas de manzana durante 15 dias a
4°C.

El AA tiene mds ventajas que el AC, ya
que AC al 0,8 % (a la que es efectivo)
produce ablandamiento y  la
aparicién de un sabor amargo. Al
combinarlo con sacarosa mejora su
efecto de confrol sobre el
pardeamiento. El uso de CC fue mds
efectivo que con lactato cdicico.

Referencia

Rojas-Grat
et al. (2006)

Rojas-Grau
et al. (2007)

Bieganska-
Marecik y
Czapski
(2007)
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Disefio experimental

Inmersion  de  ldminas  de
manzana durante 1 min en
tratamiento antipardeante:

-AA (1%)

-HR (0,5 %)
-NAC (1%)
-Glutation (1%)
-AA+HR
-AA+NAC
-AA+Glutation

Fueron Almacenadas durante
14 dias a 4 °C.

Ldminas de peras fueron
sumergidas durante 2 min en las
soluciones:

- Lactato cdicico (0,0,2, 0,5y 1
%) + AA (0,0,5y 1 %)

- 0,5% lactato cdicico + 1 % AA
+ sacarosa (0,2,0,5y 1 %)
-0,5% AA + 1 % lactato cdlcico
+ HR (0,005, 0,01, 0,02 y 0,03 %)

- 1 % lactato cdicico + HR
(0,005, 0,01, 0,02y 0,03 %)

- Zumo de pina

-1%AC+1 % AA

-0,2 % L-cisteina

Fueron envasadas con vacio

parcial y almacenadas a 2-5
°C.

Ldminas de peras cv. Anjou y
cv. Baflett, fueron sumergidas
durante 30 s con la solucion:
[0,001M HR + 0,5M Al + 0,025M
NAC + 0,05M SP]

El pH fue ajustado a 5,5

Fueron alimacenadas en placas
de petri durante 9 dias a 5°C.

Resultados principales

Se observd que la actividad de PPO
aumentd a lo largo del
almacenamiento y la aplicaciéon de
1% NAC o 1% Glutatién la inhibia.

La actividad de POD fue inhibida al
aplicar 0,5 % AA combinado con
cualquiera de los compuestos (NAC,
HR o Glutation).

1% NAC ayudd a mantener el color de
las manzanas frescas durante 14 dias.

Desde el primer dia, el uso de AA por si
solo no controlé el deterioro del color

PERA

El uso de 1 % AA+1 % lactato cdlcico
controlé el pardeamiento enzimdtico
durante 30 dias, pero presentaron
ablandamiento y exudados.

La combinacién [0,01% HR + 0,5 % AA
+ 1 % lactato cdicico] aplicada a
peras con diferenfes grados de
madurez y envasado con el vacio
parcial en almacenamiento a 2 o 5°C
consiguié una vida Util de entre 15-30
dias.

Los panelistas detectaron diferencias
en el flavor diferente entre las [dminas
conftrol y las peras en las que se usaba
la concentracion de HR era de 0,01 %
HR.

El tratamiento antipardeante fue
efectivo para inhibir el pardeamiento
durante los 9 dias a 5°C en las dos
variedades estudiadas.

No se detectd crecimiento de hongos.

La firmeza inicial o su punto de
maduracién no intervinieron en la
efectividad del fratamiento

antipardeante.

Referencia

Rojas-Gral
et al. (2008)

Dong et al.
(2000)

Abbott y
Buta (2002)
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Diseno experimental

Los trozos de peras fueron
sumergidas durante 2 min a 15
°C en las soluciones:

-0-3% AA
-0-3% NAC

- 0-3 % Glutatién
-0-2%HR

Usadas individualmente o en
combinacion. El pH estaba
entrel,8y 5,45

Fueron almacenadas durante
28 dias a 4 °C.

El mango en Idminas fue
sumergido durante 2 min en las
soluciones:

- HR (0,001M)
- SP (0,5M)

- 1A (0,005M)
“HR +SP
“HR+SP + 1A
“ER+SP

Fueron almacenadas durante
14 dias a 10 °C.

Mangos cortados de forma
longitudinal en los que se
estudiaron:

1. Aplicacion de 10

combinaciones de atmadsfera:
02(2,5y21 %)y CO2 (0, 5,10, 20
y 40 %)

2. Inmersion durante 2 min a 10
°CenAA 05y 1 %) oAC (1y2
%).

3. Combinacién de oxigeno (2,5
and 21 %), AC (0y 2 %),y CC (0
y3%).

Fueron almacenadas durante
15 dias a 3°C.

Resultados principales

Concluyeron que una solucidén de
NAC al 0,75% conseguia controlar el
pardeamiento de las peras
minimamente procesadas hasta 28
dias a 4 °C.

El uso de 0,75% glutatidon controld el

pardeamiento hasta 21 dias en las
mismas condiciones.

Ambos actuaron  por inhibicion
competitiva de la PPO, formando

compuestos estables sin color.

AA o HR no fueron puedieron controlar
el pardeamiento de las peras en estas
condiciones.

MANGO

Las Idminas de mango tratadas con
[0,001 M HR + 0,05 M SP] o con [0,001
M HR + 005 M SP + 05 M IA]
envasadas en atmdsfera modificada
consiguieron controlar:

- los cambios en el color

- mantuvieron el contenido de dcidos
orgdnicos y de azUcar

- el crecimiento microbioldgico

-no afectaron a las caracteristicas

sensoriales
Todo ello durante 14 dias a 10°C.

Los sinfomas de pérdida de vida Util
del mango son el pardeamiento del
tejido, desarrollo de una apariencia
glaseada, desecacién de la superficie
y pérdida de firmeza.

El uso de una baja concentracion de
O2 combinando con CC (3 %) fue
efectivo, ya que el Oz controla el
pardeamiento y la  apariencia
glaseada y el CC reduce la velocidad
de pérdida de firmeza (pero no lo
para).

Este tratamiento consiguidé una vida
Util de 15 dias a 3 °C.
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Disefio experimental

APIO:

Apio cortado fue sumergido en
las soluciones:

- AA (0.2-0,5 %)

- HR (0,003-0,01 %)
-NaCl (0,1-0,5 %)

- Lactato sddico (2-3 %)

Fueron envasados bolsas con
aire durante 12 dias a 4 °C.

ALCACHOFA:

Cinco cultivares de alcachofas,
que eran cortadas en cuartos
fueron sumergidas en las
siguientes soluciones:

Exp. 1:

-NaCl (0,5y 1 %)

-AC (0,5y 1 %)

-AA 0,5y 1 %)

- Etanol (0,5y 1 %)

- Cisteina (0,25 y 0,5 %)

- HR (0,01 %)

Exp. 2:

-AC (1y2%)

SAA (1y2%)

- Cisteina (0.5y 1 %)

-1% AA+1% AC+0,5%Cisteina
Fueron envasadas en bandejas
conectadas a un flujo confinuo
de aire humidificado vy
amacenadas a 5 °C vy
evaluadas a lo largo de 120
min.

Resultados principales
OTROS

Solo el fratamiento con AA tuvo un
efecto positivo sobre la calidad del
apio cortado.

Un aumento en la concentracién de
0.2 a 0,5 % AA consiguid una mejora
del color, del sabor intrinseco vy
controld la calidad microbiolégica.

El fratamiento con L-Cisteina al 0,5 %
fue el mds efectivo para controlar el
pardeamiento en alcachofa segun lo
evaluado por atributos de color y
puntuacion subjetiva de la apariencia.

La efectividad de este tratamiento fue
mejorada al aumentar el pH de la
solucion desde su pH natural (2,1) a pH
3.

Referencia

Elzbieta et
al. (2007)

Amodio et
al. (2011)
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8.2.2. Uso de extractos naturales como soluciones antipardeantes en productos
minimamente procesados.

Como ya se ha comentado en el apartado 6.3, hay estudios que indican
algunos &cidos fendlicos, principalmente dcidos hidoxicindmicos, como el dcido
benzoico y algunos sustitutos de los dcidos cindmicos pueden actuar como
inhibidores de la PPO (Walker 1975, Vadmos-Vigydzé 1981, Parkin 2008, Verma et
al. 2009). En patata, algunos fenoles como el dcido cindmico, p-cumdrico,
ferulico o el dcido benzoico mostraron tener un comportamiento de inhibidores
competitivos de la enzima. Por un lado, Xie et al. (2003) encontraron que algunos
flavonoles pueden actuar como inhibidores fendlicos de la PPO, de los cuales la
quercetina presentd el mayor poder de inhibicion, seguido por la miricetina y el
kaempferol, sin embargo determinaron que su capacidad era limitada o débil.
Por otro lado, Jiménez y Garcia-Carmona (199%9a) y (1999b) realizaron ensayos in
vitro con miricetfina y quercetina en extracto purificado de PPO de semillas de
habas y enconfraron en estos compuestos un comportamiento de sustratos, es

decir, se oxidaban en presencia de la enzima PPO.

El salvado de arroz contiene compuestos que podrian estar relacionados con la
inhibicion del pardeamiento enzimdtico de frutas y hortalizas. Algunos
investigadores indicaron que el salvado de arroz, ademds de los dcidos
fendlicos (dcido ferdlico, sinapico, siringico, p-cumarico y vainilico) ademds de
contener ofros fitoquimicos bioactivos como orizanoles, tocoferoles,
tocotrienoles, fitoesteroles vy fosfolipidos (Theerakulkait y Boonsiripiphat 2007,
Boonsiripiphat y Theerakulkait 2009, Sukhonthara y Theerakulkait 2011, 2012), los
cuales estdn relacionados con posibles beneficios para la salud, como

antioxidantes.

También se ha indicado que ciertas proteinas, péptidos y aminodcidos podrian
inhibir el pardeamiento enzimdtico reduciendo las o-quinonas o actuando como
quelantes del cobre del centro activo de PPO. Existen estudios sobre las

proteinas, hidrolizados de proteinas y aminodcidos de la leche (Kahn 1985);
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péptido de la miel (Ates et al. 2001); proteina de salvado de trigo (Ortiz-Estrada
et al. 2012); y péptidos de cebolla (Gnangui et al. 2010).

Teniendo en cuenta que en los Ultimos anos ha aumentado la preocupacion, por
parte del consumidor, por utilizar alimentos mds saludables exigiendo a la vez
mayor calidad y comodidad en su uso. Ademds, con la informacién que los
frabajos comentados, se abre la puerta a la posibilidad sobre la existencia de
algunos extractos de plantas, como especias y tés los cuales son fuentes
importantes de polifenoles y de otros compuestos bioactivos, que podrian
contener en su composicion posibles “protectores” del pardeamiento

enzimdtico.

Las especias, tés y diferentes partes de plantas han sido usados desde la
prehistoria tantfo para sazonar y/o preservar algunos alimentos como por sus

propiedades antisépticas y medicinales.

Existen diversos estudios que han explorado el uso de extractos y zumos de
diferentes plantas, como posibles agentes anfipardeantes. Se puede analizar,
por un lado su capacidad para inhibir la reaccion de la PPO (in vitro) y por otro
lado, su capacidad de conftrol del pardeamiento de la fruta u hortaliza (in vivo).
Esto es debido a que la efectividad que pueden mostrar a nivel in vitro puede
variar tras su aplicacidon en la matriz real del alimento, ya que en este caso
interviene oftros factores como el almacenado, la temperatura y la propia

evolucion fisioldgica del producto.

En la Tabla 0.6 se muestran diversos estudios en sobre de extractos de plantas

aplicados en frutas y hortalizas, pudiendo ser in vitro o in vivo.
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Tabla 0.6. Extractos naturales estudiados como posibles antipardeantes aplicados en
frutas y hortalizas.

Extracto Producto Resultados principales Referencia

Té verde Lechuga No se observaron diferencias significativas  Martin-Diana et al.
en el uso de extracto de té verde (2008)
(0,25g/100 ml a 20 °C) y la aplicacién de
un fratamiento clorado, en el
pardeamiento y a nivel sensorial.

La aplicacién de extracto de TV mantiene
la actividad antioxidante de las muestras.
Manzana El exfracto de TV (30 mg/ml) inhibié la  Soysal (2009)
actividad de la PPO un 42 %.
También fue efectivo al aplicar extracto

de TV (15 mg/ml durante 5 min) en
manzana minimamente procesada.

Salvado de arroz  Patata, Su aplicacién en patata resultd ser  Theerakulkait y
platano y significativamente mds efectiva que en  Boonsiripiphat
manzana pldtano o manzana, tanto a nivel in vitro  (2007)

como a nivel in vivo.

Patata La extraccién obtenida a 40 °C durante 30 Boonsiripiphat y

min en un ratfio de 1:3 (salvado:agua) fue  Theerakulkait
efectiva inhibiendo la PPO de la patata.  (2009)
Al aumentar el tiempo y la temperatura
en la extracciéon, la capacidad de
inhibicion 'y el contenido fendlico
disminuyeron.

Patata, La efectividad del extracto de salvado de  Sukhonthara y
manzana y arroz sobre la inhibicidon del pardeamiento  Theerakulkait
pldtano en puré de patata fue mayor que en puré  (2011)

de manzana y no fue efectivo en pldtano.

La capacidad de inhibicion del extracto Sukhonthara y
en agua del salvado de arroz sobre 1o 1hoerakulkait
PPO fue mayor en patata que en platano, (2012)

En ambos casos la inhibicidén dependia de

la concentraciéon del extracto.

En base a la cinética estudiada,

establecieron que el salvado de arroz

actuaba como un inhibidor mixto, es

decir, que parece actuar directamente

en la enzima, mds que sobre el sustrato.

Patatay
pladtano

Patata Estudiaron el extracto de proteina de  Kubglomsongy
salvado de arroz y su efecto sobre el color  Theerakulkait
en puré de patata y sobre su PPO. Mostré  (2013)
inhibicién del pardeamiento en la patata
y capacidad de inhibiciéon de la PPO, en
elrango de pH 4-5.

Es una posible alternativa como agente
antipardeante natural en la industria.
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Extracto

Zumo de pina

Cebolla

Producto

Platano

Patata,

champindn,

manzana y
platano

Platano

Manzana

Patata

Pera

Resultados principales

La aplicacién de zumo de pifa en I[dminas
de platano fue efectiva pero solo durante

algunas

horas.  Para

controlar el

pardeamiento a mds largo plazo fue mds
efectivo el uso de NAC+AC.

Compararon el efecto
pardeamiento del extracto de cdscara
de pina respecto al acido citrico (pH 3,8)
aplicado en formato puré y en lonchas.

sobre el

En el formato de puré, el extracto de pifa
fue efectivo solo en patata y en pldtano.

Sin embargo, en formato loncha, solo fue
efectivo en platano.

El zumo de pina aplicado en lonchas de

platano

fue inhibié el

pardeamiento

durante 3 dias a 15 °C Su efecto fue similar
al conseguido con AA (8 mM) pero menor
al obtenido con DS (4 mM).

Se fracciond el zumo de pina y se aplicd
en puré de pldtano, mostrando una
capacidad de inhibicion similar al AA
durante 24 ha 5 °C.

Aplicaron zumo de pifa
cubos de manzana a concentraciones
entre 0 a 5 % (v/v) y fueron tratados con
altas presiones y almacenadas 4 semanas.
La combinacién de zumo de pina y altas
presiones fue efectiva como alternativa
para el mantenimiento de la calidad de
manzana minimamente procesada.

(20 °Brix) en

El extracto de cebolla, sometido a un
calentamiento de 100°C durante 10 min,
fue mds eficaz que el extracto sin el

fratamiento  térmico.

efectiva

la actividad de

Inhibi® de forma

la PPO de

patata. El efecto fue mayor si el extracto
de cebolla con tratamiento térmico se
mezclaba con glicina o con glucosa.

El exfracto de cebolla con fratamiento
térmico fue mds efectivo sobre la PPO de
pera que inhibiendo el pardeamiento al
anadirlo al zumo de pera.

Se establecié que el extracto de cebolla
actia como inhibidor no competitivo de

la PPO.

Referencia

Moline et al. (1999)

Theerakulkait y
Saisung (2006)

Chaisakdanugull
et al. (2007)

Perera et al. (2010)

Lee et al. (2002)

Kim, Mi-Jeong et
al. (2005)
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Extracto Producto

Ajo Lechuga
Tomates

Clavo, Manzana

cardamomo,

canela,

jengibre y

nuez moscada

Champiién Manzana
“Enokitake”

Resultados principales

Evaluaron diferentes combinaciones de
soluciones antipardeantes, donde los
mejores resultados fueron con la mezcla
de dcido citrico (2 g/l), 1 g/l CC y 250 g/
extracto de ajo. Controlé el
pardeamiento enzimdtico durante 9 dias
a 5°C, no se aprecié pérdida de peso y
controlé el crecimiento microbiano entfre
otros pardmetros.

Evaluaron la capacidad antimicrobiana,
su efecto sobre el color y la textura de los
compuestos bioctivos de aceite de djo,
aceite del drbol del té, josmonato de
metilo y etanol aplicados a tomate
minimamente procesado y almacenado
15 dias a 5 °C. Los aceites mantuvieron en
mejores condiciones el color y la textura.

Los exfractos de cardamomo y clavo
fueron los mds efectivos en el control del
pardeamiento tras un almacenamiento
de 24ha20°C.

El cardamomo y el jengibre fueron mds
efectivos controlando el pardeamiento y
el crecimiento  microbiono de las
manzanas almacenadas 4 semanas a 4
°C. Y fueron sensorialmente  mds
aceptadas.

El extracto fue preparado en fres tipos de
solventes (acetona, etfanol vy agua
caliente). Los tres fueron efectivos
inhibiendo la PPO de champiidn.

El extraido en acetona fue el mds efectivo
reduciendo el pardeamiento en Idminas
de manzana.

Y el extraido en agua inhibia el
pardeamiento en zumo de manzana al
menos durante 6 h, su efectividad
ademds dependia de la concentracion,

Referencia

Ihl et al. (2003)

Ayala-Zavala et al.
(2008)

Essa et al. (2004)

Jang, M. S. et al.
(2002)
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Extracto Producto Resultados principales Referencia

Zumo de Manzana Usaron zumo de ruibarbo como  Son et al. (2000)
antipardeante en rodajas de manzana

minimamente  procesada,  aplicando

diversas concentraciones (5-100 %). Las

rodajas tratadas con concentraciones

por encima del 20 % mostraron eficacia

controlando el pardeamiento 120 min a

temperatura ambiente.

ruibarbo

Extractos Patatay Este estudio compard el efecto de 60  Kuijpers et al.
naturales de extractos de plantas sobre la actividad  (2014)
de PPO de champindén y PPO de papa.
Algunos  exfractos tenian  diferentes
plantas efectos sobre las enzimas de diferente
origen, un extracto que inhibe una PPO
podria ser un activador para la otra.
Como un ejemplo de ello, el extracto de
mate (llex paraguariensis) fue investigado
en mds detalle.

champindn
diferentes

La revisidn de estas investigaciones indican que existen muchas variables que
intervienen en la determinacion de la efectividad que puede tener un extracto
como antipardeante, desde el fipo de ensayo (in vivo o in vitro) y sus
condiciones, tanto de aplicacién como de extraccién (solvente, concentracién,
temperatura, pH, tipo de aplicacion en el alimento, etc.); el vegetal al que se

aplica e incluso las condiciones de almacenamiento establecidas.

8.2.2.1. Extraccidn y caracterizacion de los extractos de plantas.

Existen muchos frabajos dirigidos al estudio del perfil fendlico y de las
propiedades antioxidantes de las plantas. Los disolventes empleados
normalmente son metanol, etanol, acetona o hexano en busca de la méxima
extraccién de los compuestos (Shan et al. 2005, Kim, Kyung-Hee et al. 2006a,
Leelarungrayub et al. 2006, Yanishlieva et al. 2006, Muchuweti et al. 2007, Silva et
al. 2007, Wojdyto et al. 2007, Bozin et al. 2008, Rusak et al. 2008, Hossain et al.
2011, Bordoloi et al. 2012, Lv et al. 2012, Erol 2013).

La eleccidn del solvente para este trabajo de investigacion fue en base a que el

destino final de los extractos es para su aplicacibn como tfratamiento
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anfipardeante por contacto directo en patata, la cual es procesada
manteniéndola sumergida en agua a 4 °C de forma confinua. Esto limita el
nUmero de solventes a utilizar y el tipo de aplicacion. Por ello, se descartaron
otras posibilidades como por ejemplo, emulsiones de aceites esenciales en agua
debido a la dificultad para controlar tanto el mantenimiento de la propia
emulsibn como su reparto homogéneo sobre la superficie de la patata. Otra
alternativa seria el uso de films comestibles, pero esto implicaria una

metodologia que se aleja del objeto de esta investigacion.

Los objetivos en general de los frabajos consultados iban desde el estudio de la
presencia de antfioxidantes y su perfil fendlico en los extractos polares obtenidos
de una infusibn o decoccidn de hierbas y tés; la evaluacién nutricional de
compuestos bioactivos y de su actividad antioxidante, debido a que se foman
de forma habitual en diversos paises de forma medicinal; al efecto de la técnica
usada para el tratamiento térmico y codmo afecta a la extraccidon; comparativas
entre tipos de extraccidon (acetona vs. agua o metanol vs. agua); también se ha
estudiado el efecto en la extraccidn de la temperatura del agua; o incluso de la
composicion y comportamiento de extractos desodorizados y obtenidos en
agua (Gadow et al. 1997, Triantaphyllou et al. 2001, Dorman et al. 2004, Atoui et
al. 2005, Hinneburg et al. 2006, Leelarungrayub et al. 2006, BUyUkbalci y El 2008,
Rusak et al. 2008, Nkhili et al. 2009, Kratchanova et al. 2010, Unachukwu et al.
2010, Chan et al. 2011, Kim, I. S. et al. 2011).

Como ya se ha visto, por un lado tiene importancia el tipo de extraccidn que se
va a redlizar y, por ofro lado la composicidn de las especias y t& que se van a
utilizar. Se han recopilado informacién sobre los principales compuestos fendlicos
que se pueden encontrar en las especias elegidas para este estudio, para
conocer los posibles compuestos presentes y poder establecer las condiciones

para una caracterizacién de los extractos estudiados.
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Para ayudar a la comprension de la informacion que se va a comentar a
continuacién se ha incluido un ejemplo de clasificacion de los compuestos

fendlicos (Figura 0.7).

| CLASIFICATION OF PHENOLICS |
|
¥ ¥ ¥ ] ¥ ¥ ¥
Phenolic Phenolic
acids Coumarins Flavonoids Isoflavenoids Stilbenes Lignans polvmers
Hydroxy- Hydroxy- ~ Proanthocyanidins Hydrolyzable
benzoic trans-cinammic Isoflavones Coumestans {Condensed tannins) Tannins
acids acids T T
T T [ 1
Daidzein ; -3 .
p-Hydroxybenzoic p-Coumaric Genistein Coumestrol Procy:lr{]d.m. (?Jllu::mmrns
Protocatechuic Caffeic Glyeitein Pmd{"ﬂ““'d‘f' Ellagitannins
Gallic Ferulic - Propelargonidin
Vanillic
=1y I I T |
Flavones Flavonols Flavanones Flavanonols Flavanols Anthocyanidins
I 1 | 1 [ 1
Chrysin Kaempferol Naringenin Texifolin | (+)-Catechin, (-)-Epicatechin Pelargonidin
Apigenin Quercetin Eriodictyol Epigallocatechin (EGC) Cyanidin
Luteolin Myricetin Hesperitin Epigallocatechingallate (EGCG) Delphinidin

Figura 0.7. Clasificacién de los fenoles dietéticos (Fuente: Craft et al. (2012))

En cuanto a los estudios del perfil fendlico de exiractos de té verde, se
encontraron principalmente  3-flavanoles, que son los compuestos mds
interesantes y caracteristicos. Los fenoles mayoritarios son (-)EGCG, (-)ECG,(-

JEGC y (-)EC, ademds de otros derivados de 3-flavanoles (Cabrera et al. 2006).

Un ejemplo de que no todas las reacciones de oxidacién tienen un efecto
negativo sobre la calidad de los productos es que las catecol oxidasas (PPO)
intervienen en la oxidacion de los 3-flavanoles durante la fermentacién del té
produciendo los compuestos caracteristicos de los tés en sus diferentes grados
(negro, rojo y oolong). Estos compuestos son los responsables de color y sabor del

té (Shahidiy Naczk 1995). Sin embargo, para este estudio nos vamos a centrar en
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la composicidn que presenten de flavonoles y los dcidos fendlicos, los cuales son

los posibles inhibidores de la PPO, como ya se ha comentado.

Otros posibles inhibidores del pardeamiento no tienen por qué ser fenoles, de
hecho, ya se comenté en apartado 6.3, las hojas de té verde posees algunos
péptidos en su composicion pueden tener capacidad para inhibir la PPO
(Pruidze y Grigorashvili 1977).

Los principales compuestos caracterizados en extractos de ajo fueron dcidos
fendlicos, destacando los &cidos ferdlico y p-cumarico, y algunos flavonoles. Sin
embargo, existen ciertos compuestos no fendlicos que podrian actuar en cierta
manera sobre la reaccién de la PPO, ya que el gjo contiene, dentro de su
fraccion voldtil, una serie de compuestos caracteristicos de las plantas Allium,
que son los compuestos organosulfuro, dentro de los cuales se encuentran
sulfuro de dialilo, disulfuro de dialilo, S-efil cisteina y N-acetil cisteina. Ademds, a
partir de los organosulfuro, se pueden originar tiosulfinatos, los cuales pueden ser
muy inestables dando lugar a una gran variedad de compuestos sulfuro como
por ejemplo, ajoeno, que a altas temperaturas (~100 °C) pueden formar
compuestos polisulfuros que contienen cinco dtomos de sulfuro (Yin et al. 2002,
Lanzotti 2006). Fahey et al. (2001) realizaron un estudio sobre la capacidad de
diferentes compuestos que contienen sulfuro como posible alternativa a los

sulfitos, donde allyl isotiocianato fue seleccionado.

El salvado de trigo es la capa externa del cereal. El dcido ferllico es su dcido
fendlico mayoritario (Zhou et al. 2004, Verma et al. 2009). Sin embargo, este fenol
no se encuentra en el resto del cereal, estd principalmente localizado en el
salvadoKim, K. et al. (2006b). Miyazawa et al. (2003) establecieron que el dcido
protocatéquico presente en el salvado de arroz negro (Oryza sativa L. Indica)
mostraba cierta capacidad para inhibir la actividad de la firosinasa de

champindn.
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Kubglomsong vy Theerakulkait (2013) indicaron la importancia que las
condiciones de extraccidn podrian  tener la eficacia de la exfracciéon
compuestos antipardeantes activos en el salvado de arroz. En cuanto al uso de
salvado, existen diversos estudios sobre extractos de salvado de arroz y su posible
capacidad para inihibir la PPO de patata y de pldatano, asi como su posible
efecto antipardante (Theerakulkait y Boonsiripiphat 2007, Sukhonthara vy
Theerakulkait 2011, 2012). Sin embargo, no se han enconfrado estudios con

extracto de salvado de trigo, un cereal mucho mds cultivado en nuestro pais.

En clavo, que son las yemas de la planta, los compuestos mayoritarios son el
dcido gdlico y los flavonoles quercetina, mirecetina y kaempferol, muchos de
ellos glucosidados, también destaca la presencia de eugenol y taninos (Shan et
al. 2005, Yanishlieva et al. 2006, Wojdyto et al. 2007).

En la composicion de la nuez moscada, la cual es un fruto, se puede encontrar
dcidos fendlicos, donde el principal fue el dcido cafeico y, también catequinas
(Shan et al. 2005, Wojdyto et al. 2007).

En jengibre, que es un rizoma, se encontraron diversos dcido fendlicos, como el

dcido cafeico entre otros y destaca la presencia de gingerol (Shan et al. 2005).

En pimienta, tanto blanca como negra, las cuales son frutos, se han encontrado
amidas fendlicas (protocatéquico, vanilinico, dcido caféico) y glicdsidos del
kaempferol, quercetina, rhamnetina (Shan et al. 2005, Yanishlieva et al. 2006,
Wojdyto et al. 2007).

Y por Ultimo y respecto a la composicion de hierbas culinarias, se encontrd que el
orégano posee Acidos fendlicos como dcido cafeico, p-cumarico,
neoclorogénico, p-hidroxibenzoico, dcido ferulico, dcido rosmarinico y derivados
del cafeoil. En romero se detectaron también dcido cafeico, vainillinico, p-
cumarico, otros dcidos fendlicos y catequinas (Shan et al. 2005, Muchuweti et al.
2007, Wojdyto et al. 2007).
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Las hojas de menta confienen 3-flavanoles como las catequinas y EGCG,
algunos flavonoles como quercetina y dcidos fendlicos, como por ejemplo,
dcido ferulico, sirengico, gdlico, vainilinico, p-cumarico, cafeico, rosmarinico o
protocatéquico (Atoui et al. 2005, Shan et al. 2005, Muchuweti et al. 2007,
Wojdyto et al. 2007, Lv et al. 2012).

Las hojas de tomillo pueden contener en su composicién dcidos fendlicos como
el acido cafeico, p-cumarico, ferulico, cindmico, gdlico, rosmarinico y quinico
enfre ofros y flavanoles como la quercetina (Shan et al. 2005, Wojdyto et al. 2007,
Roby et al. 2013).

En loa mejorana se identificé dcido gdlico, clorogénico, cafeico, p-cumarico,

ferulico, rosmarinico, entre otros (Roby et al. 2013).

Por Ultimo, en salvia se han identificado d&cidos fendlicos como dcido
clorogénico, cafeico, quinico, p-cumarico, ferulico, cindmico, rosmarinico,
hidroxibenzoico, vainilinico. Dentro de los flavanoles, quercetina y luteolina vy,
también se detectaron catequinas (Atoui et al. 2005, Shan et al. 2005, Muchuweti
et al. 2007, Wojdyto et al. 2007, Roby et al. 2013).

8.2.2.2. Legislacion vigente.

A nivel normativo, los antioxidantes estédn regulados en esencia por el
reglamento UE (2011) y CE (2008) donde se contemplan las condiciones vy
exigencias para el uso de todo tipo de aditivos. En el reglamento se definen los
antioxidantes como “sustancias que prolongan la vida Ufil de los alimentos
protegiéndolos del deterioro causado por la oxidacién, como el enranciamiento
o los cambios de color” y establece la lista de aditivos alimentarios permitidos por

la UE y sus dosis méximas.

Denfro de los antioxidantes se han establecido dos grandes grupos, los naturales

y los sintéticos. Dentro de los naturales se encuentra el dcido ascérbico y los
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ascorbatos (E 300, 301, 302, 304), los tocoferoles y alfa-tocoferol (E 306-309), y el
extracto de romero (E 395). En cuanto a los sintéticos se encuentran los galatos,
los derivados bencénicos (BHT y BHA), la THBQ, el dcido eritérbico y el 4-

hexilresorcinol (Anénimo 2013).

Por ofro lado, se han establecido otros dos grupos, no oficiales, que serian los
sinérgicos de antioxidantes y los bioantioxidantes. Los primeros son sustancias
naturales o sintéticas que potencian el efecto de otras sustancias antioxidantes
(UE 2011), como serian el &cido citrico y citratos, el selenio o el zinc. Los
bioantioxidantes, sin embargo no estdn regulados por el reglamento. Estos son
compuestos naturales (vitaminas, colorantes y flavonoides) que debido a su
estructura quimica especial tienen propiedades saludables y con cierta
capacidad tecnoldgica antioxidante, si es agregado al alimento de forma
adecuada. Pueden ser el futuro para la proteccion oxidativa de los alimentos,
tanto para reducir los niveles de uso de los aditivos, como para mejorar la
frescura, estabilidad y prolongar la vida Util de los alimentos. Un ejemplo son los
carotenos y las xantofilas (permitidos ya como colorantes), la coenzima QI10,
algunos flavonoides (quercetina) y multitud de especias, entre ellas el orégano
(Anénimo 2013).

La tendencia actual segun diversas empresas del sector de aditivos es la
bUsqueda de productos efectivos, a ser posible de origen natural y con el menor
impacto en el listado de ingredientes y en el coste econdmico, asi como que
estos compuestos deben ser seguros, no afectar al sabor y el olor final, y por
supuesto deben lograr una proteccion efectiva respecto a la oxidacién. El
mercado de los bioantioxidantes ha crecido cerca de un 50 % en los Ultimos

afos (Andénimo 2013).
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OBIJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Encontrar un tratamiento alternativo a los sulfitos para la conservacion de la
patata (cv. Monalisa) minimamente procesada, mediante el estudio de diversas
estrategias como son el empleo de compuestos antipardeantes o con la

aplicacion de modificaciones en el procesado.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el control sobre el pardeamiento enzimdtico de los compuestos
seleccionados como alternativa a los sulfitos en patata (cv. Monalisa)

minimamente procesada, almacenada 14 dias a 4 °C.

2. Evaluar el efecto sobre la textura y el pardeamiento enzimdtico del uso
combinado de modificadores de la textura con soluciones antipardeantes
aplicado en patata (cv. Mondadlisa) minimamente procesada, almacenada 14
dias a 4 °C.

3. Evaluar y caracterizar diferentes especias, extraidas en agua, como
compuestos con potencial antipardeante, cuya finalidad seria su aplicacién en
patata (cv. Monalisa) minimamente procesada. Para ello se establecieron tres
objetivos:

3.1. Determinar la capacidad de los extractos de especias elegidos para la

inhibicién de la polifenol oxidasa, asi como su capacidad antioxidante y su
contenido polifendlico, para seleccionar los extractos mds efectivos.

3.2. Optimizar la extraccién en agua de las especias seleccionadas.

3.3. Evaluar la eficacia de las soluciones optimizadas para el control del
pardeamiento enzimdtico de patata (cv. Monalisa) minimamente
procesada, almacenada 14 dias a 4 °C.
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Desarrollo del trabajo

DESARROLLO DEL TRABAJO

Esta tesis recoge el trabajo realizado para la obtencién del grado de doctor, y su
principal objetivo es contribuir en la bUsqueda de alternativas a los sulfitos en la

conservacion de patata (cv. Monalisa) minimamente procesada.

Los sulfifos son empleados por su efectividad y bajo coste. En patatas
minimamente procesadas la legislaciéon europea permite su uso hasta una dosis
mdadxima de 50 ppm SO2 (UE 2011), debido a que se cocina antes de consumir. Sin
embargo, para frutas y hortalizas de consumo directo fueron restringidos por la
FDA, ya que suponen un potencial riesgo para la salud. Es previsible que en un

futuro se prohiba su uso, por lo que es necesario buscar una alternativa eficaz.

Para ello el trabajo realizado en esta tesis se puede dividir en fres bloques con
diferentes objetivos, pero con la meta en comin de conseguir la conservacion
de patata minimamente procesada que mantenga su calidad mediante la

aplicacion de técnicas de conservacion efectivas y lo mds naturales posible:

1. Estudio de alternativas basadas en compuestos con capacidad
antipardeante.
Se redlizd una aproximacion a los compuestos que segun la bibliografia
presentaban capacidad para la inhibicién o reduccion del pardeamiento
enzimdtico, y se estudid el efecto que producian en patata (cv. Monalisa)
minimamente procesada, en las condiciones establecidas en esta tesis.

2. Estudio de modificaciones en el procesado.
Se aplicaron técnicas de conservacion fisicas mediante modificaciones en el
procesado y su posible uso combinado con soluciones antipardeantes para
evaluar su efecto en la conservacidon las patatas (cv. Monalisa)
minimamente procesadas,

3. Estudio de alternativas basadas en exiractos naturales.

Dentro de la buUsqueda de compuestos antipardeantes, también se
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seleccionaron exiractos procedentes especias para evaluar su posible
potencial como antipardeantes en patata (cv. Mondalisa) minimamente

procesada.

En cuanto al primer bloque (Capitulo 1, Blogque A), se utilizaron agentes
conservantes para reducir o inhibir los efectos producidos por las reacciones de
oxidacién en las que interviene la enzima polifenol oxidasa en PMP. Como
solucién de referencia se empled disulfito sédico (DS; E-223) con dcido citrico y se
compard su efecto respecto a dos compuestos: N-acetil-L-cisteina y 4-
hexilresorcinol. Ambos se aplicaron en las patatas de forma combinada con
dcidos orgdnicos. El NAC se usé combinado con AC, en base a los resultados de
la tesis de (Trujillo 2004). El HR se usé combinado con AA, ya que diferentes
estudios indicaban que esta combinacién tenia un efecto sinérgico en el control
del pardeamiento. Los resultados de este bloque llevaron al planteamiento de
un diseno experimental en el que se incluyera un estudio del efecto de estas
soluciones antipardeantes sobre la textura de las patatas, asi como la opcién de

explorar a su vez algunos de los métodos para modificacién de la textura.

El segundo bloque se divide en tres secciones:

En la primera seccién (Capitulo 1.Bloque B), se compard el efecto en la textura y
la calidad visual que fiene el uso combinado de los modificadores de la textura,
un pre-tratamiento térmico o cloruro cdicico, con las soluciones antipardeantes
DS+AC o HR+AA. El cloruro cdicico fue elegido debido a que es un compuesto
fradicionalmente utilizado en la industria para modificar la textura en frutas y
hortalizas y que mostrd cierto efecto antipardeante. En cuanto al uso de pre-
fratamiento térmico, existen estudios que indican un aumento de la firmeza del
tejido al aplicar un choque térmico a baja temperatura. Un ensayo previo fue

realizado para la seleccion de la temperatura y duracion de pre-tratamiento.
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En la segunda seccién (Capitulo 2.1), en base a los resultados de la primera
seccién y los del frabajo con hielo liquido para su aplicaciéon en la industria de
Manzanos (2010), se establecid un diseno experimental para estudiar el efecto
en el color y la textura de PMP, de la aplicacion combinada de un pre-
fratamiento térmico a diferentes temperaturas y tiempo con un tfratamiento
antipardeante. Ademds se evalud el efecto de la presencia del cloruro cdlcico
en el agua del pre-tratamiento térmico, y compararon dos sistemas de
enfriamiento (bano de hielo vs. hielo liquido) de las muestras tras ser sometidas a

los pre-tratamientos térmicos.

En la tercera seccién (Capitulo 2.2) y en base a los resultados obtenidos en la
segunda seccidn, se planted un estudio para evaluar el efecto sobre la actividad
relativa de la PME y la fextura, a lo largo del almacenamiento, del uso
combinado de un pre-tratamiento térmico, a dos temperaturas mds altas, con
un fratamiento antipardeante. Ademds se evalud el efecto en la textura de la

presencia del cloruro cdicico.

El tercer bloque fue desarrollado debido a que una de las principales limitaciones
del primer bloque y de muchos de los estudios existentes, es que ufilizan
compuestos sintéticos, de origen natural o no, que ademds no estdn aprobados
para su uso en productos minimamente procesados. Por ello se realizd una
revision bibliogrdfica para buscar algunas alternativas menos convencionales vy,
sobre todo, mds naturales. Es decir, que su uso no conlleve tantas limitaciones y
reticencias legales debido a que son compuestos usados como conservantes e

ingredientes culinarios a lo largo de la historia del hombre.

Ante el hecho de que algunos extractos de plantas podrian poseer cierta
capacidad antipardeante, se desarrolld un amplio estudio de extractos naturales
que, ademds implicd la puesta a punto de diferentes métodos para la

evaluacién y caracterizacion de estos extractos. Las extracciones de especias se
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realizaron en agua, debido a que durante fodo el procesado las patatas se
mantienen sumergidas en agua para evitar el inicio de las reacciones de

oxidacion de la PPO. Por tanto, este bloque se dividid en tres secciones:

En la primera seccién (Capitulo 3) se establecié un ensayo inicial basado en la
aplicacion de un extracto en agua de té verde en PMP. El té verde fue
seleccionado porque existian trabajos que sugerian un cierto poder inhibidor de

la PPO y antipardeante, pero en patata no habia sido estudiado.

En la segunda seccién (Capitulo 4, 5y 6) y en base a los resultados de la primera
seccion, se desarrolld ofra forma de extracciéon en agua y de aplicacién de las
soluciones naturales obtenidas. Se optd por redlizar extractos en agua muy
concentrados (extracto madre) para luego diluir para su uso. Este método
facilitaba la preparacion de las soluciones y la manipulacién de las cantidades
de extracto durante el procesado. Se escogieron 14 especias con reconocidas
propiedades anfioxidantes, conservantes y/o por su uso culinario en patata. Se
seleccionaron las mds efectivas para realizar una optimizacién de su extraccion
en agua, debido a que cada especia puede proceder de una parte diferente
de la planta (tallo, hoja, bulbo o semilla), lo que significa que las condiciones de
extraccién no tienen por qué ser las mismas para cada una de ellas, asi como la

concentracién a la que pueden ser efectivas.

En la tercera seccién (Capitulo 7), el objetivo fue evaluar qué capacidad
anfipardeante mostraban los extractos optimizados al aplicarlos in vivo, es decir,
al sumergir las patatas (cv. Monalisa) minimamente procesadas con estas

soluciones naturales.
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CAPITULO 1. Estudio de la eficacia de compuestos
antipardeantes y modificadores de textura en patata

minimamente procesada.

1.1. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

A lo largo de los anos se han estudiado diversos compuestos por su capacidad
por su capacidad anfipardeante en frutas y hortalizas. Las alternativas

seleccionadas para este estudio fueron:
COMPUESTOS ANTIPARDEANTES
4-hexilresocinol

Varios autores han destacado que HR combinado con dcido ascérbico se
producia un efecto sinérgico (Monsalve-Gonzalez et al. 1993, Luo y Barbosa-
Canovas 1997, Dong et al. 2000, Guerrero-Beltrdn et al. 2004). Monsalve-Gonzdlez
et al. (1995) indicaron que en manzana, la aplicacion de concentraciones
mayores de 0,03 % HR se puede producir un aumento del contenido residual en

el tejido y podria influir en el sabor de esta.

En minimamente procesados existen diversas investigaciones que han utilizado
HR solo o combinado con ofros compuestos con un objetivo antipardeante y
conservante, sin embargo en patata los estudios fueron en combinacién con
ofros compuestos (mds de dos) y/o con tiempos cortos de almacenamiento. Por
ejemplo, Mattila et al. (1995) estudiaron en patatas pre-peladas, de diferentes
cultivares, el efecto de diversos agentes conservantes (AC y AA con o sin CC o
SP; o una solucién de 0,5 % AC y 0,005 % HR). La apariencia fue evaluada a los
30, 60 y 120 min tras el tfratamiento. La solucién que contenia 0,1 % AC+0,1 %
AA+0,1 % benzoato sédico fue mds efectiva que el uso de AC o AA
individualmente, aunque benzoato sédico a 0,3 0 0,5 % fue bastante efectivo. En

este caso el la solucién con HR + AC no redujo el pardeamiento en patata.
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Reyes-Moreno et al. (2002) optimizaron los compuestos HR y AA como soluciones
antipardeantes en patata, sin embargo los tiempos de inmersién eran muy largos

(3-6 h) como para ser prdcticos en la industria.

Ha sido un compuesto mucho mds estudiado en manzanas o peras, por ejemplo,
Luo y Barbosa-Canovas (1995) realizaron un estudio sobre el pardeamiento
enzimdtico en manzanas minimamente procesadas, aplicando fratamientos
como 0,005-0,03 % HR, 0,5 % AA y 0,2 % CaClz, tanto de forma individual como en
combinacién. Las concentraciones de HR tan bajas como 0,005 % fueron
efectivas. Sin embargo, en este caso, la solucién que contenia 0,01 % HR + 0,5 %
AA + 0,2 % CaClz fue la mds efectiva evaluada en manzanas envasadas en
vacio parcial y almacenadas a 4,4 °C durante 14 dias. Los mismos autores, en
1996, confirmaron que una solucidn de HR+AA, aplicado en manzanas
minimamente procesadas almacenadas 8 semanas a 0,5 °C, controlaba el
pardeamiento enzimdtico al mismo nivel que los sulfitos, con la ventaja afadida
de que HR+AA no blanqueaba las muestras. En 1997, realizaron ademds un
estudio en siete cultivares de manzana diferentes, donde HR+AA se mostrd

efectivo en la mayoria de ellas.

Dong et al. (2000) encontraron que a las concentraciones de 0,005 y 0,01 %
fueron efectivos en combinacion con 0,5 % de dcido ascdrbico para prevenir el
pardeamiento en peras minimamente procesadas. En la evaluaciéon sensorial los

panelistas encontraron que la concentracién 0,01 % de HR fue detectada.

Para este trabajo, se realizaron unos ensayos preliminares para seleccionar las
concentraciones de HR y AA a estudiar. Ademds de confirmar que el uso
combinado de HR+AC no poseia capacidad para controlar el pardeamiento

enzimdtico en patata (cv. Monalisa).
N-acetil-I-cisteina

Es un compuesto que posee grupos tiol y han sido estudiados como inhibidores

del pardeamiento enzimdtico. Rojas-Gral et al. (2006) establecieron que el
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pardeamiento en manzanas minimamente procesadas puede ser controlado
durante 14 dias a 4 °C tanto con NAC sdlo (a concentraciones > 0,75 %), como
combinado con glutatién y con HR. Ademds, Oms-Oliu et al. (2006) también
encontraron que el uso de NAC (0,75 %) era efectivo para el confrol del
pardeamiento en peras almacenadas durante 28 dias a 4 °C. Molnar-Perl y
Friedman (1990) explicaron que el uso de NAC es preferible al de L-cisteing,
porque presenta un umbral inferior de sabor, mayor inhibicién del pardeamiento

enzimdtico y mejor estabilidad.

En patata, Buta y Moline (2001) estudiaron el efecto que producia el uso
combinado de inhibidores de la PPO con dcidos orgdnicos. Una de las mejores
formulaciones fue 0,25 M AC+0,001 M HR + 0,25 M NAC, el cual mantuvo la
calidad de las patatas durante 14 dias, el principal factor limitante fue
microbioldgico. Sin embargo, la combinacién de HR y NAC seria una solucidon
costosa, ya que ambos componentes tienen un precio alto al ser compuestos

sintéticos.

Trujillo (2004) indicd que la solucién que contenia 0,5 % NAC con 2 % AC,
mantuvo la calidad de PMP (cv. Monalisa) fresco desde el punto vista sensorial,
fisicoguimico y microbioldgico durante 14 dias a 4°C. Esta solucidn antipardeante
va a ser utilizada en este capitulo como alternativa a los sulfitos. Ademds, la
misma autora optimizd la cantidad de metabisulfito sédico a usar, reduciendo la
concentracion a 0,1 % DS si se combinaba con dcido citrico (0,5%), el cual actda
de forma sinérgica, potenciando la efectividad del metabisulfito de sodio tanto
en la inhibicién del pardeamiento como en la reduccidén del crecimiento
microbiano de las patatas (cv. Monalisa) minimamente procesadas, dando muy

buenos resultados durante 14 dias a 4°C.
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MODIFICADORES DE TEXTURA

Ofro aspecto importante que se debe tener en cuenta es la textura del producto
final, lo cual es esencial para presentar un producto de 6ptima calidad y que
cumpla las expectativas que tienen los consumidores sobre la textura que tienen

las verduras y frutas (Toivonen y Brummell 2008, Barrett et al. 2010).
Cloruro cdicico

El cloruro cdicico (E-507) ha sido ampliamente utilizado como reafirmante en
frutas y verduras en la industria para alimentos enteros o minimamente
procesados. El uso de este compuesto puede también reducir el pardeamiento
y el deterioro por madurez, la descomposicion o el ablandamiento en frutas y

hortalizas enteros o cortados segun lo citado por Pastor et al (2006).

Pre-tratamiento térmico

Ofra de las posibles alternativas para modificar la textura es el uso de pre-
tratamientos térmicos o choques térmicos a baja temperatura. Podria ser una
alternativa para evitar las consecuencias, en la textura, de la aplicacion de
algunos compuestos antipardeantes, asi como el efecto del propio procesado
aplicado a las patatas. Permitiia mejorar la calidad del producto sin necesidad
del uso adicional de ofros compuestos quimicos, acercdndolo mds a la filosofia

de un producto lo mds natural posible.

Gonzalez-Martinez et al. (2004) demostraron que el grado de actividad de la PME
en tejidos escaldados de patata dependia del "tiempo de exposicidn efectivo” a
la temperatura a la cual la activacién o desactivacion de la enzima tiene lugar.
Montanez-Saenz et al. (2003) también llegaron a la conclusidn de que las
modificaciones producidas a las sustancias pécticas de la pared celular y lamela
media eran las principales responsables del aumento en la textura que se
producian en firas de patata sometidas a un choque térmico a baja
temperatura. Verlinden et al. (2000) realizaron un estudio en rodajas de patata

aplicando un choque térmico de 55, 60 y 75 °C durante 7,5 y 15 min. Evaluaron
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los cambios producidos en la textura de la patata durante y tras el choque
térmico durante el enfriamiento, para ello utilizd dos tipos de medidas

instrumentales del atributo textura.

Para este estudio, también se realizaron ensayos previos para establecer el pre-

tratamiento térmico a aplicar en las lonchas de patata (cv. Monalisa).

1.2. OBJETIVOS

Analizar la eficacia de los compuestos anfipardeantes seleccionados como
alternativa a los sulfitos y su efecto sobre la calidad de las PMP (cv. Monalisa).

Para ello se realizaron dos bloques de ensayos:

En el Bloque A, el objefivo fue evaluar el efecto, en PMP, de las combinaciones
antipardeantes mds prometedoras encontradas en bibliografia respecto a una
solucién de disulfito sédico combinado con d&cido citrico (DS+AC) como

tfratamiento tradicional.

En el Bloque B, el objetivo fue explorar la introduccién de modificadores de la
textura en las PMP, como son la adicién de cloruro cdlcico a la solucion
antipardeante o la aplicacién de un chogque térmico suave a las lonchas de
patatas antes de sumergirlas en la solucidén antipardeante seleccionada del

Bloque Ay DS+AC, para asi comparar su efecto.
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1.3. MATERIAL Y METODOS

1.3.1. Preparacién y procesado de las PMP

Los tubérculos de patata (Solanum tuberosum, cv. Monalisa) procedian del norte
de Espafia (Alava), con un calibre de 40-80 mm, se aimacenaban a 8 °C hasta
su utilizacién. Los valores que caracterizan la materia prima usada para cada

ensayo fueron:

Bloque A: 79,53+3,03 % de humedad; 7,8+0,16 °Brix de sdlidos solubles totales y un
pH 6,06+0,05.

Bloque B: 77,57+0,74 % de humedad; 7,8+0,20 °Brix de sélidos solubles totales y pH
5,89+0,11.

Los agentes utilizados en este estudio fueron 4-hexilresorcinol y N-acetil-L-cisteina
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania), disulfito sédico (E-223), L-(+)-dcido
ascorbico (E-300), dcido citrico anhidro y cloruro de calcio (Panreac, Barcelona,

Espana).

PROCESADO DE PMP

Los tubérculos fueron desinfectados en NaClO (300 ppm, Gunes y Lee (1997))
durante 5 minutos, enjuagados durante 3 min, pelados a mano con peladores y
cortados en lonchas de 5 mm de espesor usando cortadora industrial Robot-
Coupe CL 52. Las lonchas se mantenian sumergidas en agua desionizada hasta
su tratamiento o embolsado, para eliminar el exceso de almidén y los otros
componentes celulares. La proporcion utilizada de patata y solucién fue 1:3 (p/v)
y todo el proceso fue realizado con el agua a 4 °C. En este punto las lonchas de
patata tenian dos posibles destinos dependiendo del ensayo que fuera a

realizarse:
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Bloque A. Evaluacién de la eficacia de soluciones antipardeantes

seleccionadas.

Una vez cortadas, se escurrian las Idminas y éstas eran sumergidas en la solucién
anfipardeante correspondiente durante 7 min a 4 °C (Figura 1.1). El fratamiento
Control consistia en patatas minimamente procesadas a las que no se les aplicé

ningun tratamiento antipardeante.

SELECCléN Almacenada
DE MATERIA PRIMA 8 °C-85 %HR

PESADO

¥
300 ppm B
NaClo [ DESINFECCION
4 °C, 5min T

ACLARADO €| 4°c 3min
v

\\@f PELADO MANUAL
¥
LAMINADO |8})

¥ &
ESCURRIDO
¥
TRATAMIENTO —
CONSERVANTE €| 7min4c |
¥
225 g
30 % vacio > ENVASADO
ALMACENAMIENTO ——

EN REFRIGERACION

Figura 1.1. Diagrama del procesado minimo con aplicacién de un fratamiento
antipardeante (Bloque A).
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En base a la bibliografia y a un ensayo previo en el cual se estudiaron la
combinacién de HR (0,005, 0,01 y 0,02 %) en combinacién con AC o AA (0,5, 1y 2
%). Por un lado, la combinacién HR+AC no consiguid inhibir el pardeamiento
enzimdtico de las PMP (cv. Monalisa) almacenadas 14 dias a 4 °C, ya que se
observaron coloraciones roséceas y grisceas en la superficie de las lonchas. Por
otro lado, se confirmdé que la combinaciéon de HR+AA funcionaba, tal como
indicaban algunos estudios. Se eligié 2 % AA debido a su que su mecanismo de
inhibicién estd vinculado a su concentracién y su consumo, asegurando asi la
mayor cantidad de AA en la solucidn. Y las concentraciones finales de HR
elegidas (0,005 y 0,02 % HR) fueron seleccionadas porque incluso la menor
concentracion de HR fue efectiva y la concentracién mdas alta servia para

realizar una comparacion en su efecto sobre las patatas.

Las soluciones utilizadas fueron preparadas en agua desionizada (%, p/v). Los
tratamientos estudiados fueron: 0,1 % disulfito soédico + 0,5 % dcido citrico
(DS+AC), 0,5 % N-acetil-L-cisteina + 2 % dcido citrico (NAC+AC), 0,005 % 4-
hexilresorcinol + 2 % dcido ascérbico (0,005%HR+AA) y 0,02 % 4-hexilresorcinol + 2

% Acido ascoérbico (0,02%HR+AA).

Bloque B. Efecto _en PMP_de modificadores de textura combinados con

soluciones antipardeantes.

En el caso de aplicar un chogue térmico como tratamiento previo, tras el
escurrido, las lonchas de patatas se sumergian en una marmita con camisa de
agua caliente E5CS a una temperatura de régimen de 50 °C durante 5 minutos.
Posteriormente se enfriaban en un bano de hielo con el objetivo de parar el
tratamiento térmico y bajar su temperatura hasta 6 £ 1 °C (Figura 1.2). Tras este
enfriamiento se realizaba otfro escurrido y se sumergian las Idminas en la solucién

antipardeante correspondiente (Tabla 1.1) durante 7 min a 4 °C.
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SELECCION Almacenada
DE MATERIA PRIMA 8°C-85%HR

[ PESADO |

300 ppm . =
NaClo ->l DESINFECCION |
4°C, 5 min "

¥
- | PELADO MANUAL |
\,&f - P
l LAMINADO }é]))

N —

ESCURRIDO |
Y

TRATAMIENTO

CONSERVANTE ‘J

X

225g _>| |
30% vacio ENVA?ADO

ALMACENAMIENTO
EN REFRIGERACION il

Pre-tratamiento térmico

I—< CHOQUE TERMICO

ENFRIAMIENTO

Figura 1.2. Diagrama de procesado con un choque térmico previo al tratamiento con
la solucién antipardeante (Bloque B).

Tabla 1.1. Tratamientos y soluciones usadas para el estudio del Bloque B.

Abreviatura Solucion antipardeante Modificador de textura
DS+AC 0.1%DS+0,5%AC X

0,005 % HR+AA 0,005 % HR +2 % AA X
DS+AC+0,2 % CC 0.1 %DS+0,5%AC 0.2 % Cloruro cdlcico
0,005 HR+AA+0,2 % CC 0,005 % HR +2 % AA 0.2 % Cloruro cdlcico
DS+AC+50°C/5’ 0.1 %DS+0,5%AC CT 50 °C-5 min
0,005 HR+AA+50°C/5’ 0,005 % HR + 2 % AA CT 50 °C- 5 min

En ambos Blogues (A y B), se frataban con las soluciones anfipardeantes 900 g
de patata y se envasaban en bolsas de LDPE de 0,80 um de espesor (22x16,5
cm). Se envasaban 225 g de lonchas de patata en cada bolsa que era sellada

con una envasadora Sammic con un vacio del 30 %, para poder observar si se
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hinchan debido a actividad microbiana. Se almacenaron durante 14 dias a 4+1
°C en oscuridad hasta su andlisis. El diseno experimental de los Bloques Ay B se

muestran en la Figura 1.3. Se prepararon cuatro bolsas por tratamiento y dia de

andlisis.
[ PATATAS MiINIMAMENTE PROCESADA ]
BLOQUE A BLOQUE B
s N 7 -
0,1 % disulfito sédico (DS) 0,1%SD Tratamientos
— + + seleccionados
0,5 % dcido cilrico (AC) 0,5% CA del Ensayo A
\. BN J
f~ N
0,5 %N-acetil-L-cisteina (NAC) \
o Choque térmico
2 % dcido cilrico suave
- o \ 50°C-5 min Y
4 !
0,02 % 4-hexilresorcinol (HR)
— + 0,2% CacCl,
2 % dcido ascérbico (AA)
\. J
4 N\
0,005 % 4-hexilresorcinol
1 +
2 7% dcido ascérbico
\ J
A 4
n "
ANALISIS ANALISIS
—> #
Dias: 0, 3,5,7,10 & 14 Dias:0, 5,7, 10 & 14
» s I = - -
v bl
Bl ~—r
; ; = “> X
é L .
L I _ SS Apreciacién
COLOR pH % Humedad (°Briix) sensorial TEXTURA

Figura 1.3. Diagrama del disefio experimental dividido en dos Bloques: (A) Eficacia de
soluciones antfipardeantes seleccionadas y (B) Efecto en PMP de modificadores de
tfextura combinados con las soluciones antipardeantes seleccionadas.
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1.3.2. Evaluacién de la calidad

Se redlizaron las medidas en diferentes dias de almacenamiento. Para el bloque

A fueron 0, 3,5,7, 10y 14y para el bloque B fueron 0, 5,7, 10y 14.

1.3.2.1. pH

El pH de las muestras tratadas con diferentes soluciones (Bloque A y B) se
determind segin el método oficial 981.12 de la AOAC (2000). Se hizo puré
aproximadamente 100 g de lonchas de patata mediante un homogeneizador,
efectudndose inmediatamente tres medidas con un pH-metro Sentron 1001 ISFET
(Sentron Europe B.V.) dotado de un accesorio de penetfracién y compensacion
automdtica de temperatura. Se realizaron un total de tres determinaciones para

cada bolsa y su media fue la medida final.

1.3.2.2. Contenido de sélidos solubles totales

Para la determinacién del contenido de sélidos solubles totales (SST) de las
muestras (Bloque Ay B), se trituraron 100 g de muestra hasta obtener su jugo. Se
tomaron una o dos gotas de dicho jugo y se aplicaron en la ventana de
medicién de un refractdmetro portdtil para determinacion de contenido de
azUcares solubles (°Brix) (North China Optical Instruments Factory, Mod. SZJ-A)
previamente calibrado. Se realizaron un total de tres determinaciones para cada
bolsa y su media fue la medida final. En este caso, se calculd la variacion del

contenido de SST (Ecuacion 1).
ASST = SSTq14tt0 — SSTpr m

Donde SSTai4 to corresponde al contenido de SST en el Ultimo dia de
almacenamiento (°Brix) y SSTpt corresponde al contenido de SST de la patata

fresca (°Brix).

1.3.2.3. Contenido de humedad
La determinacién de la pérdida de agua del material vegetal durante el

almacenamiento (Blogue A y B), se realizd siguiendo un procedimiento
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adaptado a partir de los métodos oficiales AOAC 930.15 y 934.01 (AOAC 2000).
Se tfomaron muestras de aproximadamente 5 g de peso fresco, en bandejas
desechables de aluminio, que se secaron en estufa de conveccidn (J. P. Selecta)
a 105 °C hasta alcanzar peso constante. Las determinaciones gravimétricas se
readlizaron empleando una bdscula de alta precision Gram serie BH (Gram
Precision S. L.), efectuando una determinacién por bolsa (n=4 por tratamiento). El
contenido de humedad de las muestras (% H) se calculé de acuerdo a la
Ecuacién 2:

% H = """Lx 100 @)

13
Donde Piindica peso inicial de la muestra (g) y Pt indica su peso final (g).

En este capitulo, fue calculada la variacién del contenido de humedad (AH)

como se indica a continuacién (Ecuacién 3):
AH = Hq14 tto - Hpr (3)

Donde Hdiato corresponde al contenido de humedad (%) en el Ultimo dia de
almacenamiento y Hpf corresponde al contenido de humedad (%) de la patata

fresca.

1.3.2.4. Color

La determinacién del color superficial de las lonchas de patata se llevd a cabo
de forma instrumental los dias de andilisis establecidos (Blogue Ay B). Se empled
un espectrofotémetro Minolta CM-2500d (Konica Minolta Sensing Inc.) en el
espacio de color CIELab y como sistema de referencia el iluminante 65/
observador 10°. Previamente a cada medicion se calibré el aparato segin el
espacio de color Lxaxbx de la CIE mediante una pastilla blanca de sulfato de
Bario (Lx = 99,37; ax = =0,07; b* = —0,14). En este modelo, L* es la luminosidad que
establece el grado de claridad de la muestra, donde los valores positivos son
colores claros y los negativos indican colores oscuros. Las coordenadas a* y b*

definen el plano de cromaticidad, en el que valores positivos de a* indican
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colores rojizos y los negativos colores hacia el verde. En el caso de b*, los valores
positivos fienden al color amairillo y los valores negativos indican color azul (Figura
1.4). En estos ensayos se realizaron 12 mediciones por cada bolsa, tratfamienfo y
dia (n=48 por tratamiento). Como valor para cada loncha, se tomd el promedio

de tres disparos aleatorios realizados sobre la superficie de la loncha.
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Figura 1.4. Grafica de color del espacio CIELab.

1.3.2.5. Textura

Los ensayos (Bloque B) se llevaron a cabo en discos de patata extraidos de la
zona parenquimdtica central de cada loncha de patata mediante un
sacabocados de acero inoxidable de 27 mm de didmetro. Los discos se dejaron

atemperar durante al menos media hora a temperatura ambiente (= 20 °C)
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antes de comenzar los ensayos. El ensayo consistia en hacer bajar la cuchilla y
aplicar una fuerza constante sobre el disco de patata hasta que este se parte
por la mitad. Se realizaron un total de 40 determinaciones Fuerza/Distancia por
cada fratamiento y dia (n=40 por tratamiento), a partir de las cuales se
calcularon los pardmetros de fuerza méxima de corte (Fmax, en N) y distancia
de la superficie a la que se obfiene dicha fuerza (Drmax, €n mm). Para ello se
empled un texturébmetro TA-XT2i (Stable Micro Systems Ltd.) con una célula de
carga de 25 kg y usando el accesorio cuchilla Warner Bratzler. Los pardmetros de
ensayo fueron 10 mm/s para la fase previa del test (aproximacién), 2 mm/s
durante el test (fase de corte) y 10 mm/s durante la fase posterior (elevacion de

la cuchilla hasta la posicion de origen), método descrito por Angos et al. (2008).

1.3.2.6. Apreciaciones sensoriales

Evaluaciéon de la apariencia: se efectué antes de abrir el envase mediante
observacién directa de la muestra con el fin de evaluar si la muestra presentaba
algin cambio en el color, aparicidon de exudacion, abombamiento de la bolsa,
cualquier anomalia que se presente y posteriormente, durante la realizacién de

las determinaciones de color instrumental.

Evaluacién del olor: justo al abrir la bolsa se aspiraba el olor de su interior con el
fin de detectar cualquier clase de olor exirano, como por ejemplo olores

indicativos de descomposicidn o de fermentacion.

Evaluacién de la sensacion al tacto: se examinaba la rigidez de las Idminas de

patata, presiondndolas y flexiondndolas para establecer su grado de firmeza.

1.3.2.7. Anadlisis estadistico

Se redlizaron cuatro repeticiones por tratamiento y dia, los datos fueron
sometidos a un andlisis de varianza (ANOVA) empleando el paquete estadistico
SPSS 15.0 para Windows. En el caso de diferencias significativas entre los

tratamientos (a = 0,05) se realizaba la comparaciéon mediante el test de Tukey.
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1.4. RESULTADOS Y DISCUSION

1.4.1. BLOQUE A: Evaluacién de la eficacia de las soluciones antipardeantes

seleccionadas.

1.4.1.1. pH

El pH de cada solucidn antipardeante utilizada fue:

DS+AC NAC+AC 0,005 % HR+AA 0,02 % HR+AA
2,87+0,08 2,47+0,05 3,2210,15 3,0210,15

Las lonchas de patata tratadas experimentaron una acidificacion tras la
aplicacién de las soluciones antipardeantes a dia 0 (Tabla 1.2), tal y como era
de esperar en base a los pHs iniciales de las soluciones anfipardeantes. Las
muestras tratadas con NAC + CA sufrieron la mayor bajada de pH (p<0,05) de
entfre todos los fratamientos. El hecho de bajar el pH de las patatas puede
ralentizar el crecimiento microbiano y hasta cierto punto las reacciones de
pardeamiento enzimdtico. Sin embargo, con el aimacenamiento en 41 ° C, los
valores de pH de las muestras tfratadas muestran tendencia a aumentar. El
tratamiento 0,005 % HR+AA presentd un pH significativamente mayor (p<0,05)
que el resto de tratamientos, a dia 14, lo cual puede estar relacionado el pH

propio de la soluciéon (pH 3,22).

Este comportamiento, el aumento del pH durante el almacenamiento, también
se observd en el estudio de Trujillo (2004) y podria explicarse por dos posibles
mecanismos. Por un lado, los dcidos orgdnicos (ascoérbico y dcido citrico), como
anfioxidantes o agentes quelantes se consumieron al actuar como inhibidores
del pardeamiento (Gorny, J. R. 1997). Por otro lado, el metabolismo del vegetal
tiende a equilibrar la acidificacion en el tejido causada por soluciones de
inmersién y una via para mantenerla es la homeostasis del pH celular que podria
producir un aumento significativo en el metabolismo del dcido citrico y el mdlico

(Holcroft y Kader 1999). Lo cual podria explicaria que las muestras control, las
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Unicas sin estar expuestas a las soluciones dcidas, se comporten justamente al

contrario, es decir, su pH disminuye a lo largo del almacenamiento.

Tabla 1.2. Andlisis estadistico del pH de las muestras control y tratadas con las
soluciones antipardeantes evaluadas en el Bloque A.

Tratamiento Dia 0 Dia 7 Dia 14
Control 6,06+0,08%" 5,950,044 5,79+0,04b
0,005 % HR +2 % AA 5,32+0,04¢ 5,74+0,05¢ 5,92+0,14¢
0,02 % HR + 2 % AA 5,17£0,06° 5,65+0,05° 5,89+0,134b
0,5% NAC +2% AC 5,00+0,04¢ 5,42+0,07¢ 5,69+0,099b
0,1% DS +0,5% AC 5,30+0,03¢ 5,41+0,03¢ 5,66+0,07¢

a-d |etras diferentes indica diferencias significativas entre los tratamientos para cada dia.
* Mediads (n=4).

1.4.1.2. Variacién del contenido de humedad y de los sélidos solubles totales

La variacién en el contenido en humedad (Tabla 1.3) de todos los tratamientos
no presenta diferencias significativas incluido el confrol (p>0,05), lo cual puede
indicar que los soluciones no parecen afectar al confenido de humedad de las

muestras, ya que evolucionan a lo largo del tiempo de forma similar.

Tabla 1.3. Andlisis estadistico de la variacion del contenido de humedad (AH) y solidos
solubles totales (ASST).

Tratamiento AH ASST

Control -0,34+0,96 0,32+0,18 ¢
0,02 % HR + 2 % AA -2,46%0,77 ¢ 0,23+0,08 ¢
0,005 % HR + 2 % AA -0,15¢1,32 @ -0,42+0,29
0,5 % NAC +2 %AC -0,32£1,10 @ -0,63£0,17 b
0,1% DS +0,5% AC -1,2840,45 @ -1,13+0,21 @

ad |efras diferentes indica diferencias significativas enfre los tratamientos para cada
pardmetro. * Mediaxds (n=4).
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En cuanto a la variaciéon en el contenido de sélidos solubles totales, si que se
observaron diferencias significativas (Tabla 1.3). La inmersidén de las lonchas en
cada una de las soluciones produce un efecto diferente sobre este pardmetro.
Es decir, la patata confrol aumenta su contenido en SST al final del
almacenamiento al igual el fratamiento 0,02 % HR+AA (p>0,05). Esto puede ser
debido al stress del procesado o se puede estar produciendo el
“endulzamiento”. Este fendmeno se debe a la transformacién del almidén en
azUcares reductores producido por la exposicion a la temperatura de
almacenamiento de 4 °C, inferior a los 10 °C habitualmente aconsejados para
limitar este fendmeno durante el almacenamiento de tubérculo intacto (Burton
1989). Este fendmeno, inevitable al frabajar en un producto minimamente

procesado, el cual necesita de una refrigeracién moderada.

Sin embargo, el resto de tratamientos muestran una reduccién del contenido SST
al final del aimacenamiento (5,5 % para 0,005 % HR+AA; 8 % para NAC+AC y 14,6
% para DS+AC). En el caso de DS+AC, se detectd exudacion en las muestras del
Ultimo dia, lo que pudo influir en el descenso tan significativo (p<005) que se

observa.

1.4.1.3. Color

Diferentes autores han utilizado los pardmetros L* y a* como indicadores del
pardeamiento de las superficies cortadas de hortalizas como la patata y de
frutas como las peras y las manzanas (Monsalve-Gonzalez et al. 1993, Rojas-GraU
et al. 2008). Un descenso en los valores de L* reflejan un oscurecimiento y un
aumento en el valor de a* indica un aumento en la fonalidad rojiza del tejido
(Rocha y Morais 2003).

A dia 0, la aplicacién de los tratamientos no afecta a la luminosidad de las
muestras (p>0,05) (Figura 1.5 a). A lo largo del almacenamiento se observa como
las muestras control presentan valores significativamente mds bajos (p<0,05)

respecto a las muestras tratadas con las soluciones anfipardeantes, destacando
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el dia 10 en el cual las muestras control y las tratadas con NAC+AC no se
diferencian (p>0,05), mostrando este fratamiento un comportamiento irregular a
lo largo del almacenamiento. A dia 14 los tratamientos 0,005 % HR+AA y DS+AC

tenian una L* significativamente mayor al resto (p<0,05).

En cuanto la evolucién de la coordenada a* (Figura 1.5 b), a dia 0, el valor de las
patatas fratadas con 0,02 % HR+AA es significativamente mds bajo (p<0,05) que
con el tratamienfo DS+AC (-0,91+0,35 y -0,7120,39, respectivamente). A partir de
ese dia se observan dos comportamientos diferentes, las patatas tratadas con
las soluciones que contienen HR con AAy, el ofro, el de las muestras tratadas con
las soluciones DS+AC o NAC+AC, por lo que parece que el tipo de dcido

orgdnico utilizado influye en a*.

Al final del almacenamiento, la concentracion de HR 0,02 %+AA mostrd valores
significativamente mds altos de a* (p<0,05) respecto a 0,005 % HR+AA, lo cudl
indica una tendencia mds marcada hacia las coloraciones rojizos a mayor
concentracién de HR. Por ofro lado, las muestras tratadas con DS+AC vy las
tratadas con NAC+AC presentaron los valores mds bajos de a* (p<0,05). Sin
embargo, en el caso de la solucién de NAC+AC, aunque presentaron valores
bajos de a* al andlizar, con el hecho de que también mostré una luminosidad
mds baja que ofros fratamientos en los Ultimos dias de almacenamiento, podria
indicar que muestra una ligera tendencia al oscurecimiento general pero sin

afectar o evidenciarse en la coordenada a*.

92



CAPITULO 1
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*
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—x— Confrol —4a— DS+AC —¢— NAC+AC
— O~ — 0,005%HR+AA —e— 0,02%HR+AA

Figura 1.5. Evolucién de la luminosidad (a) y de la coordenada a* (b) de las PMP a lo
largo de 14 dias a 4 °C tratadas con las soluciones antipardeantes seleccionadas (IC95
%, N=48).

Para observar de una forma global el comportamiento del color de las muestras
analizadas, se presentan a continuacién grdficas que representa la luminosidad

con respecto a ambos coordenadas (a* y b*) (Figura 1.6, Figura 1.7 y Figura 1.8).
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Figura 1.6. Comportamiento del color de las lonchas tratadas a dia 0, representando
Luminosidad respecto a coordenada a* (a) y respecto a coordenada b* (b).
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Figura 1.7. Comportamiento del color de las lonchas tratadas a dia 7, representando
Luminosidad respecto a coordenada a* (a) y respecto a coordenada b* (b).

94



CAPITULO 1

80 1

80

a b
75 A 75
|
* 7&- 0] () 70 A A.c
* o t
BDia0
B Control
65 - 65 { aps+aC
®NAC+AC
00,005%HR+AA
©0,02%HR+AA
b0 —_— 60 : . . .
-1,5 -10 -05 00 05 1,0 1,5 20 0 10 20 30 40
a* b*

Figura 1.8. Comportamiento del color de las lonchas tratadas a dia 14, representando
Luminosidad respecto a coordenada a* (a) y respecto a coordenada b* (b).

A dia 0 (Figura 1.6), las  soluciones

antipardeantes no afectdé en gran medida en el color de las muestras, tal y

se observa que la aplicacién de
como se ha comentado. A dia 7 (Figura 1.7 a), se observa la diferencia de
comportamiento entre los tratamientos con HR+AA y DS+AC y NAC+AC. Siendo
las muestras fratadas con las soluciones que contenian HR+AA, los que se
alejaron mds rdpidamente de los valores iniciales de patata respecto a la
coordenada a*. Respecto a b* (Figura 1.7 b), destaca como las lonchas tratadas
con SD+AC muestra valores mds bajos que el resto, lo que indica que se aleja de
la coloracién amarillenta caracteristica de la patata fresca. Tras los 14 dias de
almacenamiento (Figura 1.8 a) las lonchas tratadas con DS+AC presentaron los
valores de color mds cercanos a los valores iniciales, seguido por el fratamiento
NAC+AC y por 0,005HR+AA. Respecto a los valores de b* (Figura 1.8 b) se
mantiene la tendencia observada en las muestras fratadas con DS+AC, lo que
concuerda con la pérdida de intensidad del color amarillo que se aprecidé en las

lonchas tratadas con esta solucion.

925



CAPITULO 1

1.4.1.4. Apreciaciones sensoriales

000000000000 0°0 0 0°0 ¢
'YL 000af® oo
Control DS + AC 0,005 % HR + AA 0,02 % HR + AA NAC + AC

Figura 1.9. Apariencia de las PMP tratadas con las soluciones antipardeantes vy el
control, tras 14 dias en almacenamiento a 4 °C.

En cuanto a las observaciones registradas durante los andilisis, en el Ultimo dia de
almacenamiento (Figura 1.9) y respecto a la apariencia de las patatas, no se
detectaron defectos ni coloraciones pardeadas en las muestras fratadas con
0,005 % HR+AA y DS+AC.

La aplicacién de DS+AC produjo al final del almacenamiento cierta exudacién.
Calder et al. (2011) indicaron que la aplicacion de dcido sulfato de sodio
(Na2SO4) provocaba al final del almacenamiento de 14 dias cierta exudacién en
PMP. Indicaron que la acidez inicial podria haber hidrolizado los tejidos de la
patata o haber causado una gradacién idnica que empujaba la humedad

fuera provocando los esos exudados.

La aplicacion de la solucidon que contfiene HR+AA presentaba cierta sequedad
superficial, mds similar al comportamiento observado en las muestras conftrol,
aungue estas Ultimas, a dia 5, ya mostraban un pardeamiento enzimdtico

evidente.

Respecto a la apariencia de las muestras tratadas con 0,02 % HR+AA, a partir del
dia 7, sufrid una ligera intensificacion del color, pero no era pardeado

enzimdtico, también se detectd un cambio en el olor mds pronunciado.

Con la aplicacion de NAC+AC, se detectd un ligero cambio en la coloraciéon
desde el dia 5 vy aungue los resultados instrumentales mostraban un

comportamiento relativamente adecuado (valores altos de a* pero bajos de L*),

96



CAPITULO 1

se observaron coloraciones pardas puntuales en la superficie de corte de las
lonchas (los bordes), lo que parece que no era fdacimente registrado
instrumentalmente. Es decir, no controla el pardeamiento enzimdatico al nivel que
lo hace DS+AC. Por esta razén y porgue es un compuesto muy caro, este

fratamiento fue descartado para el siguiente ensayo (Bloque B).

La decoloracién detectada en algunas lonchas de patata tratadas con DS+AC,
también fue observado en manzana tratada con soluciones con sulfitos (Luo y

Barbosa-Cdnovas 1996).

Luo y Barbosa-Canovas (1995) y Dong et al. (2000), en manzana y en peraq,
también encontraron que las concentraciones mds bajas de HR en combinacion
con AA seguian mostrando eficacia respecto al control del pardeamiento,

incluso mejor que a concentraciones mayores de 4-hexilresorcinol.

Por lo que las solucién con 0,005% HR + 2% AA, es alternativa al fratamiento
DS+AC, ya que se muestra igual de eficaz en el control del pardeamiento de
PMP (cv. Monalisa).
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1.4.2. BLOQUE B: Efecto en PMP de modificadores de textura combinados con

soluciones antipardeantes.

En el bloque A se ha evaluado el comportamiento del color tras la aplicacién de
las distinta soluciones antipardeantes, ya que el pardeamiento enzimdtico el
principal factor de deterioro en este producto. En el Bloque B se va a cenfrar en
evaluar el efecto sobre la textura que provoca el tratamiento 0,005 % HR + 2 %
AA (Bloque A), que demostrd ser eficaz frente al pardeamiento. A la vez se
pretende explorar el comportamiento de la textura y el color de las lonchas de
patata tratadas con la solucién antipardeante combinadas con modificadores

de textura.

1.4.2.1. pH

Tal y como se observd en el Bloque A, las muestras sufren una acidificacion
inicial, ya que el pH de la patata fresca es de 6,06. La bajada de pH mds
significativa fue con el tfratamiento DS+AC (p<0,05). En ambos casos DS+AC+CC
y HR+AA+CC, el pH fue significativamente mds alto que sus tratamientos de
referencia (p<0,05), debido quizds a que la presencia de CC amortigua este la
acidificacién debido a que no es un compuesto dcido (Tabla 1.4).

Tabla 1.4. Andlisis estadistico del pH de las muestras para cada tfratamiento para los
dias 0, 7y 14.

Tratamiento Dia 0 Dia 7 Dia 14

DS+AC 5,25+0,05 5,37+0,04 ab 5,48+0,05°
DS+AC+CC 5,460,08 ¢ 5,39+0,05° 5,45+0,05 b
DS+AC+50°C/5’ 5,38+0,10 ab 5,31+0,03 @ 5,39+0,04 @
HR+AA 5,32+0,04 cb 5,81+0,06 @ 5,94+0,06 ©
HR+AA+CC 5,610,044 5,79+0,08 d 5,96+0,10 ¢
HR+AA+50°C/5’ 5,40+0,14 bc 5,68+0,03 © 591+0,10 ¢

a-d |etras diferentes indica diferencias significativas entre los tratamientos para cada dia.
* Mediazds (n=4).
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Tras 7 dias de almacenamiento, crean dos grupos diferenciados (p<0,05), en
funcién del tipo de solucién antipardeante de referencia aplicada (HR+AA o
DS+AC). En las muestras tratadas con HR+AA con o sin modificadores de textura
se produce un aumento progresivo del pH (p>0,05) llegando a un valor
homogéneo de entre 5,9-6 tras 14 dias de almacenamiento. En los tres casos
(HR+AA con o sin modificadores) hubo diferencias significativas entre el dia 0 y el
dia 14 (p<0,05). Las muestras tratadas con DS+AC con o modificadores de
textura, tuvieron un pH entre 5,4 y 5,5 al final del ensayo. A lo largo del tiempo no

hubo cambios significativos en su pH (p>0,05).

1.4.2.2. Variacion del contenido de humedad y de sélidos solubles totales

En cuanto a la variacién en el contenido de humedad (AH; Tablal.5) de las
muestras, en todos los casos el % de humedad final fue mayor que el inicial. El
tratamiento HR+AA+50 °C/5' presenta una variaciéon significativamente mayor
que el resto de fratamientos, lo que indica que retuvo mucha humedad a lo
largo del almacenamiento, debido a la humedad adicional por el choque
térmico combinado con el cardcter ligeramente hidrofdbico del HR. La
exposicion a mayor humedad también se detecta con el tratamiento DS+AC+50
°C/5', cuya variacién en humedad es mayor que sus homodlogos. La adicidon o no

de CC no parece afectar de forma significativa a la humedad de las lonchas.

Respecto a la variacion en el contenido de sélidos solubles totales (ASST; Tabla
1.5), en el caso de los tratamientos con la solucidn de referencia DS+AC, no se
detectaron diferencias significativas (p>0,05). El fratamiento de HR+AA con o sin
CC presenta un contenido de SST al final del almacenamiento mayor que el
inicial. Al aplicar el pre-tratamiento térmico con HR+AA, el comportamiento fue

significativamente diferente e inverso (p<0,05).
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Tabla 1.5. Andlisis estadistico de la variacion del contenido de humedad (AH) y solidos
solubles totales (ASST).

Tratamiento AH ASST

DS+AC 0,39+£0,82 @ 0,30£0,14 @b
DS+AC+CC 0,10£0,90 @ -0,05+0,26 P
DS+AC+50°C/5' 1,36£1,16 @b 0,15+0,87 @b
HR+AA 1,54£1,06 ab 1,03£0,37 0
HR+AA+CC 1,69%1,40 cb 0,97+0,21 b
HR+AA+50°C/5' 3,15£0,86 -0,55+0,66 @

ab |efras diferentes indica diferencias significativas entfre los tratamientos para cada
pardmetro. * Media * ds (n=4).

1.4.2.3. Textura

Lo primero que destaca en la Figura 1.10 son las dos tendencias distintas que
aparecen, respecto a la fuerza de corte, en funcidn de la solucion
antipardeante de referencia aplicada, independientemente del modificador de
textura utilizado. A dia 0, las lonchas tratadas con el choque térmico, con
independencia de la solucién anfipardeante aplicada después, presentaron
valores significativamente mds altos (p<0,005) que sus respectivos fratamientos
de referencia (DS+AC y HR+AA).

En las muestras tratadas con DS+AC hubo una disminucién de la fuerza de
cizallado durante el almacenamiento y, en el caso de DS+AC+50 °C/5’,
aparecié exudaciones desde el dia 0, lo que refuerza la aparicién de esa
pérdida de textura, a pesar del aumento en la dureza observado inicialmente de
las lonchas tras el choque térmico. A partir del dia 5 no se observan diferencias
significativas (p>0,05) entre los tres fratamientos (DS+AC, DS+AC+CC y DS+AC+50
°C/5').
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Figura 1.10. Evolucion la Fuerza mdaxima de corte (Fmax, N) de las muestras tratadas
con las soluciones antipardeantes en combinacidén con los modificadores de textura,
almacenadas 14 dias a 4 °C (IC95 %, n=40).

Respecto a la evolucidn observada para las muestras tratadas con HR+AA,
cualguiera de los fratamientos muestran una mayor dureza que las lonchas
fratadas con DS+AC (p>0,05). Los valores de Fmax de las muestras tratadas con
HR+AA+50 °C/5’ disminuyen respecto al dia 0, manteniéndose significativamente
mds bajos (p<0,05) y constantes que HR+AA y HR+AA+CC, a lo largo del tiempo.
Las patatas tratadas con 0,005 % HR+ 2 % AA+ 0,2 % CC no muestran de
diferencias significativas (p>0,05) con respecto al tratamiento de referencia a lo
largo del tiempo. Este resultado indica que, en el caso de PMP (cv. Monalisa) y
en las condiciones establecidas, la concentracion de 0,2 % CC no produce un
efecto evidente en la textura de las patatas en fresco. Sin embargo, Luo y
Barbosa-Canovas (1995) obtuvo resultados aceptables en color y fextura en
rodajas de manzana almacenadas a 0,5 °C durante 50 dias y tratadas con 0,01
% HR +0,5% AA + 0,2 % CC, después de comparar diferentes combinaciones de

esos agentes.
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A continuaciéon se muestran las grdficas que representan la Fmax respecto a
Dmax para observar el comportamiento global de la textura y su evolucién de las

muestras tratadas.
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Figura 1.11. Comportamiento de la textura de las lonchas tratadas representando
Fmax respecto Dimax para el dia 0 (a); dia 7 (b); dia 10 (¢) y dia 14 (d). Pf = patata
recién cortada.
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La patata recién cortada sin aplicacion de tratamientos antipardeantes, tenia
una Fmax 47,4 N y Dimax 3,18 mm. Los valores son aproximadamente un 50 % mds
bajos que los indicados por Alvarez y Canet (1998), en patata fresca cv. Monalisa
(92,6 N). Estos valores son mds parecidos a los mostrados por Harada et al. (1985)

con valores entre 53,6 a 83,4 N.

En la Figura 1.11(a) destaca el hecho de que la aplicacién de un pre-tratamiento
térmico antes del tratamiento antipardeante produce un efecto inicial la textura
de las patatas, ya que se observa en ambos casos, HR+AA+50 °C/5' y DS+AC+50
°C/5', un aumento en la Fmax necesaria para cizallar los discos de patata
fratados respecto a los fratamientos de referencia (HR+AA y DS+AC), para una

mMisma Dfmax.

Las soluciones antipardeantes utilizadas también tienen influencia en la textura,
como es el caso de DS+AA, que con o sin la adicién de CC, muestra una
disminucién de la Fmax para valores similares de Dmmox, 0 que indica una
disminucién de la dureza de las lonchas al ser tratadas con esta solucidon. La
aplicacién de HR+AA con o sin CC no produce un cambio aparente en la
dureza inicial de la patata, se mantiene en valores cercanos a los de la patata

recién cortada (Pf).

Tras 7 dias en almacenamiento a 4 °C (Figura 1.11 b), las lonchas tratadas con
DS+AC+50 °C/5’ sufren una disminucion marcada de la Fmax, lo que indica un
inicio de ablandamiento de las muestras mostrando valores similares a las
patatas fratadas con DS+AC y DS+AC+CC. Esto puede ser debido a la
exudacion detectada desde el primer momento, lo que estaria fomentando este
ablandamiento. En cuanto a los resultados al afadir 0,2 % CC junto a la solucién
HR+AA, no se observan diferencias en las Fmax y Dimax respecto al tratamiento
de referencia (HR+AA). Al confrario de la aplicacién de un chogque térmico con
HR+AA, cuyos resultados se mantienen cercanos a los valores de una patata

recién cortada.
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A dia 10 (Figura 1.11¢c) se mantienen las tendencias observadas en los primeros 7
dias, aunque destaca la evolucion del ablandamiento de las muestras tratadas
con DS+AA, solo o con CC o con pre-tratamiento 50 °C/5’', donde se disminuyd
la fuerza mdxima de corte (Fmax~40 N). Comienza a detectarse exudacién en
las bolsas de DS+AC y DS+AC+CC.

Tras 14 dias (Figura 1.11 d), las muestras tratadas con DS+AC, DS+AC+CC y con
DS+AC+50 °C/5' presentaron los valores mds bajos de fuerza de corte (< 40 N) y
de distancia de rofura (<3 mm), lo cual indica que las lonchas estaban blandas y
poco flexibles. En este dia de andilisis se observd un aumento de las exudaciones

detectadas en las bolsas.

La aplicaciéon de HR+AA, con vy sin la adicién de CC, se comportaron de forma
similar, aumentd la fuerza mdéxima de ruptura y en cierta medida la distancia de
ruptura, lo cual indica que las lonchas eran mds duras pero mantienen una cierta
elasticidad. Esto se podria relacionar con la ligera sequedad detectada en la

superficie de las lonchas.

Por Ultimo, destacar que la aplicacidén del choque térmico combinado con la
solucion antipardeante 0,005 % HR + 2 % AA, el cual mantiene los valores de
textura cercanos, durante los 14 dias, a los de la patata fresca. Esto se podria
relacionar con el aspecto hUmedo que se observd durante los andlisis, similares al
aspecto de una loncha recién cortada. Este fratamiento parece aportar una
cierta humedad, que consigue mantener a lo largo del almacenamiento,

debido quizds a la naturaleza ligeramente hidrofébica del 4-hexilresorcinol.
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1.4.2.4. Color

A dia 0, no se observan diferencias significativas en la luminosidad (L*) de las
muestras, independientemente del tratamiento aplicado (p>0,05) (Tabla 1.6).
Tras 7 dias, la luminosidad es diferente en funcién de los tratamientos
antipardeantes aplicados, sin importar que tipo de modificador de textura. Al
final del almacenamiento las muestras fratadas con DS+AC, DS+AC+CC o
DS+AC+50 °C/5' no se diferencian en la luminosidad (p>0,05) v, los tres presentan
valores de L* significativamente mds altos que cualquiera de las patatas tratadas
con HR+AA o sus combinaciones (p<0,05). Las lonchas tratadas con HR+AA vy
HR+AA+CC, poseen valores de luminosidad similares entfre si (p>0,05) vy

significativamente mds altos que HR+AA+50 °C/5'.

A lo largo del fiempo, no se observaron diferencias significativas en la
luminosidad (p>0,05), excepto para HR+AA+50 °C/5min cuya luminosidad

descendié significativamente respecto al dia 0 (p<0,05).

Cabe destacar el aumento en la luminosidad de todos los fratamientos cuyo
fratamiento de referencia es DS+AC, lo que puede estar relacionado con su
propiedad blangueante. En cuanto a la luminosidad de las patatas tratadas con
las soluciones que contienen HR+AA descendié ligeramente. Los resultados sin
modificadores concuerdan con las apreciaciones visuales, que se registraron en
este bloque y en el bloque A, donde las muestras tratadas con HR+AA
mostraban un color mds intenso comparado con las muestras fratadas con
DS+AC.
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Tabla 1.6. Andlisis estadistico del color, para las coordenadas L* y a*.

Coordenada Tratamiento Dia 0 Dia 7 Dia 14
L* DS+AC 72,40£2,04 < 72,54+2,53 73,29+2,15¢
DS+AC+CC 72,43+2,23 @ 72,65%2,36 73,05+2,27 ¢
DS+AC+50°C/5’ 71,83+2,59 @ 72,342,300 73,30+2,25 ¢
HR+AA 72,24+2,36 @ 70,73+2,56 70,712,560
HR+AA+CC 72,28+2,22 @ 70,75+3,14 @ 70,732,170
HR+AA+50°C/5’ 71,87+2,43 @ 70,21+2,56 69,38+2,74 @
a* DS+AC -0,48+0,24 bc -0,81+0,27 @ -1,23+0,54 ¢
DS+AC+CC -0,38+0,34 ¢ -0,44+0,34 b -0,93+0,50 b
DS+AC+50°C/5"  -0,54%0,30 cb -0,47+0,27 b -0,38+0,33 ¢
HR+AA -0,53+0,29 ob 0,2140,60 -0,06+0,60 ¢
HR+AA+CC -0,48+0,40 bc 0,42+0,52 d 0,41+0,07 ¢
HR+AA+50°C/5’  -0,60%0,36 @ 0,12+0,38 ¢ 0,10+0,49 4

a-e diferente letra indica diferencias significativas entre los tratamientos para cada dia y
coordenada. * Mediatds (n=48).

Asi como en la luminosidad se observd un comportamiento diferente en funcion
de la solucién antipardeante, en la coordenada a* esta tendencia no se
observa (Tabla 1.6). A dia cero la aplicacion de DS+AC+CC mostrd valores de a*
significativamente mds altos (p<0,05) y HR+AA+50 °C/5" tenia los mds bajos
(p<0,05). Tras 7 dias las muestras tratadas con DS+AC solo, mostraron un valor de
a* significativamente mds bajo (p<0,05) que al combinarlos con cualquiera de

los modificadores de textura.

La aplicacién del tratamiento con HR+AA+CC produjo un significativo aumento
del pardmetro a* (p<0,05) respecto a HR+AA y HR+AA+55 °C/5', que se
(p>0.05)

almacenamiento. Tras los 14 dias, las muestras con el fratamiento DS+AC+55

mantfuvieron sin cambios  significativos hasta el final del

°C/5' tuvieron una evolucidén con tendencia a aumentar su valor, justo al
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contrario que los tratamientos con DS+AC y DS+AC+CC. Las cuales se alejaban
mds al valor 0 de a*, lo que confirma, junto con el aumento de la luminosidad,
que se estaba produciendo un blangqueamiento de las muestras, tal y como se

aprecio visualmente durante los andlisis.

1.4.2.5. Apreciaciones sensoriales

DS +AC + 50°C/5’ DS +AC DS +AC +CC

HR + AA + 50°C/5’ HR + AA HR +AA +CC

Figura 1.12. Apariencia de las PMP tras 14 dias almacenadas a 4 °C tras un pre
tfratamiento con choque térmico o el uso de cloruro cdlcico en combinacién con los
fratamientos de referencia DS+AC o HR+AA.

Con el fratamiento DS+AC, las muestras presentaron un color ligeramente pdlido,
sin presencia de pardeamiento y una fextura al tacto firme al inicio (Figura 1.12).
Al final del almacenamiento, se observaron dreas en algunas lonchas mds claras
que el resto del tejido (blanqueamiento) y se detectd ablandamiento y un
aumento de su flexibilidad, se podian doblar mds sin que se rompiera. Se
detectaba el olor caracteristico de los sulfitos que en los Ultimos dias fue mds
marcado, sobre todo a partir del dia 10. La apariencia fue en general buena
aunque se observé una tendencia a la exudacion que fue evidente el dia 14 (1-2
ml). Con el fratamiento DS+AC+CC, las lonchas presentaron en general buen
color, olor, textura y apariencia, no se observaron grandes diferencias, fal y

como se ha indicé con los resultados instrumentales.

La aplicacién de un choque térmico previo a una inmersion en DS+AC afectd

negativamente a la calidad global de la PMP (cv. Monalisa), debido a la
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aparicion de exudacion en las bolsas desde el primer dia esto provocd una

aceleracion del deterioro (exudacion de cerca de 10 ml a dia 14).

El trafamienfo de HR+AA muestra una apariencia global buena, no se
observaron cambios evidentes ni en color ni en textura, aunque si se detectd un
ligero cambio en olor al final del ensayo. También comenzd una ligera

desecacion superficial en los Ultimos dias de almacenamiento.

Con el fratamiento HR+AA+CC el comportamiento de las lonchas fue similar al
fratamiento de referencia, excepto en que se detectd un aumento en la dureza
de las lonchas a partir del dia 5 (dificultad para doblarlas) y un efecto de

desecacion superficial mucho mds marcado al final del almacenamiento.

El tratamiento de HR+AA+50 °C/5' mostrd una apariencia general buena a lo
largo de todo el almacenamiento, hasta el punfo que fue mejor que el
fratamiento de referencia, ya que mantuvieron un aspecto de recién cortadas
hasta el final, lo que ayudaba el hecho de que la superficie se mantuviera

hUumeda (pero no exudacién) (Figura 1.12).
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1.5. CONCLUSIONES DEL CAPITULO
BLOQUE A

La aplicacién de la solucidon que contiene HR+AA a la menor concentraciéon
estudiada (0,005 % HR+2 % AA) presenta, en general, resulfados comparables a

los obtenidos por el uso de la solucién de referencia 0,1 % DS+0,5 % AC.

La solucién 0,5 % NAC+2 % AC presenta cierto control sobre el pardeamiento,

pero no mejora los resultados obtenidos por la solucién 0,1 % DS+0,5 % AC

BLOQUE B

Aplicar un choque térmico (50 °C durante 5 min) mejora la apariencia de las

patatas tfratadas con la solucidn 0,005 % HR+2 % AA.

El uso combinado de choque térmico combinado (50 °C durante 5 min) con la
solucién antipardeante 0,1 % DS+0,5 % A, provoca una pérdida de calidad

inaceptable.

La adicidon de CaCl2 al 0,2 % a las soluciones antipardeantes y en las condiciones
establecidas en este estudio, no mostré ninguna mejora evidente sobre la textura

o el color.
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CAPITULO 2

CAPITULO 2. Estudio del efecto sobre la textura y el
pardeamiento por la aplicacion de diferentes pre-
tratamientos térmicos combinados con una solucién

antipardeante.

2.1. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Con este capitulo se realizdé para ampliar el estudio comenzado en capitulo 1,
mediante la combinacién de un pre-tratamiento a baja temperatura previo a la

aplicacion del tratamiento antipardeante.

El escaldado es una operacién muy utilizada en el procesado industrial de
patata para eliminar aire de los tejidos e inducir una liberacién de azdcares
acumulados y asi controlar las reacciones de Maillard en procesos de fritura
posteriores gelatinizando el almiddn e inactivando enzimas presentes en el tejido
(Bartolome y Hoff 1972, Andersson et al. 1994, Verlinden et al. 2000, Van Dijk et al.
2002). Y como ya se ha comentado en el apartado 8.1, en el caso de vegetales
ricos en almidon y pectinas, como la patata, se pueden emplear pre-
tratamientos térmicos entre 50 y 80 °C para inducir un aumento de la firmeza de

la patata fras el cocinado (Andersson et al. 1994).

En base a lo comentado en Antecedentes, complementar el uso de un choque
térmico suave (entre 40-70 °C durante 5 min o menos) en presencia de calcio,
parece que es una alternativa interesante. El calor puede ser aplicado junto al
calcio, lo que aumentaria la disponibilidad de iones calcio en contacto con la
las patatas. Luna-Guzmdn y Barrett (2000) compararon diferentes temperaturas
(20, 40, 60 °C) para tratar meldn minimamente procesado con cloruro cdicico. El
uso de 60 °C mejord la accidon beneficiosa de la solucidn de calcio en
comparacion con las ofras dos temperaturas. Resultados similares observaron

Rico et al. (2007) que detectaron que el uso de temperaturas elevadas mejoraba
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la difusiéon del calcio en el tejido de zanahoria y con ello mejoraban su calidad,
especialmente hablando del mantenimiento de la textura y la reduccién del
pardeamiento en comparacion con temperaturas mds bajas. De esta forma
tanto el calcio enddgeno como el anadido ayudarian a mantener firme el tejido

vegetal mediante la accién de la PME (Stanley et al. 1995).

Ademds el calcio también puede ayudar a mantener por mds tiempo la
apariencia fresca de los productos minimamente procesados controlando el
desarrollo de pardeamiento enzimdtico. El control del pardeamiento ha sido
observado en diferentes estudios con frutas como por ejemplo los melocotones
(Manganaris et al. 2007) y pina (Hewajulige et al. 2003). Dong et al. (2000)
describieron el efecto del tratamiento combinado de 4HR, AA y lactato cdicico
sobre pera, encontrdndolo efectivo en textura y el pardeamiento, hasta 30 dias

de almacenamiento entre 2y 5 °C en atmdsfera en vacio parcial.

Severini et al. (2003) recomendaron el uso de CC o de una solucién de CC con
dcido lactico en patatas, respecto al uso de otras sales cdicicas. También
indicaron su posible efecto de blanqueamiento en lonchas de patata, ademds
de su efecto ya conocido, y comentado, sobre la textura y la retencion de la

turgencia de las células.

Tras la aplicacion de un choque térmico es necesario el enfriado répido de las
lonchas de patata hasta la tfemperatura de almacenamiento para evitar que el
calor residual ayude a la degradacién de la textura y favorezca el

pardeamiento.

En la industria alimentaria se utiliza la pre-refrigeracién en hortalizas y frutas con el
fin de reducir la respiracion de las mismas justo después de su recoleccién,
frenando de esta manera el deterioro fisioldgico del producto. Esta necesidad
de pre-refrigeraciéon origind el desarrollo de diferentes técnicas como la
propuesta por Hardenburg y Anderson (1980) utilizando hielo en escamas en el

enfriamiento de brdcoli, maiz o espinaca.
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Sin embargo, en productos pesqueros se comenzd a utilizar ofro tipo de hielo: el
hielo liquido. Este era aplicado principalmente en la refrigeracién de sardinas, de
atin y de gambas. Las condiciones de preparacién del hielo liquido fueron
establecidas en funcién de los resultados obtenidos por Manzanos (2010), quien
estudid diversas sales y concentraciones, y su efecto en lonchas de patatas cv.

Monalisa.

2.2. OBJETIVOS

Parte 1: Evaluar el efecto de aplicar un pre-tratamiento térmico, a diferentes
temperaturas, en presencia o no de calcio y con dos tipos de enfriamiento,
combinado con una solucién antipardeante sobre la calidad global de PMP (cv.
Monadlisa) y especificamente sobre la textura de la patata tanto fresca como

cocinada.
En base a los resultados de la Parte 1, se establecié el objetivo de la parte 2.

Parte 2: Evaluar el efecto que fiene la aplicacion de un pre-tratamiento térmico
a diferentes temperaras, en presencia o no de cloruro cdicico, combinado con
una solucién antipardeante, sobre la enzima PME y sobre la textura de la patata

fresca y cocinada, en PMP (cv. Monalisa).

2.3. Parte 1: Efecto de la aplicacién de un pre-tratamiento térmico en diferentes
condiciones sobre la calidad global de PMP tratada con una solucidn

antipardeante.

Se establecieron dos temperaturas de choque térmico, 50 °C ya utilizada en
Capitulo 1y 60 °C, que se encuentra dentro del rango de activaciéon de la PME.
Las patatas fueron pre-tratadas con presencia o no de calcio en el agua del

choque térmico, y se enfriaron posteriormente de dos formas: (1) con un bano
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de agua y hielo y (2) con hielo liquido; para finalmente ser tratadas con la
solucién antipardeante que mostrd resultados prometedores en el Capitulo 1
(0,005 % HR + 2 % AA). Para evaluar el efecto de estos factores se analizaron la
textura de la patata no solo en fresco sino también tras el cocinado, momento
en el cual se puede apreciar si se ha producido una aumento en la firmeza de la
patata debido a la activacién de la PME, asi como el color y pardmetros fisico-

quimicos.

2.3.1. DISENO EXPERIMENTAL

El pre-tratamiento térmico se realizé a dos temperaturas diferentes, por lo que se

realizaron dos bloques de ensayos:

BLOQUE 1: 60 °C durante 5 minutos
BLOQUE 2: 50 °C durante 5 minutos

Para cada bloque se realizaron las combinaciones indicadas en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1. Combinacién de factores aplicados a las PMP (cv. Monalisa).

Tratamiento
antipardeante

Choque
Térmico

Enfriamiento

Tratamiento 2 % CaCl2 [: ;JI:]/ ||':|Uei|:° 04'-0207507;1R
Control X X X X
Control+ AP X X X v
Control + CT X v x X
CT + [H/A] + AP X v X v
CTCa + [H/A] + AP v v X v
CTCa + HL + AP v X v v

Se prepararon bolsas por triplicado para cada tratamiento y dia de andilisis (dia 0
y 14). Se analizd el color, pH, SST, contenido de humedad vy la textura mediante

corte por cizallado de PMP fresca vy fras ser cocinada.

116



CAPITULO 2

2.3.2. MATERIALES Y METODOS

2.3.2.1. Procesado minimo de la patata y preparacion de las muestras

Procesado minimo con la aplicacién del pre-tratamiento térmico descrito en el
Capitulo 1 (apartado 1.3.1, Bloque B). Es decir, patatas eran lavadas, peladas y
cortadas en rodajas, las lonchas eran tratadas con el choque térmico, si asi se
establece en el diseno (Tabla 2.1), tras lo cual se enfriaban, para posteriormente
sumergirlas en la solucién antipardeante, si el disefo lo indicaba (ver diagrama

de procesado en Figura 1.2).

En cuanto al cloruro cdicico, este se afadia al agua del choque térmico en la
marmita antes de anadir las patatas. La temperatura de las patatas y del agua
fue controlada mediante sondas de temperatura y un sistema de adquisicién de

datos.

El enfriamiento de las lonchas de patatas se llevd a cabo en un bano de hielo

(H/L) en el que permanecian durante 7 minutos hasta alcanzar 6 °C.

En el caso de aplicar el enfriamiento con hielo gel (HL), primero habia que
producirlo (apartado 2.3.2.1.1) y cuando se utilizaba las patatas se sumergian

durante 80 s, fiempo que tardaban las patatas en bajar hasta 6 °C.

Una vez alcanzada la temperatura las patatas podian ser tratadas con el
fratamiento anfipardeante o envasarse directamente, tal y como se ha

explicado en Capitulo 1.

2.3.2.1.1. Generacién de hielo

El hielo liquido o gel estd conformado por millones de micro cristales de hielo
suspendido en una solucién liquida. Estos cristales miden entre 0.25 y 0.5

milimetros de didmetro.

El hielo gel se produce con un generador STS Miniligs B103. El hielo liquido se

generaba en un evaporador de superficie barida que emplea como
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refrigerante el R 404 A. Como fluido anficongelante se ha optado por una
mezcla de agua y CC (Panreac, Barcelona, Espana) a una concentracion del 2
%. La seleccién se basa en un frabajo de Manzanos (2010) sobre el efecto de
diferentes ftipos de hielo liquido en patata (cv. Monalisa). Se utiliza un
conductimetro Conductivity Probe FYA641LF3 para la medida de la
conductividad eléctrica del hielo liquido para contfrolar una generacién

homogénea.

2.3.2.1.2. Cocinado de la patata

En esta parte también se analizé la textura de las patatas tras el cocinado, para
ello se tomaban 12 discos de patata por bolsa, tratamiento y dia de andlisis, se
perforaban las lonchas de patata formando discos 2,7 cm de didmetro. En un
vaso de precipitados pyrex se calentaban 500 ml de agua hasta la temperatura
de 98+1 °C donde las muestras fueron cocidas durante 10 minutos. Los discos de
patata se enfriaron en 1 litro de agua durante 5 min hasta alcanzar temperatura
ambiente. Por Ultimo se retiraba el exceso de agua de los discos con papel de

filtro para llevarlos a analizar la textura.
2.3.2.2. Métodos de andlisis
2.3.2.2.1. pH

Este método ha sido descrito en Capitulo 1 (apartado 1.3.2.1). La media de las
fres mediciones fue el valor final por bolsa, por lo que cada tratamiento

presentaba fres medias por dia.

2.3.2.2.2. Contenido en sdlidos solubles totales

Este método ha sido descrito en Capitulo 1 (apartado 1.3.2.2). La media de las
fres mediciones era el valor de la bolsa, por lo que cada tratamiento presentaba

tres medias por dia.
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2.3.2.2.3. Contenido de humedad

Este método ha sido descrito en Capitulo 1 (apartado 1.3.2.3). Para el cdlculo del
porcentaje de humedad se aplica la Ecuaciéon 2. Se realizaba una medida por

bolsa, cada tratamiento presentaba tres medias por dia.

2.3.2.2.4. Color

En el Capitulo 1 ya ha sido explicado con detalle en qué consistia el método de
andlisis del color instrumental (apartado 1.3.2.4). Se median 12 lonchas por bolsa,
por cada fratamiento habia 3 bolsas y se analizd a dia inicial y final del ensayo.
La media de tres disparos fue el valor final de cada loncha (n=36 por

fratamiento).

2.3.2.2.5. Textura

El método ha sido descrito en detalle en el Capitulo 1 (apartado 1.3.2.5). Se usé
el texturémetro TAXTPlus texture analyser (Stable Micro System) con una célula
de carga de 30 kg. Se analizaron 12 lonchas por bolsa, al inicio y al final del

almacenamiento a 4 °C.

El andilisis se realiz6 en discos procedentes de lonchas recién salidas de la bolsa y

una vez cocinadas cocinadas.

También se calculd el grado de ablandamiento de las muestras (Ecuacién 4) a
partir de la fuerza mdxima de corte (Fmax) obtenida de las muestras frescas y
cocinadas. El grado de ablandamiento indica la diferencia de comportamiento

de las muestras a lo largo del almacenamiento (Chiavaro et al. 2006).

% Ablandamiento = (1 — [ M®patata cocinada ) x 100 (4)

Fmaxpgtatasin cocinar

Donde Fmaxpatata cocinada €5 la Fmax de las PMP tras el cocinado y FmaXpatata sin

cocinar €5 1 Fmax de las patatas frescas para cada tratamiento y dia.
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2.3.2.2.6. Apreciaciones sensoriales

La apariencia, el olor, la textura y los posibles exudados fueron registradas en

cada dia de andlisis, tal y como se explicdé Capitulo 1 (apartado 1.3.2.6).

2.3.2.2.7. Andlisis estadistico

Se obtenian tres repeticiones por tratamiento y dia, los datos fueron sometidos a
un andlisis de varianza (ANOVA) empleando el paquete estadistico SPSS 15.0
para Windows. En el caso de diferencias significativas entre los tratamientos (a =

0,05), se redlizaba una comparacidén mediante el test de Tukey.

2.3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.3.1. Caracterizacion de las patatas PMP tratadas

En cuanto al pH de las patatas (Tabla 2.2), primero indicar que el pH de las
patatas, a las cuales se les aplico el fratamiento antipardeante 0,005 % HR+ 2 %
AA (pH solucién = 2.85 + 0,01), disminuyd significativamente (p<0,05) respecto a
Control o Confrol CT a ambas temperaturas, como era de esperar por lo
observado en el capitulo anterior. Aungue los tratamientos con cloruro cdicico,
presentaron un pH significativamente mayor que sin la presencia de este
(p<0,05), debido quizds al pH alfo que posee este compuesto a una

concentracion de 2 % en solucién (7,73+0,02).

Tras 14 dias, lo mds destacable fue que los pHs aumentaron significativamente
(p<0,05). Los valores de pH del bloque CT 50°C-5 min eran significativamente
mayores que con el pre-fratamiento 60 °C-5 min. Esto puede ser debido a que
una mayor temperatura acelere procesos metabdlicos vy fisioldgicos que afecten

al pH del tejido.
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Tabla 2.2. Andlisis estadistico del pH de las PMP al inicio y al final del almacenamiento.

Tratamiento do di14
Control 571%0,13* b4 5,92+0,07 *p
Control AP 5,41+0,04 %« 5,98+0,13 *p
CT50°C-5min
Control CT 5,710,01 Za 6,09+0,10 %p
CT+H/A+AP 5,23+0,00 ja 5,67+0,03 ZB
CTCa+H/A+AP 5,25+0,01 “Z’a 5,67+0,02 Zﬁ
CTCa+HL+AP 5,34%0,03 Za 5,69+0,05 48
CTé60°C-5min
Control CT 5,870,01 ¢
CT+H/A+AP 5,19+£0,03 Za 5,27£0,05 ga
CTCa+H/A+AP 5,45£0,03 a 5,34+0,04 b
CTCa+HL+AP 5,34+0,03 b 5,4240,06 5

ad |etfras diferentes indica diferencias significativas enfre los fratamientos para cada
temperatura y dia. as letras diferentes indica diferencias significativas entre los
temperaturas para cada tratamiento y dia. o indica diferencias significativas entre el dia 0
y 14 para cada temperatura y tratamiento. * Mediazds (n=3).

El contenido de humedad (%) (Tabla 2.3) de los controles (control y control AP) no
mostraron diferencias significativas (p>0,05) entre ellos manteniéndose constante

a lo largo del tiempo.

Las patatas fratadas con el CT 50 °C-5 min no presentaron diferencias
significativas entre los tratamientos (p>0,05) y se mantuvieron constantes a lo
largo del almacenamiento. Sin embargo, al aplicar CT 60 °C-5 min el contenido
de humedad aumentd significativamente (p<0,05) respecto al bloque CT 50 °C.
Y, al contrario que éste, el contenido de humedad disminuyd significativamente
tras 14 dias en almacenamiento (p<0,05) y a la vez eran significativamente mds
bajos que los valores de CT 50 °C a dia 14 (p<0,05). Lo que indica una pérdida de
estructura con el pre-tratamiento térmico mds intenso, ya que produce pérdida
de humedad, lo que puede estar relacionado con los exudados encontrados en

las bolsas. Sin embargo, los fratamientos con calcio mayor temperatura se ha
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podido difundir mejor al interior de las lonchas y con ello mantener la estructura
mejor, reduciendo hasta cierto punto esa pérdida de exudados (Martin-Diana et
al. 2007).

Tabla 2.3. Andlisis estadistico del contenido de humedad (% H) y contenido de sélidos
solubles totales (°Brix).

% Humedad Sdlidos solubles totales (°Brix)

Tratamiento do dia do di4
Control 80,30+2,01* “«  80,36%2,48 “«a 6,520,5% “a 7,4+0,4 “p
Control AP 82,27+2,63 “a 81,05+2,25 %« 6.5£0,5 “« 6,520,5 P«

CT50°C-5min
Control CT 79.17+0,95 a 78,42+1,88 o 6,0+0,0 pa 6,0£1,1 G
CT+H/A+AP 80,15%1,61 4a 79.85%1,60 pa 6,0+0,0 4o 6,0+0,0 4o
CTCa+H/A+AP 78,3240,56 §«  79,29+1,39 Ga 7.0£0,0 ba 6,0£0,0 §a
CTCa+HL+AP 78,52+1,30 G« 79.,5840,84 G« 7.0+0,0 ga 7.1%0,2 ga

CT 60°C-5min
Control CT 83,29+0,66 p« 75,76%0,82 pp 5,5+0,0 Za 6,0+0,0 ¢
CT+H/A+AP 82,23+1,86 a 76.39+0,27 95 6,0+0,0 6,0+0,0 «
CTCa+H/A+AP 82,38+1,64 L« 78,39+0,29 ‘ffﬁ 6,0+0,0 6,0+0,0 «
CTCa+HL+AP 82,3410,27 pa 79,55+0,55 Zﬁ 6,0+0,0 « 6,0+0,0 «

ad |etras diferentes indica diferencias significativas enfre los fratamientos para cada
temperatura y dia. ae letras diferentes indica diferencias significativas entre los
temperaturas para cada fratamiento y dia. «-p indica diferencias significativas entre el dia
0y 14 para cada temperatura y fratamiento. * Mediazds (n=3).

El contenido de sdlidos solubles totales (°Brix) (Tabla 2.3) en las patatas control
aumentd significativamente fras 14 dias almacenado (p<0,05), lo cual puede ser
debido al "endulzamiento” de la patata al estar refrigerada a 4 °C que produce
una tfransformacion del almiddn en azdcares (Burton 1989). Sin embargo, una vez
aplicado la solucién antipardeante este efecto no se observa, resultados
similares a Capitulo 1, donde la aplicacion de las soluciones antipardeantes se

retardaba la aparicién del endulzamiento.
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A dia cero, al aplicar el CT 50 °C- 5 min se observaron dos comportamientos, la
presencia de CC aumenta significativamente el contenido de SST. Sin embargo,
con el CT 60 °C este comportamiento no se observa. Tras 14 dias solo las muestras
fratadas con CTCa 50°C+HL+AP mantuvieron alto el contenido de SST (p<0,05),
puede ser debido a que las lonchas estuvieron expuestas a un mayor contenido
de iones calcio (con el CTy con el HL). Con el CT 60 °C, el contenido de SST al
final se mantuvo constante en general, por lo que el fratamiento inicial parece

afectar de forma mds significativa que el almacenamiento.

2.3.3.2. Efecto del fratamiento térmico

En este apartado se comparan los controles y los tratamientos control CT y
CT+H/A+AP, para evaluar el efecto que produce el uso del choque térmico
combinado o no con una solucidon AP en la calidad visual y de textura de las
PMP.

Color

En cuanto a los controles, se observd el efecto de la solucidn anfipardeante
0,005 % HR+2 % AA (Control AP) sobre la PMP, principalmente en la coordenada
a*, donde los valores a dia cero son mds bajos (p<0,05) que las muestras Control.

Sin embargo, tras 14 dias los valores de Control AP se incrementaron (p<0,05).
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=36).
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CAPITULO 2

Respecto al comportamiento de la luminosidad (Figura 2.1 a), a dia cero, no
mostré diferencias significativas entre el control CT o CT+H/A+AP, para ninguna
de las temperaturas. Sin embargo, se observd una reduccion significativa de L* al

aplicar 60 °C-5 min respecto al uso de 50 °C-5 min (p<0,05).

Tras los 14 dias de almacenamiento, solo cuando se combina el CT con AP
(CT+H/A+AP) la luminosidad se mantiene similar a muestras sin CT (confrol y
control AP). Sin embargo, el pre-tratamiento a 60 °C afectd significativamente a
la luminosidad, siendo menor que con el pre-tratamiento de 50 °C (p<0,05). Por
tanto, parece que la solucién antipardeante tiene un papel fundamental para
mantener la luminosidad de las patatas que han sido pre-fratadas

térmicamente.

En cuanto la coordenada a* (Figura 2.1 b), a dia 0 se observé una reduccién
significativa al aplicar CT solo (control CT) y CT+H/A+AP con 60 °C-5 min si se
comparaba con el pre-tratamiento 50 °C-5 min (con o sin AP) (p<0,05). Tras los 14
dios de almacenamiento a 4 °C los valores de a* aumentaron de forma
significativa respecto al dia 0 y a los confroles sin CT (control y control AP)
(p<0,05). La aplicacién del pre-tratamiento térmico solo (control CT) influyd
significativamente sobre los valores de a*, mostrando valores mds altos a mayor
temperatura aplicada, lo que indicaba, junto a los valores de L* bajos, un
pardeamiento y un afecto mds marcado con la temperatura de 60 °C. Es decir,
parece que hubo activaciéon de la PPO. Al combinar el CT con la solucién
antipardeante (0,005 % HR+2 %AA) los valores de a* se mantuvieron
significativamente mds bajos (p<0,05), lo que indicaba una menor presencia de
coloraciones pardas-rojizas, obteniendo ademds mejores resultados con el pre-
tratamiento mds suave (50 °C-5 min), tal y como se observd en Capitulo 1

(Bloque B).

Para la coordenada b* (Figura 2.1 c) se observd el mismo comportamiento, la

aplicacién de 60 °C en este caso reduce significativamente el valor de b* y el
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efecto es mdés marcado con la aplicacion de CT+H/A+AP (p<0,05). Con un CT 50
°C los valores de b* se mantienen sin cambios (p>0.05). Tras 14 dias los valores se
mantienen altos (amarillas) en el caso de aplicar CT+H/A+AP para ambas
temperaturas al comparar con los resulfados de control CT (p<0,05). Aunque es a
la temperatura de 50 °C donde los valores son significativamente mds altos
(p<0,05).

Conclusién, el choque térmico afectd de forma negativa al color de las
muestras, ya que parece que activa la PPO perdiendo calidad a lo largo del
almacenamiento (Vamos-Viyazgo, 1981). Y la adicién de una solucién
antipardeante reduce ese deterioro de color, que es mds pronunciado al usar 60
°C-5 min. La aplicacion de un CT 50 °C-5 min combinado con solucidon AP
mantiene de forma aceptable los valores de color, aunque el almacenamiento

afecta finalmente a la calidad.

Yemenicioglu (2002) estudiaron el efecto de temperaturas bajas (50 °C) sobre
patata entera sin pelar, establecieron que tiempos largos como 60 min podia
confrolar la actividad de la PPO sin afectar a la firmeza. Anthon, Gordon E. y
Barrett (2002) intentaron realizar un modelo de inactivacién térmica de la PPO de
patatas enfre ofras enzimas, pero explicaron que debido a las diferentes
isoformas que puede tener y las complejas cinéticas, debian desarrollar un
modelo mds complicado. Sus resultados mostraban actividad residual en la

enzima tras 800 s aplicando 62,5 °C.

En este trabajo, al frabajar con lonchas, se ha propiciado la puesta en contacto
de sustratos y enzima y se la ha expuesto durante algunos segundos a su
temperatura 6ptima (25-30 °C) sin llegar a aplicar una temperatura que la

inactive, o no el suficiente fiempo.
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Textura de PMP fresca

Como se observd en el Capitulo 1, la aplicacién de AP tuvo cierto efecto sobre
la textura disminuyendo la dureza vy la elasticidad de las muestras, manteniendo
los valores cercanos a los valores de patata recién cortada. Ademds, las
muestras control mostraron un cierfo aumento de la dureza (Fmax) y elasticidad

(Dfmakx). El control AP no presentd diferencias significativas (p>0,05) entre el dia 0

y 14,
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Figura 2.2. Evolucion de la Fuerza mdéxima de corte (Fmax, N) (a) y la distancia
recorrida (Dfmax, mm) (b) de las PMP frescas (IC95 %, n=36).
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Los valores de Fmax (Figura 2.2 a) y distancia (Figura 2.2 b) se redujeron tras la
aplicacion del CT tanto para ambos fratamientos como para ambas
temperaturas. La aplicacion de 50 °C-5 min mantuvo los valores
significativamente mds altos que tras la aplicacién de 60 °C-5 min (p<0,05),
donde la fuerza mdxima de cizallado necesaria fue menor en ambos
fratamientos. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre la

aplicacion del CT solo o con AP para ambas temperaturas (p>0,05).

Tras 14 dias la fuerza mdxima se redujo significativamente respecto a los valores
iniciales. El efecto del choque térmico de 60 °C-5min sigui® mostrando valores

mds bajos que tras la aplicacién de 50 °C-5 min (p<0,05).

El comportamiento de la textura de las patatas en fresco, indicd que a mayor
temperatura aplicada, aungue sea un tiempo corto, producia cierta pérdida de
la dureza y reduccidon de la flexibilidad de la patata, lo que no implicaba
necesariamente que sea una pérdida inaceptable, porque es una deteccidon a

nivel instrumental.

Textura PMP cocinada

Inicialmente y tras cocer los discos de patata, las muestras Control AP presentan
una mayor fuerza mdxima respecto al Control (p<0,05), lo que implica que la
adicién de la solucién AP produce un efecto sobre la dureza (Figura 2.3 a). En
cuanto a las diferencias entre las temperaturas del choque térmico que se
observaron en patatas sin cocinar desaparecen (p>0,05). La aplicaciéon del CT
combinado con solucion AP a las dos temperaturas muestra un aumento
significativo de la dureza (p<0,005). Sin embargo, es la aplicacién del tratamiento
CT 60 °C+H/A+AP donde se observa la mayor dureza en las lonchas cocidas
respecto a CT 50 °C+H/A+AP, al confrario de lo que se observd en la patata

fresca. Tras 14 dias se mantuvo el mismo comportamiento.
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Figura 2.3. Evoluciéon de la Fuerza méxima de corte (Fmax, N) (a) y la distancia
recorrida (Dfmax, mm) (b) de las PMP cocidas (IC95 %, n=36).

En cuanto al pardmetro distancia (Figura 2.3 b) se produjo el mismo
comportamiento, ya que existen diferencias significativas entfre las temperaturas
el CT, pero al aplicar el tratamiento CT 60 °C+H/A+AP la flexibilidad aumentd
significativamente respecto a 50 °C-5min (p<0,05).

En resumen, el hecho de aplicar un CT solo no parece influir de forma evidente
en la dureza de la patata fras el cocinado, se puede observar al comparar las

muestras Control y Control AP respecto a Control CT. Pero, la aplicacién de la
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solucién 0,005 % HR+ 2 % AA influyd aumentando la dureza de las patata cocida.
Y por Ultimo, tras el cocinado la dureza de las patatas se ve evidentemente
aumentada por la aplicacion del pre-tratamiento térmico y una posterior
adicién de la solucién AP, ya que muestra un aumento de la dureza con ambas
temperaturas, aunque no parece afectar a la flexibilidad. Por lo que es evidente
que le enzima PME se ha llegado a activar y a la mayor temperatura la

activacion es mayor.

Destaca que la acidificacion de las lonchas debido al tratamiento AP influye en
ese refuerzo, que es mds evidente con el CT mds severo (60 °C-5 min). En este
caso, puede que la acidificacién esté mejorando la solubilidad del calcio
enddgeno, lo que favorece los enlaces Ca-pectina que aumentan tras la
activacion y accidon de la PME (Pastor et al. 2006). Hecho que se ve reforzado
por la mayor dureza que se produce al aplicar mds temperatura, lo que implica
un efecto mayor en la activacion de la PME y por tanto de grupos carboxilo

libres para reaccionar con el calcio de la solucién.

2.3.3.3. Efecto del tipo de enfriamiento

En este apartado se comparan los fratamientos CTCa+H/A+AP y CTCa+HL+AP
respecto al control CT, es decir, el efecto que produce el uso de dos tipos de
enfriamiento en la calidad visual y de textura de las PMP. Para el enfriamiento
con hielo liquido es necesario el uso de calcio en el choque térmico para evitar
el efecto osmético al sumergir las patatas. Por ello se compara con el choque

térmico en presencia de CC en ambos casos.
Color

La luminosidad a dia cero (Figura 2.4 a) fue significativamente mds baja en las
muestras control CT que para los tratamientos combinados, CTCa+H/A+AP vy
CTCa+HL+AP, (p<0,05). Aplicar el pre-tratamiento 50 °C-5 min mantiene la

luminosidad significativamente mds alta que con el pre-tratamiento 60°C-5min
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en todos los fratamientos (p<0,05). Sin embargo, no se observaron diferencias
significativas entre los tfratamientos enfriados con H/A o con hielo liquido (p>0,05)
para cualquiera de las temperaturas de choque térmico. Tras 14 dias, se
mantuvo este comportamiento, y como se esperaba, la luminosidad de las
muestras control CT fue significativamente mds baja (p<0,05). El efecto del
choque térmico a 60°C-5min produjo una disminucion significativa de la

luminosidad al compararla con las muestras pre-tfratadas con 50°C-5min (p<0,05).

Respecto a la coordenada a* (Figura 2.4 b), aplicar un fipo de enfriamiento u
ofro no cambia significativamente los valores de a* dentro de cada choque
térmico estudiado, tanto al inicio como al final del almacenamiento. El hecho de
combinar el choque térmico con solucidn AP mantiene los valores de a*
significativamente bajos tanto a dia 0 como 14 (p<0,05), con independencia del

modo de enfriamiento.

En cuanto a la coordenada b* (Figura 2.4 c), no se observan diferencias
significativas sobre la coloracion amarilla de las patatas entre el uso de un
enfriamiento con bafo de hielo (H/A) o con hielo liquido (HL) dentro de cada
pre-tratamiento térmico (p>0,05). Destaca que la aplicaciéon de 50 °C-5 min
mantiene los valores significativamente altos (p<0,05) como los de las muestras

tratadas sélo con anfipardeante.

En conclusion, no existe diferencias significativas a nivel de calidad visual
insfrumental entre el uso de tipo de enfriamiento por bano de hielo o hielo gel.
Como ya se habia observado, la aplicacién del CT 60 °C-5 min afecta en mayor

medida al color que la aplicacién de 50 °C-5 min.
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CAPITULO 2

Textura PMP fresca

Entre los dos fipos de enfriamiento, para cada temperatura y tanto al inicio
como al final del almacenamiento, no se observaron diferencias significativas en
ni en la fuerza méxima de corte ni en la distancia (p>0,05) (Figura 2.5), es decir

las muestras presentaban un comportamiento similar en dureza vy flexibilidad.

El aplicar el CT 60 °C-5min produce una disminucion significativa en Fmax y Dfmax
en todos los tratamientos (p<0,05) respecto al uso de un CT 50 °C-5 min. También
se aprecidé una disminucién significativa de la Fmax entre el dia 0 y 14 al aplicar
CT 60 °C-5 min.

Por lo tanto, el choque térmico es la variable que influye principalmente en la
textura de las PMP en fresco, en esta comparativa, donde cuanto mds intenso es
el pre-tratamiento, mds evidente es la disminucién de la dureza, a nivel

insfrumental.
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Figura 2.5. Evolucién de la Fuerza mdaxima de corte (Fmax, N (a) y la distancia
recorrida (Dfmax, mm) (b) de las PMP frescas (IC95 %, n=36).

Textura PMP cocinada

Del comportamiento de la textura de las muestras tras el cocinado, destaca el
aumento significativo de la fuerza mdxima (Figura 2.6 a) al ser aplicado
cualquiera de los pre-tratamientos térmicos para los tratamientos CTCa+H/A+AP
y en mayor medida en las muestras CTCa+HL+AP (p<0,05). Sin embargo, la

distancia (Figura 2.6 b) no varié significativamente entre los tratamientos con
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ninguno de los dos choques térmicos y ni al principio ni al final del
almacenamiento (p>0,05). Es decir, en este caso el fipo de enfriamiento influye
en la dureza de las lonchas. Sin embargo, este aumento puede haber sido
motivado por la doble exposicién (en tiempo y concentracion) a la solucién de

CC (en el chogque térmico y con enfriamiento) mds que al fipo de enfriamiento
en si.
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Figura 2.6. Evolucion de la Fuerza mdéxima de corte (Fmax, N) (a) y la distancia
recorrida (Dfmax, mm) (b) de las PMP cocidas (IC95 %, n=36).
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A dia 0, la aplicaciéon del CT 60°C-5min produce una reduccidn significativa de la
fuerza mdaxima en los tratamientos CTCa+H/A+AP y CTCa+HL+AP respecto a 50
°C-5 min (p<0,05). Aungue este comportamiento cambia tras 14 dias
almacenadas, donde la Fmox de las muestras fratadas con CT 50 °C-5 min
disminuyd y con el CT 60 °C-5 min aumentd significativamente junto con la
distancia (p<0,05), lo que indica un cierfo aumento en la dureza y en la
elasticidad de las lonchas de patata. Puede ser debido a que el CT 60 °C se ha
activado la PME y con la presencia de calcio exdgeno hayan reforzado la
estructura, pero solo fue evidente cuando aparecen los procesos bioldgicos

naturales de senescencia de la patata durante almacenamiento.

En conclusién, es el choque térmico el factor que influye de forma evidente
sobre la calidad de las patatas, siendo mayor el deterioro cuando mayor es la
temperatura del choque térmico. El enfriar las patatas con hielo liquido no
muestra ventajas significativas respecto al bano de hielo, excepto fras el
cocinado. Sin embargo, HL implica tratarlas con calcio (un agente mds dentro
del procesado minimo) para reducir la osmosis ademds del costo de la propia
producciéon del hielo. Por todo ello se descarta el uso de hielo liquido en futuros
ensayos, ya que aunque permite enfriar las muestras de forma rdpida y efectiva
no aporta grandes ventajas al menos en su uso mediante contacto directo con

producto y en las condiciones estudiadas.

2.3.3.4. Efecto del calcio con el choque térmico

Color

En Figura 2.7 (a), el tratamiento CTCa+H/A+AP mostraba una luminosidad
significativamente mayor que Control CT o CT+H/A+AP en el dia de su aplicacién
(p<0,05). Tras 14 dias los tratamientos con 50 °C-5 min con o sin calcio en el

choque térmico y combinadas con AP muestran valores significativamente altos



CAPITULO 2

de L* respecto a todos los confroles (p<0,05). Aunque en todos los casos la

luminosidad bajé tras los 14 dias (p<0,05).

En cuanto la coordenada a* (Figura 2.7 b), como ya se ha comentado el pre-
tratamiento a 60 °C mostré a dia cero valores de a* significativamente mds bajos
que con 50 °C (p<0,05). Tras 14 dias, CT+H/A+AP pre-tratado con 60°C vy los
controles CT mostraron valores significativamente altos de a* (p<0,05), mayor
tendencia hacia rojos, aunque solo en los controles CT se presentaba ademds
unos valores de L* bagjos. Destaca el hecho de que la combinacion
CTCa+H/A+AP con CT 60 °C-5 min consigue mantener los valores de a*
significativamente mds bajos que el mismo fratamiento sin la presencia de calcio
(p<0,05). Sin embargo, no se observa ese efecto en patatas pre-tratadas a 50 °C
(p>0,05).

En cuanto a la coordenada b* (Figura 2.7 c), a dia 0 se obtuvo un aumento en
los valores de b* al ahnadir cloruro cdicico al choque térmico, aungque en menor
medida cuando se aplica CT 60 °C-5 min. Tras 14 dias la coloraciéon amarilla de
las muestras es menor (p<0,05), siendo el CT 50 °C-5min el que presentd mayores

valores respecto a los tratamientos con CT 60 °C-5 min (p<0,05).

Las patatas cuando fueron pre-tratadas a 50 °C — 5 min y en presencia de CC al
2 % mantuvieron la calidad visual, reduciendo el deterioro que sufre el color al ser
tratadas térmicamente. Aunque CT 60 °C-5 min afecta mds al deterioro del color

que 50 °C, el usd CC en la solucidn consigue conftrolarlo mejor.
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Textura PMP fresca

Inicialmente con el choque térmico de 50°C-5min no se observaron diferencias
significativas en la fuerza mdéxima vy la distancia (Figura 2.8 a y b) en presencia o
no de cloruro cdlcico (p<0,05). Sin embargo, tras 14 dias hubo un aumento
significativo de la fuerza méxima vy la distancia en presencia de CC (p<0,05). Lo
que puede indicar que el efecto fue leve pero en el momento de mayor
deterioro, al final del almacenamiento, el refuerzo producido por el pre-

tratamiento térmico aplicado en presencia de calcio fuera mds evidente.
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Figura 2.8. Evoluciéon de la Fuerza méxima de corte (Fmax, N) (a) y la distancia
recorrida (Dfmax, mm) (b) de las PMP fresca (IC95 %, n=36).
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Cuando se aplicd CT 60 °C- 5 min el comportamiento fue al contrario, a dia 0 la
fuerza mdxima habia aumentado significativamente con CTCa+H/A+AP, pero no
respecto a la distancia, lo que indica una mayor dureza pero sin cambio en la
flexibilidad. Tras 14 dias esas diferencias desaparecen en la fuerza mdxima de
cizallado pero aumenta significativamente la distancia de las muestras tratadas
con CTCa+H/A+AP, mostrdndose mds flexibles y menos duras. Todo ello puede
ser debido a que con un aumento de 10 °C en el CT el efecto en la patata es
mdas visible e inmediato y la presencia de iones Ca*2 exdégenos se fomentaron los
enlaces Ca-pectina. Sin embargo, también es un fratamiento mds severo
aplicado a un tejido sin la proteccion, por ejemplo, de la piel. Por ello, esta
temperatura también ha podido producir un mayor estrés y acelera los
metabolismos y reacciones en la patfata, lo que produce un deterioro de la

estructura de las PMP.

En patata sin cocinar, se obtiene mayor fuerza mdxima de corte con el pre-

fratamiento de 50 °C-5min, tanto al inicio como al final del almacenamiento.

Textura PMP cocinada

Tras el cocinado de las PMP, el comportamiento de la textura cambia
drdsticamente. Con el CT 640 °C-5 min los ftfratamientos CT+HA+AP vy
CTCa+H/A+AP presentan una fuerza mdxima de corte vy distancia
significativamente mayor que su control CT (p<0,05), siendo el fratamiento CT 60
°C+H/A+AP el que muestra una dureza y una elasticidad mayor en presencia de
calcio en el choque térmico (Figura 2.9 a y b). Si se comparan los valores de
fuerza mdaxima entre el inicio y el final del almacenamiento no se encuentran

diferencias significativas para CT+H/A+AP (p>0,05).

Al aplicar el CT 50 °C-5 min y a dia 0 se observa un aumento significativo de la
fuerza mdxima (p<0,05) cuando se comparan Control CT, CT+H/A+AP vy

CTCa+H/A+AP y no se encuentra ningun cambio significativo entre estos
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tratamientos en el pardmetro distancia (p>0,05). Tras 14 dias, todos los
fratamientos, excepto CTCa 50 °C+H/A+AP, muestran un aumento significativo
de la elasticidad de las muestras (p>0,05).
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Control AP
Control CT
Control

Control CT

CT+H/A+AP
Control AP

CTCa+H/A+AP
CT+H/A+AP
CTCa+H/A+AP

Inicial Final

Dfmax (mm)
H
H
H
H

Control
Control AP
Control CT
CT+H/A+AP
CTCa+H/A+AP
Control
Control AP
Control CT
CT+H/A+AP
CTCa+H/A+AP

Inicial | Final
u 50 °C-5min B 60 °C-5min

Figura 2.9. Evolucion de la Fuerza mdéxima de corte (Fmax, N) (a) y la distancia
recorrida (Dfmax, mm) (b) de las PMP cocidas (IC95 %, n=36).

El aplicar un choque térmico en las PMP y fratarlas después con una solucién
anfipardeante aumente la dureza de las mismas. Cuando se analiza las PMP
frescas que han sufrido una pre-tratamiento de 60 °C-5 min se detecta una

disminucién en la fuerza mdéxima de las muestras. Sin embargo, tras el cocinado
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de los discos, el efecto del choque térmico aplicado fue mds evidente, ya que
aumenta la firmeza de esas muestras respecto a las muestras control, pero no es
tan evidente el papel que juega el calcio sobre la estructura de las lonchas una

vez cocidas.

La presencia de calcio a nivel de calidad de la textura de las lonchas, perece
tener mds importancia en el deterioro de la estructura de las patatas en fresco

gue una vez cocinadas.

2.3.3.5. Grado de ablandamiento de las PMP

Tanto al inicio como al final del almacenamiento en Figura 2.10, las muestras
control AP muestran un menor grado de ablandamiento que las patatas sin
ningun tratamiento (control) (0<0,05). Lo que confirmaria el aumento de dureza
que se observd al aplicar la solucidn antipardeante, que acidifica el tejido
después de su aplicacion. Tras 14 dias a 4 °C en ambos casos el grado de

ablandamiento aumenté significativamente (p<0,05)

Las patatas fratadas sdlo con choque térmico, para ambos casos (control CT 50
°C-5 min o 60 °C-5min), presentan un grado de ablandamiento
significativamente mds alto (p<0,05) tanto al principio como al final del
almacenamiento, seguramente aumentado por la excesiva cantidad de
exudados encontraron en las bolsas. De entre los CT con CC, el CT 50 °C-5 min
aplicado al tratamiento CTCo+HL+AP muestra el menor grado de
ablandamiento (81,25 %) (p<0,05). Tras 14 dias es el tfratamiento CTCa+H/A+AP el
que presenta un menor ablandamiento (81,48 %) entre los tfratamientos. Cuando
el CT es 60 °C-5 min, es el tratamiento CT+H/A+AP el que presenta el menor
grado de ablandamiento de entre los tratamientos estudiados, tanto al inicio

como al final del aimacenamiento (73,81 y 69,57 %, respectivamente).
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Figura 2.10. Evolucién del grado de ablandamiento de las PMP (IC95 %, n=36).

Comparando los bloques de CT de 50 °C y 60 °C, principalmente las diferencias
se observaron al final del aimacenamiento, donde son las patatas pre-tratadas a
60 °C durante 5 min presentaron menor ablandamiento. Chiavaro et al. (2006)
establecieron que un mayor tiempo de exposicion a una temperatura mayor a
50 °C puede producir inicialmente una disminucion de la firmeza en crudo, el
efecto en la textura se termina observando fras el cocinado. Esencialmente, se
ha producido una mayor activacion de la PME en las patatas a 60 °C, lo que
produce un refuerzo de las paredes celulares. Esto es una ventaja cuando
comienza la degradacién natural de las patatas con el paso del tiempo, ya que
poseen mds cantidad de enlaces Ca-pectina que mantiene mejor la textura
global del tejido.
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2.3.3.6. Apariencia general de las PMP

Control Control CT-50°C-5min CT-50°C+H/A+AP CTCa-50°C+H/A+AP CTCa-50°C+HL+AP
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Figura 2.11. Apariencia general de las patatas a dia 0, pre-tratadas con choque
térmico a 5 a 50 °C (arriba) o 60 °C (abajo), con presencia o no de calcio y usando un
enfriamiento en hielo+agua o en hielo liquido.
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Figura 2.12. Apariencia general de las patatas a dia 14, pre-tratadas con choque
térmico a 5 a 50 °C (arriba) o 60 °C (abajo), con presencia o no de calcio y usando un
enfriamiento en hielo+agua o en hielo liquido.

La combinaciéon CT+AP en cualquiera de sus tratamientos presentaban buen
aspecto y nada de exudacion (Figura 2.11). Las PMP tratadas con control CT 50
°C al revisarse tras 24 h en almacenamiento a 4 °C, ya comenzaban a tener
exudados (~5 ml). En el caso de aplicar 60 °C-5 min el comportamiento inicial era

muy similar a CT 50 °C, con una exudacion relativamente mayor (8-10 ml).

Tras 14 dias de almacenamiento (Figura 2.12), las patatas control muestran

apariencia inaceptable, aunque sin exudados y con textura firme. El control AP
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tiene una apariencia aceptable, sin exudados y textura caracteristica de patata,

lo que era de esperar por los resultados de Capitulo 1.

Las patatas confrol CT 50 °C presentaron un aspecto desagradable y exudados
(~9 ml). En cuanto a la apariencia de las patata fratadas con choque térmico y
solucién antipardeante, el mantenimiento de una apariencia aceptable se
puede clasificar como CTCa 50°C+HL+AP > CTCa 50 °C+H/A+AP > CT 50
°C+H/A+AP, pero las diferencias eran minimas. Tampoco se observaron

exudados vy la firmeza de las patatas era aceptable.

Cuando el choque térmico fue de 60 °C-5 min, las patatas control CT poseian
una apariencia aln mds desagradable que con 50 °C, era evidente la
activacién de la PPO y ademds presentaban una alta exudacién (~60 ml). En
cuanto a la apariencia de las patata tratadas con choque térmico y solucién
antipardeante (0,005 % HR+ 2 % AA), el mantenimiento de una apariencia
aceptable se puede clasificar como CTCa 60 °C+HL+AP > CTCa 60 °C+H/A+AP >
CT 60 °C+H/A+AP. Por lo que se confirma el efecto sobre el color de la presencia
de calcio exégeno (2%) aplicado a las lonchas de patata. Sin embargo, se
detectaron exudados en todos los casos, de un color rosdceo debido las
reacciones de PPO. Y fueron las patatas tratadas con CTCa 60 °C+HL+AP las que
presentaron menor exudacion, debido a una mayor concentfracién de iones
calcio presentes durante el procesado, ya que se usé cloruro cdicico con el
agua del CTy con el hielo liguido durante enfriamiento, ademds se evidencia un
cierto efecto antipardeante ya observado por ofros autores pero a
concentraciones menores (Pastor, 2006; Buta y Moline, 2001). Ademds de que el

aplicar CT 60 °C-5 min favorece la difusién de los iones hacia el interior del tejido.
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2.4, Parte 2: Efecto de la aplicaciéon de un pre-tratamiento térmico sobre la PME y

la textura en PMP tratada con una solucién antipardeante.

El diseno experimental de esta parte se planted para dar respuesta a algunas

dudas surgidas en el ensayo anterior (Capitulo 2, Parte 1).

Para ello se modificaron las temperaturas del agua de los pre-tratamientos
térmicos alejéndolas del limite inferior (50 °C) y por supuesto manteniéndola por
debagjo del limite superior, la temperatura de inactivacién de la pectin
metilesterasa (70 °C). Por ello se seleccionaron 55 °C y 65 °C, temperaturas
indicadas en bibliografia como el rango de mayor actividad de la PME
(Gonzalez-Martinez et al. 2004, Abu-Ghannam y Crowley 2006, Alessandrini et al.
2011)

Por otro lado, debido al efecto observado en las patatas no se modificé el
tiempo de inmersidn, porque hay estudios que indican un mayor efecto sobre la
enzima PME a mayor fiempo de exposicidn, pero son investigaciones para
patatas que van a ser inmediatamente cocinadas o congeladas (Aguilar et al.
1997, Canet et al. 2005). Debido a la activacién de la PPO observada se
mantuvo un tiempo corto de inmersidn, para que produzca el menor impacto

sobre las muestras.

En este ensayo también se va a anadir cloruro cdlicico en el agua del escaldado
a baja temperatura para observar el posible efecto al combinarse con la accién
de la PME. Sin embargo, esta vez se aqjustd el pH del medio a 6, para mejorar la
solubilidad de la sal y con ello su disponibilidad para reforzar la estructura de la
lamela media y la pared primaria (McFeeters y Fleming 1989, Andersson et al.
1994, Pastor et al. 2006).
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2.4.1. DISENO EXPERIMENTAL

El pre-tratamiento térmico se aplicd a dos temperaturas diferentes, por lo que se
realizaron dos bloques de ensayos:

BLOQUE 1: 55 °C durante 5 minutos (CT 55 °C-5 min)

BLOQUE 2: 65 °C durante 5 minutos (CT 65 °C-5 min)

Con cada temperatura de choque térmico se siguié el disefo indicado en la

Tabla 2.4, a continuacion.

Tabla 2.4. Combinacién de factores aplicados a las PMP (cv. Monalisa).

Tratamiento

Choque Térmico eI Antipardeante

Tratamiento 2 % CaCl* [Hielo/agud] 0;035% 7;:"
Control AP X X v
Control CT X v X
CT + AP X v y
CTCa + AP v v v

* Fue ajustado el pH a 6 mediante acido ascérbico del agua para choque térmico con
cloruro cdicico al 2 %.

Se prepararon bolsas por triplicado para cada fratamiento y dia de andlisis (dias
0, 7 y 14). Se determinaron la textura de las PMP frescas y tras ser cocinadas
mediante un andlisis de perfil de textura (TPA); la actividad residual de la enzima
PME; composicidn de la atmésfera interna de las bolsas; pH; sdélidos solubles

totales y contenido de humedad.
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2.4.2. MATERIAL Y METODOS

2.4.2.1. Preparaciéon de muestras y procesado minimo de las patatas
El procesado minimo se redlizd tal y como se ha explicado en el Capitulo 1

(apartado 2.3.2.1 bloque B, Figura 1.2).

En cuanto a la aplicaciéon y a la concentracidén de cloruro cdicico (2 %), fue
como se ha descrito en Parte 1de este capitulo (apartado 2.3.2.1).

2.4.2.1.1 Cocinado de las patatas.

Se realizd como ha sido explicado previamente en el apartado 2.3.2.1.2, en la
Parte 1 de este mismo Capitulo.

2.4.2.2. Métodos de andlisis

2.4.2.2.1. pH

Este método ha sido descrito en Capitulo 1 (apartado 1.3.2.1). La media de las

fres mediciones fue el valor final por bolsa, por lo que cada tratamiento

presentaba fres medias por dia.

2.4.2.2.2. Contenido de sdlidos solubles totales

Este método ha sido descrito en Capitulo 1 (apartado 1.3.2.2). La media de las
fres mediciones era el valor de la bolsa, por lo que cada tratamiento presentaba

tres medias por dia.

2.4.2.2.3. Contenido de humedad

Este método ha sido descrito en Capitulo 1 (apartado 1.3.2.3). Para el cdiculo del
porcentaje de humedad se aplica la Ecuacidon 2. Se realizaba una medida por

bolsa, cada tratamiento presentaba tres medias por dia.
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2.4.2.2.4. Determinacién de la composicion de la atmésfera interna de las bolsas

La composicidn de la atmdsfera interna de las bolsas almacenadas se determind
mediante un analizador de gases de espacio de cabeza Gaspace-2 (Systech
Instruments, Inc.) equipado con una celda magnetodindmica y un analizador de
absorcién infrarroja, que permiten obtener el contenido (%) de las muestras en
O2y CO2 simultdneamente. Antes de abrir las bolsas para los andlisis destructivos

se redlizaron las medidas de los triplicados de cada tratamiento y dia.

2.4.2.2.5. Textura: Andlisis de Perfil de Textura

A diferencia del ensayo de textura que se redlizd en la Parte 1 de este capitulo,
en este ensayo se optd por evaluar la textura de las patatas frescas y cocinadas
con un ensayo de perfil de textura (TPA), ya que es un andlisis que imita la
masticacién del producto mediante dos ciclos de compresién-descompresion o
cual produce una curva de fuerza-tiempo, a partir de la cual se obtienen una
serie de pardmetros. Mediante estos pardmetros, que describen caracteristicas
mecdnicas, se pueden sub-dividir en caracteristicas sensoriales primarias (dureza,
elasticidad, adhesividad y cohesividad) y secundarias (fracturabilidad,

gomosidad y masticabilidad).

Las condiciones de ensayo usadas fueron descritas por Chiavaro et al. (2006). El
ensayo consistia en la aplicacion de dos ciclos con un nivel de compresion del
20 % a discos de patata de 5 mm de espesor con el accesorio SMSP/75
desplazdndose a lo largo del eje principal a una velocidad constante de 1 mm/s
y con un periodo de descanso entre ciclos de 3 s. Se utilizd el texturémetro
TA.XTPlus texture analyser (Stable Micro System) con una célula de carga de 30

kg.

Los pardmetros considerados en este estudio se definen como: dureza (fuerza
mdxima del primer ciclo de compresibn en N), cohesividad (A2/A,
adimensional), adhesividad (drea negativa (As) bajo la linea base entre los ciclos

de compresidn, N-s), elasticidad (relacion entre el tiempo pasado al final de la
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primera compresidén y el inicio de la segunda, adimensional), masticabilidad

(dureza x cohesividad x elasticidad en N).

A continuacion se muestra un ejemplo de curva de TPA obtenido en este estudio

y donde se indican los parédmetros descritos (Figura 2.13).

1¢ mordida 2 mordida

Fuerza (N)
65

Dureza (N)
60+

55
50+
45
40+
35
30
25

20+

A

o . . v —
[ 1 \I/z"' 3 { s
—>

s A3 Elasticidad

N g

Tiempo (seg)

Figura 2.13. Curva obtenida en un ensayo de andlisis de perfil de textura (TPA).

Se andlizaron 12 discos de 27 mm de didmetro por bolsa, tratamiento y dia.
Cada tfratamiento constaba de 3 bolsas y los dias de andlisis fueron 0, 7 y 14 en

ambos blogues de temperatura.
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2.4.2.2.6. Determinacién de la actividad de pectin metilesterasa

Se analizaron las muestras antes del cocinado. El método se basd en los trabajos
de Hagerman y Austin (1986) y Gonzalez-Martinez et al. (2004) con algunas

modificaciones.
2.4.2.2.6.1. Extraccion de PME en patata minimamente procesada (PMEp)

Cada extracto enzimdtico (3 por tratamiento/dia) se prepard homogeneizando
33 g de patata con 55 ml de solucién de NaCl al 8,8 % a 4 °C durante 4 minutos
con una batidora. La mezcla se mantuvo 15 minutos en agitacion a 4 °C y se filtrd
a vacio con whatman n°1. El filtrado obtenido se centrifugd a 20000 xg durante
20 minutos a 4 °C, usando una centrifuga 3K30 (Sigma). El sobrenadante se filtrd
utilizando filtros Millipore de 0,45 um vy, el filfrado obtenido fue el extracto crudo
de la enzima (PMEp). Se mantenian a 4 °C hasta la medicién y, antes de analizar,
el extracto debia ser ajustado a un pH 7,5 con NaOH (0,25, 0,1 y 0,01 M), justo

antes de la medicion para evitar el pardeamiento del exiracto.
2.4.2.2.6.2. Medicién de la actividad residual de PME,

La actividad residual enzimdtica se midié utilizando un espectrofotémetro Cintra
20 UV-visible de doble haz (GBC Scientific Equipment pty Itd.). La mezcla de
reaccién contenia 0,55 ml de buffer de fosfato potdsico 0,003 M (Panreac,
Barcelona, Espaia), 2 ml de solucién de pectina citrica 0,05 % (p/v) (Sigma,
Steinheim, Alemania), 0,15 ml de bromotimol azul al 0,01 % (p/v) preparado en
buffer fosfato de potasio 0,003 M (pH 7,5) y 0.3 ml PMEp. Todos los reactivos se
ajustaron a pH 7,5 con NaOH (0,1 y T N).

La cinética se realizé a temperatura ambiente, monitoreando el cambio en la
absorbancia a 620 nm cada 30 s durante 3 minutos. Como consecuencia de la
hidrdlisis del enlace éster se genera metanol, y el C-6 presente en los residuos de
dcido galacturdnico de las pectinas se transforma en un grupo carboxilo. La
disociaciéon de este grupo carboxilo genera protones que producen un descenso

en el pH del medio de reaccidn, el cual es responsable del viraje del indicador
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bromotimol azul. Por su parte, el virgje del indicador (desde el azul hacia el

amarillo) hace que la absorbancia a 620 nm descienda.

Para el ensayo se realizé una calibracion para cada dia de andlisis (0, 7 y 14) a
temperatura ambiente con D-Acido galacturénico como estandar (Figura 2.14) y
la actividad expresada como umol de dcido galacturdnico producido por
minuto. La actividad residual enzimdtica (AR), se define como la relacidon entre la
actividad de la enzima después del tratamiento y para cada dia y la actividad
de la muestra control en cada dia de andlisis. Su cdlculo se realizd con la

siguiente ecuacion (5):

% AR = ﬁ—zxmo (5)

Donde At indica la actividad enzimdtica de las patatas tratadas con choque

térmico y Ac es la actividad enzimdtica de las patatas control sin choque

térmico.
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Figura 2.14. Ejiemplo de la recta de calibracion de écido D-galacturénico.
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2.4.2.2.7. Andlisis estadistico

Se obtenian tfres repeticiones por fratamiento y dia, los datos fueron sometidos a
un andlisis de varianza (ANOVA) empleando el paguete estadistico SPSS 15.0
para Windows. En el caso de diferencias significativas entre los tratamientos (a =

0,05), se realizaba una comparacién mediante el test de Tukey.

2.4.3. RESULTADOS Y DISCUSION

2.4.3.1. Caracterizacion de los tratamientos aplicados

El tratamiento en el cual las PMP se trataban solo con la solucidon antipardeante
(0,005 % HR +2 % AA) son las llamadas patatas Control AP, la media fue
calculada a partir de 6 bolsas, debido a que no mostraron diferencias
significafivas entre ellas. Para el resto de tratamientos, donde se incluye el

choqgue térmico, las medias fueron fres valores por tratamiento y dia.
pH

Andlizando el pH de las muestras (Tabla 2.5), las lonchas tratadas Unicamente
con el choque térmico presentaban inicialmente pHs significativamente mds
altos de entre los fratamientos para una misma temperatura CT (p<0,05), ya que
son las Unicas lonchas no fratadas con la solucidn antipardeante. No se
observaron diferencias en el pH de todas las muestras en las que se adiciond la
solucién AP (p>0,05). Al comparar entre bloques (CT 55 °C vs CT 65 °C) no se
observaron diferencias entre ningin de los tratamientos (p>0,05), lo cual indicaria
que los cambios en el pH de las lonchas fueron debidos principalmente al uso de
0.005 % HR + 2 % AA.

A lo largo del almacenamiento, y tal como se habia observado con anterioridad
(Capl y 2.1), las patatas Control AP sufren un incremento (p<0,05) en su pH,

principalmente en los 7 primeros dias de almacenamiento. En el resto de
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fratamientos (CT+AP y CTCa+AP) se observa esa misma tendencia, es decir, en
los primeros 7 dias sufrieron un incremento significativo para posteriormente v,
hasta el fin del almacenamiento, disminuir significativamente (p<0,05) en todos
los casos excepto CTCa 55°C+AP. Y sin embargo, las muestras fratadas solo con
los CT a baja temperatura (55 o 65 °C) no cambiaron (p>0,05) a lo largo del
tiempo, lo que vuelve a indicar que los choques térmicos por si solos no

afectaron al pH.

Por otro lado, en melocotones minimamente procesados no encontraron que la
aplicacion de un pre-tratamiento térmico por si mismo modificara el pH del tejido
(Steiner et al. 2006). Ademds, Rocculi et al. (2007) relacionaron el pH con la
respiracién, ya que aumentaba cuando el pH disminuia. El tejido sufre un exceso
de H* al bajar el pH mediante un bombeo activo de H* mediante ATPasas por la
membrana plasmdtica, aumentando asi la demanda de energia respiratoria y
por tanto al bajar el pH disminuyen las tasas de respiracion. Y a largo del
almacenamiento  también intervendria el complejo metabolismo de
carbohidratos que incluye la utilizacion de azUcares en la respiracién y/o la

posible movilizacion del almiddén.
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Tabla 2.5. Andlisis estadistico del pH de las PMP.

Tratamiento do d7 di4

Control AP 5,24+0,06* « 5,99+0,10 5 6,05+0,07
CT 55°C - 5 min

Control CT 6,0510,03 b« 6,03+0,05 4« 5,90£0,08 b«

CT+AP 5,1610,03 4« 5,45+0,03 % 5.28+0,07 ja

CTCa+AP 5,2610,08 4« 5,5610,05 b5 5.45+0,02 9
CT 65 °C - 5 min

Control CT 6,130,02 b« 6,140,03 ba 6,100,22 b«

CT+AP 4,70+0,05 95 5,0340,04 ¢ 4,82+0,02 %a

CTCa+AP 4,8810,01 a 5,19+0,04 % 5.0540,15 %«

a-c Letras minUsculas diferentes indica diferencias significativas entre los tratamientos para
cada temperatura y dia. as Letras mayuUsculas diferentes indica diferencias significativas
entre los temperaturas para cada tratamiento y dia. ewindica diferencias significativas
entre el dia 0y 14 para cada temperatura y tratamiento. *Mediaxds (n=3).

Contenido de humedad de las PMP

En cuanto al contenido de humedad (%) de las muestras (Tabla 2.6), las lonchas
Conftrol AP presentaban un valor de 84,89 % de humedad y a lo largo del tiempo

no mostraron cambios significativos (p>0,05).

Respecto al bloque CT 55 °C, a dia 0 no se observaron diferencias significativas
entre las muestras control CT y las tratadas CT+AP y CTCa+AP (p>0,05), la
tendencia a lo largo del almacenamiento no es muy clara. Parece que la
aplicacién del choque térmico no produce cambios significativos a lo largo del
tiempo (p>0,05). Sin embargo, una vez aplicado el fratamiento antipardeante y
tras 7 dias de almacenamiento, el contenido de humedad se redujo (p<0,05)
hasta valores de 82,4-83,3 %, debido quizds a que la acidez que produce en el

tejido provoca que el tejido se hidrolice del tejido y con ello una cierta pérdida
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de la humedad e incluso exudados (Steiner et al. 2006). Ademds estos autores
también observaron que un CT y calcio podian reducir la pérdida de humedad
debido al mayor nUmero de puentes formados. Por lo tanto, al aplicar el CT 65 °C
se reforzé la estructura de la patata en mayor medida que a 55 °C, evitando una

mayor hidrolizacién del tejido y pérdida de humedad.

Asi también se podria explicar la diferencia de comportamiento entre aplicar 55
°C 0 65 °C, destacando el tratamiento CTCa+AP, ya que el dia de procesado no
mostraron diferencias significativas (p>0,05), pero a lo largo del almacenamiento
se observa una disminucion significativa en el contenido de humedad de usar 55
°C (85,9 %) respecto a 65 °C (82,7 %).

Cuando el chogue térmico es aplicado en presencia de calcio (CTCa+AP) el
comportamiento es al confrario, aumenta la humedad de las muestras hasta
85.9 % en el dia 14 (p<0,05), es decir, las lonchas retuvieron la humedad. Lo que
va en concordancia con lo explicado anteriormente relacionado con el refuerzo
de la estructura del tejido por la actuacién de PME y el aumento de puentes

pectina-Ca por la presencia de calcio exdégeno,

En cuanto al efecto de aplicar CT 65 °C, no se observaron diferencias
significativas (p>0,05) ni entre los fratamientos ni en su evolucién a lo largo del

fiempo.
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Tabla 2.6. Andlisis estadistico del contenido de humedad de las PMP.

Contenido de humedad (%)

Tratamiento do d7 d14

Control AP 84,89+2,00% « 84,53+1,10 « 84,88+0,96 «
CT 55 °C - 5 min

Control CT 85,6410,46 fa 86,2810,41 {« 85,53%1,61 %«

CT+AP 85,0010,26 9 82,3840,23 « 83,3040,62 «

CTCa+AP 84,40%0,90 i« 84,7840,26 ba 85,90£0,41 b5
CT 65 °C - 5 min

Control CT 85,74+1,26 Y« 82,992,09 fa 82,56%1,98 ja

CT+AP 83,6510,85 ja 83,1240,66 a 83,5240,02 ja

CTCa+AP 83,70+0,53 j« 83,03+0,94 « 82,71+1,42 Ja

a-c | etras minUsculas diferentes indica diferencias significativas entre los tratamientos para
cada temperatura y dia. as Letras mayuUsculas diferentes indica diferencias significativas
entre los temperaturas para cada tratamiento y dia. e+ indica diferencias significativas
entre el dia 0y 14 para cada temperatura y tratamiento. * Mediazds (n=3)

Contenido en sdlidos solubles de las PMP

Acerca del efecto sobre los sélidos solubles totales (°Brix) (Tabla 2.7), destacan
las diferencias significativas entre las muestras Conftrol tratadas con 55 °C y 65 °C

(p<0,05), donde su contenido fue mayor a temperatura mds alta de CT.

En cuanto al bloque CT 55 °C, el contenido en sdlidos solubles fue mds bajo que
las muestras Control AP, aunque a lo largo del almacenamiento SST no variaron
significativamente al igual que las muestras control AP (p>0,05). Excepto por un
ligero aumento inicial (p>0,05) de las patatas tratadas con CTCa+AP (5.5
respecto 5 °Brix), no se observaron diferencias significativas entre los tfratamientos

en cada dia analizado.

Analizando el bloque de choque térmico a 65 °C-5min, las patatas tratadas con
CTCa+AP se comportaron de manera diferente con respecto al control CT y

CT+AP, ya que presentaban un valor inicial mds bajo (p<0,05), similar al obtenido
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con CT 55 °C y a lo largo del almacenamiento no sufrieron cambios en su
contenido. En los casos de control CTy CT+AP comenzaron con un confenido de
sélidos solubles totales significativamente altos (p<0,05), y en la primera semana

de almacenamiento descendid significativamente (de 7 a 4-5 ®Brix).

Tabla 2.7. Andlisis estadistico del contenido de sélidos solubles (°Brix).

Sdlidos solubles totales (°Brix)

Tratamiento do d7 di4

Control AP 6,040,0* « 6,00,0 « 6,1+0,2 «
CT 55°C - 5 min

Control CT 5,0£0,0 4« 4,740,3 fa 5,0£0,0 4«

CT+AP 5,040,0 4« 5,000 4a 5,0+0,0 4as

CTCa+AP 5,5+0,0 Za 5,0£0,0 S« 5240,3 «
CT 65°C - 5 min

Control CT 7,0%0,0 ga 4,00,0 35 4,0£0,0 35

CT+AP 7.0£0,0 ga 5,0+0,0 ZB 4,7+0,3 Zﬁ

CTCa+AP 5,0+0,0 4« 5,0+0,0 Za 5,0+0,0 Za

a-¢ | etras minUsculas diferentes indica diferencias significativas entre los tratamientos para
cada temperatura y dia. as Letras mayUsculas diferentes indica diferencias significativas
entfre los temperaturas para cada tratamiento y dia. e~ indica diferencias significativas
entre el dia 0y 14 para cada temperatura y tratamiento. *Mediaxds (n=3)

El choque térmico influyd sobre el contenido de sélidos solubles, lo que podria
estar relacionado con la aparicién de exudados en los tratamientos con CT, sin
embargo, con CTCa+AP se observdé menor pérdida de exudados lo que produjo

un menor cambio en el contenido de SST.

2.4.3.2. Composicion de la atmésfera interna de las bolsas
La atmdsfera de las patatas Control AP evoluciona disminuyendo la

concentraciéon de O2 de forma drdstica en el primer dia de almacenamiento y
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de forma mds suave hasta el séptimo dia donde se acerca al limite de

anaerobiosis hasta el final del almacenamiento (Figura 2.15 A).

% CO2

% CO2

Tiempo (d)
—o— Confrol AP —@— Confrol CT —a&— CT+AP —x— CTCa+AP
B —o— Control AP —#— Control CT —a&— CT+AP —X— CTCa+AP

Figura 2.15. Evolucién de la atmdsfera interna (% O2 y CO2) de las muestras tratadas
con choque térmico a 55 °C-5 min (A) o a 65 °C-5 min (B), envasadas y almacenadas
durante 14 dias a 4 °C. (IC95 %, n=3).

La evolucidén de la atmdsfera de las bolsas del bloque CT 55 °C-5 min se
comportd como era previsible, cuando sufren algun tipo de estrés, consumiendo

el O2 presente y lo que aumentaba el contenido en CO2 (Figura 2.15 B). En el
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momento del envasado se detectaron diferencias significativas entre el
contenido de Oz de las patatas control CT (18,2 %) y con las fratadas CT+AP (17,
6 %). En cuanto al porcentaje de CO:z inicial en control CT fue significativamente
mdas bajo (3.2 %) que las de las muestras CT+AP (4,0 %) (p<0.05). Esto podia
indicar que la combinacion del choque térmico y la solucién antipardeante
provocaban mds estrés en las patatas que la sola aplicacion del CT. Durante los
siguientes 7 dias en almacenamiento a 4 °C, siguen respirando y reduciendo su
concentracion de Oz hasta valores entre 2 y 5 %, el limite de concentracion de
O2 por debdgjo de la cual comenzaria la anaerobiosis. A dia 1y 7 las bolsas con
las muestras tratadas con CTCa+AP presentaban la menor concentracién de O2
(p<0,05), v, por tanto que habian sufrido un incremento de la respiracién tras el
procesado. Aunque al final del procesado, son las muestras Confrol AP y CT las
que presentan los valores mds bajos de O2 (1,2y 0,5 %, respectivamente) y como
consecuencia los mds valore mds altos de CO2 (7,2 y 9 %). Y las muestras tratadas
con CT+AP fueron las que menor respiracion tuvieron, ya que presentaron la

concentracion mds alta de O2 (4 %).

Respecto ala evolucion de la atmdsfera de las bolsas del bloque CT 65 °C-5 min,
el aplicar esta temperatura afectd a la respiracion de las patatas. Por ello, se
observaron concentraciones altas de Oz y bajas de CO2 durante los siete
primeros dias de almacenamiento, lo que indica un nivel de respiraciéon muy
bajo. Tuvieron dos comportamientos diferentes, las patatas confrol CT vy las
patatas tratadas ademds con la solucidon antipardeante (CT+AP y CTCa+AP).
Donde control CT presentaba la concentracion mds alta de O2 (p<0,05) durante
7 dias. Tras una semana almacenadas y debido quizds a los dafos sufridos y a la
temperatura de almacenamiento, parece que durante la semana siguiente de
almacenamiento se recupera en cierta medida y cambia la composicion de la
atmodsfera radicalmente. Es decir, las patata Control CT redujeron su
concentracién de O2 (0,4 %) de forma significativa (p<0,05) correspondiendo con

un aumento de CO2 (8,4 %). Las bolsas del tratamiento CTCa+AP mostraron un
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comportamiento similar al control CT pero, en cuanto a % O, fue
significativamente mayor que éste Ultimo (5.1 %) (p<0,05)). El tfratamiento CT+AP
que habia mostrado un cierto aumento al final del almacenamiento con el CT 55
°C, parece gue con CT 65 °C mostraba esta tendencia ain mds marcada, pero
en este caso parece ser que la patata no reacciona tras 7 dias de
almacenamiento mostrando un comportamiento andémalo, a la inversa del

esperado.

Steiner et al. (2006) observé que al aumentar la intensidad del tratamiento
térmico se reducia la tasa de respiracion en melocotones. Lo que coincide con

las observaciones realizadas cuando se aplicaba 65 °C de tratamiento térmico.

2.4.3.3. Efecto en la textura de las PMP

2.4.3.3.1. Evolucion de la textura de las PMP frescas

En cuanto a la dureza (N) (Figura 2.16 a), al aplicar la temperatura de pre-
tratamiento de 65 °C se produjo una pérdida significativa de la dureza en la
patata fresca (p<0,05). No se observaron diferencias significativas entre control
AP y control CT 55°C (p>0,05).

Inicialmente se observd un descenso significativo en la dureza de las patatas
CT+AP y CTCa+AP respecto al su control CT (p<0,05). Sin embargo, en el caso de
CT 65 °C el comportamiento fue diferente, la adicidon de cloruro cdicico en el
agua de pre-tratamiento térmico produjo un aumento significativo de la dureza
respecto a las muestras control CT y CT+AP. Tras los 7 primeros dias hubo una
disminucidn significativa de la dureza en todos los casos y se mantuvo constante
hasta el final del almacenamiento. Con el CT 55 °C aparece el mismo
comportamiento observado a CT 65°C, es decir, un aumento significativo de la

dureza de las muestras CTCa+AP respecto CT+AP (p<0,05).
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En base a estos resultados, parece que aplicar 55 °C afecta ligeramente a la
dureza de la patata cuando se combina con la solucidn antipardeante, y
aunque inicialmente la presencia de calcio en la solucidén no parece influir con el
paso del almacenamiento y el desarrollo fisioldgico normal de una patata que
ha sufrido un estrés. Es posible observar el efecto de refuerzo de calcio en
combinacién con la temperatura, hecho que a 50 °C-5 min no habia sido posible
observar (Parte 1). Sin embargo, al aplicar una temperatura mds severa (65 °C-5
min), los cambios esperados de activacion de la PME fueron mds marcados
combinado con su consecuente interaccién con el calcio enddgeno para
reforzar la lamela media y la pared celular y cuyo efecto aumentd por la
presencia de calcio exdgeno (con el pH ajustado para que fuera mds soluble).
Aunque hay que apuntar que la dureza sigue siendo mds baja (p<0,05) que los

tratamientos homdlogos tratados a 55 °C.
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Figura 2.16. Evoluciéon de los parédmetros de TPA (a) dureza, (b) cohesividad, (c)
adhesividad, (d) elasticidad y (e) masticabilidad de las PMP frescas de las tratadas
con choque térmico a 55 °C-5min o a 65 °C-5 min (IC95 %, n=36).

Respecto a la cohesividad (Figura 2.16 b) de las lonchas, destacd que sus valores
iniciales, en todos los casos, se mantienen estables a lo largo de todo el
almacenamiento (p>0,05). En el dia de procesado los fratamientos no parecen
afectar de forma significativa la cohesividad de las lonchas, ya que no se
observaron diferencias significativas respecto control AP independientemente
del CT (p>0,05).

En el Blogue CT 55 °C-5 min, el control CT tuvo una cohesividad
significativamente mayor que la obtenida al aplicar CT+AP y CTCa+AP. Este
comportamiento cambid al final del almacenamiento donde con el tratamiento

CTCa+AP tuvo una cohesividad menor que en los demds tratamientos (p>0,05).

En el Bloque CT 65 °C-5 min, a dia 0 no se observaron diferencias significativas
entre el control CT y el resto de tratamientos ni el control AP. A lo largo del
fiempo, CTCa+AP a 65 °C muestra valores de cohesividad significativamente

mayores que con CT 55°C (p<0,05). Sin embargo, en el caso de CT+AP no se
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observaron diferencias significafivas entre temperaturas de CT (p>0,05). La
diferencia de 10 °C en el pre-fratamiento y la presencia de calcio exdgeno
influyeron en la obtencién de una cohesividad mayor de la estructura de la

patata.

En cuanto a la adhesividad (N-s) (Figura 2.16 c), inicialmente no se observaron
diferencias significativas entre control AP y el resto de tratamientos (p>0,05), a
excepcioén de CT 55 °C+AP y CTCa+AP a 65 °C (p<0,05).

En el Blogque de 55 °C-5 min, a dia 0 las muestras control CT presentaron una
menor adhesividad (p<0,05). Al aplicar la solucién antipardeante aumenta la

adhesividad con o sin la presencia de CC (p<0,05).

En el Blogue de CT 65 °C-5 min la adhesividad aumenté significativamente en el
siguienfe orden: confrol CT < CT+AP < CTCa+AP. Solo en el caso de CT+AP se

obtuvo una menor adhesividad con el CTé5 °C respecto a CT 55°C (p<0,05).

A lo largo del almacenamiento la adhesividad de las patatas control AP
disminuyé significativamente (p<0,05) (dia cero -0,4 vs. dia 14 -0,17 N- s).
También ocurrié con CTCa+AP cuando se aplicd CT 55 °C (p<0,05). Sin embargo,
en las muestras Control CTé5 °C y CT65 °C+AP aumentd significativamente la

adhesividad a lo largo del tiempo.

Comparando los bloques enfre si, destacaron las muestras Control CT que
inicialmente no mostraban diferencias significativas 'y, a lo largo del
almacenamiento el pre-tratamiento térmico 55 °C-5 min disminuyd la
adhesividad de las patatas y con 65 °C-5 min aumentd (dia 14: -0,3 vs -0,6). El

mismo comportamiento se observd para CTCa+AP (dia 14:-0,4 vs -0,8 N-s).

Estos resultados indicaron que una mayor temperatura de CT aumentaba la
cohesividad de la loncha vy, en presencia de calcio el efecto era mayor, lo que
viene relacionado con lo ya comentado sobre el refuerzo en la estructura del

tejido con esta combinacién de factores.
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En cuanto a la elasticidad de la patata (Figura 2.16 d), en el dia de procesado
no se observaron diferencias entre los tratamientos respecto a las muestras
Confrol AP (p>0,05), excepto en el caso de CTCa+AP con el CT 65 °C. La
elasticidad de las patatas tratadas con control AP aumentd tras 7 dias y

posteriormente se mantuvo constante.

A dia cero en el bloque CT 55 °C no se observaron diferencias significativas en la
elasticidad de los fratamientos (p>0,05), durante el resto del almacenamiento
CTCa+AP mostraron valores significativamente mds bajos que el resto de

fratamientos (p<0,05).

En el bloque CT 65 °C y para el dia 0, control CT tuvo una elasticidad menor
(p<0,05) que las muestras tratadas con CTCa+AP, durante los siguientes 7 dias
este comportamiento se manfuvo, aunque al final del almacenamiento las

diferencias entre los tratamientos desaparecieron (p>0,05).

Al comparar entre Bloques, destaca el tratamiento CTCa+AP, ya que muestra
siempre una mayor elasticidad tras aplicar CT 65 °C (p<0,05) y con el tiempo fue
cada vez mds evidente. La presencia de calcio parece que mantiene una alta

elasticidad en las patatas.

En cuanto al Ultimo pardmetro, masticabilidad (N) (Figura 2.16 €), su
comportamiento fue similar al que se observd en el pardmetro dureza, debido a
que la masticabilidad se calcula a partir de la dureza, la cohesividad y la

elasticidad.

A dia 0 la masticabilidad del control AP no muestra diferencias significativas
respecto a los fratamientos que han recibido CT 55 °C (p>0,05), pero es
significativamente mayor que los tratados con el CT 65 °C (p<0,05). La

masticabilidad de las muestras control AP disminuyd con el tiempo (p<0,05).

En el dia de procesado, las lonchas con un CT 65 °C vy el tratamiento CTCa+AP

mostraron una masticabilidad mayor que CT+AP o control CT (p<0,05). A lo largo
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del tiempo vy, en todos los casos, las masticabilidad disminuyd significativamente

(p<0,05), principalmente en la primera semana.

Los tratamientos con un CT 55 °C-5 min y aungue disminuyd a lo largo del tiempo,
su masticabilidad fue siempre significativamente mds alta que a CT 65 °C
(p<0,05), destacando control CT 55 °C que presenta la mayor masticabilidad

para cada dia de entre las muestras pre-tratadas (p<0,05).

2.4.3.3.2. Evolucién de la textura de las PMP cocinadas

La mayor parte de la materia seca de la patata es almiddn por lo que durante el
cocinado y, por tanto el ablandamiento, el principal fendmeno que ocurre estd
asociado a la gelatinizacion del mismo, la cual estd relacionada con los cambios
de textura que se producen durante el cocinado. Entre 90 y 100 °C se produce
una gelatinizacién rdpida y se produce un cierto grado de solubilizacion de las

sustancias pécticas (Verlinden et al. 1995).

En patata cocida la firmeza (sensorial) estd relacionada con la gelatinizaciéon del
almidén y con la estabilizacién de las sustancias pécticas en la pared celular y la
lamela media. La dureza instrumental también estd asociada a las sustancias
pécticas y correlacionada con la primera ruptura del tejido (Fmax o
fracturabilidad) y depende de la cohesién y la viscosidad. La cohesion
infracelular estd relacionada con el contenido de amilosa del almidén, los
poliurdnidos (principalmente pectina) y con el contenido de iones calcio y
magnesio, pero no con las proteinas y los metales pesados (Andersson et al.
1994).

Durante le cocinado se produce una separacion intracelular, aumentando la
distancia entre células. Esto indicaria que se ha producido una hidratacién de la
matriz de la pared celular, lo que afecta al espesor de la lamela media y a su

viscosidad y por tanto disminuiria la fuerza méxima necesaria para la separaciéon
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celular de la patata. Como ya se habia comentado, el contenido de almiddn es
el factor determinante en la textura de la patata. Y los materiales pécticos fienen
el efecto contrario al del almiddn en la textura. Es decir, el almidén tiende a
redondear las células y a su separacion, mientras que el material péctico tiende
a prevenir la separacién celular mediante una fuerza de cohesividad. Los iones
calcio, mediante su unidn a moléculas pécticas, contrarrestan la tendencia al
aumento de la lamela media cuando actla la temperatura del agua, lo que

provocaria sino la separacion celular (Andersson et al. 1994).
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Figura 2.17. Evolucién de los parédmetros de TPA (a) dureza, (b) cohesividad, (c)
elasticidad y (d) masticabilidad de las PMP cocidas de las fratadas con choque
térmico a 55 °C-5min o a 65 °C-5 min. (IC95 %, n=36).

Empezando por el pardmetro dureza (N) (Figura 2.17 a), tal y como era de

esperar, las patatas una vez cocinadas han perdido cerca de un 50 % de la

dureza que presentaban en fresco (Figura 2.16 a), debido a todos los cambios

fisicos y quimicos que se producen al aplicarles un segundo fratamiento térmico

(98 °C-10 min) en este caso severo. Dentro del cocinado también se observan
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diferencias en la dureza de las lonchas en funcion del tratamiento que han

sufrido.

A dia cero, todos los ftratamientos estudiados presentan una dureza
significativamente mayor (CT+AP y CTCa+AP a 55y 65 °C) o menor (control CT 55
0 65 °C) que el control AP (p<0,05). Parece que la aplicacién del choque térmico
en combinaciéon con la solucién antipardeante aumenta la dureza final, es decir

tras el cocinado. Como ya se habia observado en la Parte 1 de este capitulo.

Al comparar entre blogues, el tfratamiento CT+AP con CT 55 °C presentd mayor
dureza que CTCa+AP (p<0,05). Sin embargo, en presencia de calcio (CTCa+AP)

y con el CT 65 °C-5 min las lonchas tenian mayor dureza (p<0,05).

A lo largo del almacenamiento se produce una pérdida de la dureza, lo cual
también fue observado en patata fresca. Los principales cambios que producen
esa pérdida de dureza se dan en los primeros 7 dias, lo que puede estar
relacionado con los cambios en la respiracién de las patatas, la cual también
fue diferente entre el Bloque CT 55 °C o 65 °C. Al final del almacenamiento
desaparecieron las diferencias en la dureza, llegando incluso a ser mds firmes las
patatas tratadas con CT+AP a 55°C (p<0,05) que con 65 °C. El mayor estrés de la
patata a mayor temperatura, junto con los cambios en la composicion de la
atmodsfera interna y los cambios naturales por evolucién del producto en
almacenamiento han podido intervenir en la dureza final. Rocculi et al. (2007)
indicaron que a largo del almacenamiento también interviene el complejo
metabolismo de carbohidratos que incluye la utilizacién de azUcares en la

respiracion y/o la posible movilizacién del almidon.

En cuanto a la cohesividad, Alvarez y Canet (1998) indicaron que en patata (cv.
Monalisa) se espera una cohesividad menor cuando ésta se cocina, ya que el
fratamiento térmico reduce la cohesion intracelular. Este comportamiento es

mds evidente en los controles AP y CT que cuando se combinaron enfre ellos,



CAPITULO 2

donde la cohesividad es significativamente mayor (p<0,05) durante todo el

almacenamiento (Figura 2.17 (b)).

No se observaron diferencias significatfivas en la cohesividad (p>0,05) enfre usar
o no calcio con cualquiera de las temperaturas de pre-tfratamiento. Lo que
vuelve a indicar que la combinacién de un choque térmico con la solucién
antipardeante, ademds de conftrolar el pardeamiento producido por el CT y el
deterioro natural de las patatas, también interviene en el refuerzo de la
estructura del tejido al acidificar la patata, como ya se ha comentado

anteriormente.

Al comparar entre bloques, en general se observa una mayor cohesividad con el
CT 65 °C que con 55 °C (p<0,05). Lo que puede ser debido a una mayor
activacién de la PME con la temperatura mds severa. También se observa este
efecto en los controles CT donde cohesividad de control CT 65 °C es mayor que

control CT 55 °C a lo largo de todo el almacenamiento.

Respecto a la adhesividad, (grafico no mostrado), no se encontraron diferencias
significativas entre los controles, ni entre tratamientos y ni entre temperaturas de
CT. Lo que si se observd fue una disminucion de los valores de adhesividad
respecto a las patatas frescas, tal y como indicaron Alvarez y Canet (1998) para
patata cv. Monalisa. La mdxima adhesividad en patata fresca fue de -0,79 N-sy
para cocinada fue de -0,65 N- s. Los valores mds bajos de adhesividad
encontrados en la patata cocinada fuero de -0,46 respecto al -0,12 de la patata

fresca.

En cuanto a la elasticidad (Figura 2.17 c¢), al aplicar un CT 55 °C-5 min, no hubo
diferencias significativas entre los tfratamientos en ninguno de los dias de andlisis
(p>0,05). Con CT 65 °C-5 min, solo en el Ultimo dia de almacenamiento se
observd que CT+AP poseia una elasticidad significativamente mds alta que
control CT 65 °C. Por lo que parece que el aplicar un chogue térmico con o sin

presencia de calcio y fras cocer las ldminas de patata, no afectaba
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especialmente la elasticidad de la patata. Sin embargo, si se comparan los
blogues entre si, inicialmente sélo el control CT55 °C mostré una elasticidad
significativamente mayor que al aplicar CT 65 °C-5 min (p<0,05). Tras 14 dias esas
diferencias desaparecieron (p>0,05). En el caso de CTCa+AP no hubo diferencias
significativas entre ningun dia ni a CT55 ni a 65 °C (p>0,05). En general, parece
que la tendencia era perder cierta elasticidad a lo largo del tiempo. Excepto el
confrol CTy CT+AP (55 °C) que mantuvieron sus valores de elasticidad constantes

durante todo el almacenamiento.

Por Ultimo, los valores de masticabilidad (N) tras el cocinado (Figura 2.17 d), al
igual que la dureza, disminuyeron cerca de un 50 %. Las patatas control CT para
ambas temperaturas y Confrol AP muestran valores significativamente bajos de
masticabilidad respecto a los tratamientos CT+AP y CTCa+AP (p<0,05). El control
CT muestra la fuerza de masticabilidad mds baja en el dia de procesado
(p<0,05). Y en las lonchas control AP la fuerza de masticabilidad tendia a

disminuir a lo largo del tiempo (p<0,05).

Por lo tanto, la combinacion de CT y solucidn antipardeante posterior produjo un
cambio en la pared celular qgue mantuvo mejor la estructura celular cuando se
le aplicaba un fratamiento térmico severo, como es el caso de un cocinado (98
°C-5 min). Como se ha explicado, la exposicidon de las patatas recién expuestas a
un CT junto con la bajada de pH que se produce al introducirlas en las solucion
AP, produce la combinacién de una aumento de carboxilos libres en la pectina
junto con una mayor solubilidad del calcio, esto lleva a la creacién de un mayor
numero de puentes pectina-Ca que reforzaron la estructura celular tras el
cocinado, viéndose incrementado el efecto al exponer a las patatas a calcio
exdégeno. Sin embargo, durante el almacenamiento comienzan a intervenir otros
muchos factores que afectan a la textura general en diferente medida, como ya

se ha comentado.

En resumen, se detectan instrumentalmente dos tipos de comportamientos, en

funcién de si se evalla la patata en fresco o cocinada. El aplicar calcio vy la



CAPITULO 2

mayor de las temperaturas se produce un efecto de refuerzo de la pared celular
observado mediante los pardmetros de textura dureza, cohesidn vy
masticabilidad. Aunque la cohesividad se mantiene a lo largo del fiempo, la
dureza y la masticabilidad se redujeron por el aimacenamiento. Sin embargo, el
aplicar una temperatura mds severa tiene consecuencias negativas a nivel

visual, como se va a mostrar en apartado 2.4.3.3.

No se han encontrado estudios con quienes comparar estos resultados, debido a
que en ofros estudios, por un lado se readlizaban principalmente en patatas
enteras e incluso con piel (Abu-Ghannam y Crowley 2006) o en cilindros
relativamente grandes (Gonzalez-Martinez et al. 2004), en los cuales el tiempo de
exposicidn a la temperatura objetivo era diferentes segin se media en el centro
o exterior de la patata. Por ofro lado, iban a ser posteriormente cocidas o fritas
sin sufrir un almacenamiento prolongado. Estas condiciones permiten estudios a
temperaturas entre 55 y 65 °C y tiempos mds largos (15-60min), donde se observa
un efecto mayor del pre-fratamiento térmico y de su interaccién con el calcio
(Abu-Ghannam vy Crowley 2006). El estudio enconfrado en minimamente
procesados redlizaba el pre-tratamiento en patata entera y sin pelar, para
después, tras un enfriamiento de 24 h, redlizar el procesado minimo (Tsouvalizis et
al. 2011) o en melocotdn donde se optd por una temperatura baja (40 °C) y
tiempos de exposicidn muy largos (70 a 120 min) (Steiner et al. 2006). O por
ejemplo, Ng y Waldron (1997) que aplicaba en patatas un choque de 50 °C-3h,
sugiriendo que la optimizacién del choque térmico requeria la presencia de

calcio.
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2.4.3.4. Apariencia general de las PMP tratadas

CT 55°C - 5 min

mion! ﬂﬂ@i:'d@_d

T ¥

CT 65°C - 5min

CT55°C - 5min

CT 65°C - 5min

Figura 2.18. Apariencia de las PMP a dia 0 (A); a dia 7 (B) y a los 14 dias (C). Donde
0= Confrol AP; 1= Control CT; 2= CT+AP y 3= CTCa+AP.
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En Figura 2.18 se puede ver por la apariencia de las patatas tratadas con los CT,
un efecto activador de la temperatura sobre la PPO, tal y como se concluyd en
base al color instrumental en Parte 1, lo que las hace inaceptables desde el
mismo dia de procesado, donde la refrigeracién por si misma no produce mejora

alguna.

Al combinar las muestras pre-tratadas térmicamente con la solucion
anfipardeante, se observa un efecto de conitrol del pardeamiento inicial.
Aunque tras 7 dias en almacenamiento (Figura 2.18 B) sélo en el caso de aplicar

CTCa 55 °C +AP se consiguid una apariencia relativamente aceptable.

Y tras 14 dias de almacenamiento, Figura 2.18 (C), ya eran completamente
inaceptables todas las muestras tratadas con un choque térmico, a ambas
temperaturas, ademds de presentar un exudacién: control CT > CT+AP >>
CTCa+AP.

En este caso se observa que el aumento de temperatura donde se sumergen a
55 °C-5 min, es suficiente como para que la solucion AP no sea lo
suficientemente efectiva para controlar el deterioro de la calidad visual de las
muestras, por lo que solo serian aplicables temperaturas menores de 55 °C, en
base a los resultados y al comportamiento de las lonchas con el CT a 50 °C

(Capitulo 1y 2 en Parte 1).

Solo el control AP mantuvo una apariencia aceptable los 14 dias (Figura 2.18 C),
como también era de esperar por los ensayos anteriormente evaluados

(Capitulo 1y 2 Parte 1).
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2.4.3.5. Comportamiento de la pectin metilesterasa

La teoria parece simple, si se aplica un calor de entre 50 y 70 °C a una muestra
de patata, durante un tiempo variable que estd en funcién de la morfologia de
esta, se activard la PME ligada a la pared celular. Esta enzima cataliza la
eliminacion de los grupos metilo de la cadena del dcido poligalacturénico, lo
que provocad la liberacién de metanol, pectinas de bajo metoxilo y formacién de
dcidos pécticos. Estos dcidos pueden reaccionar con iones calcio presentes en
el medio para formar complejos insolubles de pectato de calcio, dejando un
mayor nUmero de grupos carboxilo libres que pueden luego enlazar cationes y
formar pectinas reficuladas, las cuales pueden agregarse y asentarse (Anthon,
Gordon E. y Barrett 2002). Por lo tanto interesa aplicar tfemperaturas y tiempos
qgue no inactiven la enzima muy rdpidamente, para que pueda actuar lo

suficiente para reforzar la estructura de la pared celular.

Andersson et al. (1994) indicaron que el aumento de la firmeza en las patatas fras
un CT a bagja temperatura solo se observa tras el cocinado, con el que se
inactivan definitivamente todas las enzimas de la patata y se produce la
descompartimentalizacién de las membranas celulares (rotura de tejidos). Esto
libera muchos iones de calcio enddgeno que se enlazan con las pectinas en los
grupos carboxilo que quedaron libres cuando actud la PME. Este
comportamiento ha quedado constatado con numerosos estudios no solo en
patatas, en zanahorias, tomates, judias o en frutas como los melocotones
(Anthon, Gordon E. y Barrett 2002, 2005, Anthon, G. E. et al. 2005, Steiner et al.
2006).

El grado de activacién-desactivacién de la PME estd en funcidén de la
composicion de la patata, de la temperatura del pre-tratamiento, del tiempo de
exposicion y de coémo se distribuye el calor en la muestra tratada. E incluso se
pueden dar un fendmeno que consiste en la liberacion de las enzimas que no
estaban disponibles (Gonzalez-Martinez et al. 2004). Tijskens et al. (1997)

estudiaron la cinética de la PME en patatas y revelaron la existencia de dos
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formas isoméricas de la enzima, una en forma ligada y ofra soluble. Por lo que el
retraso en la disminucidon de la actividad medida en las muestras en ciertas
condiciones, es debido a que se estd produciendo la conversién de enzima

ligada a enzima libre.

Por Ultimo, en cuanto al efecto del almacenamiento sobre las patatas, las
enzimas estdn actuando de forma natural sobre la textura, liberdndose diferentes
sustancias debido a la degradacién, lo que se traduce en la pérdida de dureza
observada en las muestras de este estudio, mds evidente en las patatas en

fresco.

Por todo ello, los valores que se presentan a continuacién de actividad residual
(% AR) son sdlo orientativos, ya que se realiza con muestras diferentes para cada
dia de andlisis y que ademds se vieron sometidas posteriormente a un

almacenamiento.

Tabla 2.8. Andlisis estadistico de la actividad relativa de la PMEp (% AR).

Tratamiento Dia Actividad residual
CT 55°C - 5 min CT 65°C - 5 min
Control CT 0 103,2+5,0% 98 82,243,5 b«
7 77,5439 Ga 71,7402 a
14 81,8%6,1 fa 75,0+4,6 a
CT+AP 0 103,4+1.,9 Gy 80,5%5,7 ja
7 97,1£1,7 bg 98,4+2,3
14 77.9%1,9 fa 98,625,458
CTCa+AP 0 99,2454 a 96,740,1 (5
7 88,2£7,3%¢ 82,245, Gap
14 81,8+0,6 fa 93,0£5,7 Ya

a-c |letras minUsculas diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) entre tratamientos
para un mismo dia y CT. a-s letras mayuUsculas diferentes indican diferencias significativas
(p<0,05) entre bloque CT para un mismo dia y tratamiento. a—yletras diferentes indican
diferencias significativas (p<0,05) entre los dias para un mismo fratamiento y bloque CT.
*Media +ds (n=3).
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Teniendo en cuenta lo comentado anteriormente, con el pre-tratamiento de 55
°C-5 min a dia cero no se observaron diferencias significativas (p>0,05) en la
actividad residual entre los fratamientos, donde en las muestras control CT 55 °C

se obtfuvieron valores > 100 % (Tabla 2.8).

En cuanto al pre-tratamiento de 65 °C-5 min, las muestras tfratadas con CTCa+AP
(96,7 %) presentaron un valor significativamente mds alto (p<0,05) que el resto a

dia cero.

Al comparar entre choque térmicos a dia cero, sélo las muestras control CT y
CT+AP mostraron una actividad relativa significativamente mds alta con 55 °C-5
min que con 65 °C (p<0,05). Esto podria explicarse si se tiene en cuenta que a
mayor temperatura se consigue activar mds enzimas pero a la vez también
comienza su inactivacién por el propio fratamiento y su tiempo de exposicion.
Esto requeria un estudio cinético especifico para determinar el comportamiento

de activacion-inactivacion para esas temperaturas, tiempo y cultivar de patata.

En general, se observa una tendencia a disminuir el % AR a lo largo del
almacenamiento, lo que podria estar relacionado con procesos naturales de
degradacién por el almacenado, seguramente acelerados por los propios pre-
fratamientos térmicos. Aunque encontramos dos excepciones, la aplicacién de
CT 65 °C +AP con valores crecientes de AR vy, en el caso de CTCa 55 °C+AP y

control CT 65 °C, que no presentaron diferencias significativas (p>0,05).
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2.5. CONCLUSIONES DEL CAPITULO

Parte 1. El efecto sobre las PMP del uso combinado de choque térmico (50 o 60
9C-5 min) con solucién antipardeante 0,005 % HR+2 % AA y la modificacién de

diferentes aspectos del procesado.
Efecto choque térmico

Los choques térmicos aplicados (50 y 60 °C — 5 min) afectan de forma negativa

tanto a la textura como al color de las PMP.

El choque térmico reduce la dureza de las PMP frescas, siendo mds pronunciado
el efecto con la temperatura mds alta. Sin embargo, se observa un incremento

en la dureza de las patatas tras el CT 60 °C- 5 min una vez cocinadas.

La aplicaciéon de un choque térmico afecta de forma significativa los parédmetros
de color evaluados pero con el empleo posterior de la solucidon antipardeante

0,005 % HR+2 % AA es capaz de confrolar e incluso evitar este deterioro.

Efecto tipo enfriamiento

No se han encontfrado diferencias significativas entre el uso de bano de hielo y
de hielo liquido para enfriar las muestras en los pardmetros analizados de textura
y color ni en el aspecto visual de las muestras. Por lo que no se justifica, en las

condiciones estudiadas, el uso de hielo liquido.
Empleo de cloruro cdlcico

El uso de cloruro cdlcico ayuda a reducir el deterioro de color provocado por el
choque térmico, lo cual fue evidente cuando utilizaba hielo liquido ya que las

patatas eran sometidas a un doble bano de calcio.
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Respecto a la textura, fue mayor el efecto del choque térmico, tanto en la
patata sin cocinar como cocinada, que el de la presencia de calcio en el agua

del pre-tratamiento térmico.

Parte 2. El efecto sobre la textura y la enzima PME de las PMP tratadas con una
combinacion de choque térmico (55 o 65 °C-5 min), en presencia o no de calcio,

y una solucién antipardeante 0,005 % HR+2 % AA.

La aplicacién de los CT ensayados, en general, refuerzan la textura de la patata
tras el cocinado en las condiciones estudiadas. No se observd una relacion
directa de este fendmeno con la actividad relativa de la enzima PME medido en
la PMP a lo largo del almacenamiento. Y ambas temperaturas producian un

deterioro en la calidad visual de las lonchas.

En conclusién, de las condiciones ensayadas, aquella que mantiene en mayor
medida la calidad global de las PMP (apariencia aceptable y sin exudaciones)

es el uso combinado de choque térmico a 50 °C-5 min con 0,005 % HR+2 % AA.

Conclusiones finales del empleo de modificadores de textura.

La modificacion de las condiciones de procesado de PMP establecidas en este
estudio (chogue térmico, adicién de calcio y tipo de enfriamiento), no resultaron

en una mejora evidente de la calidad global de las patatas.

Sin embargo, se han explorado aspectos del procesado que podrian ser Utiles
en futuras investigaciones para facilitar la obtencién de alternativas al uso de
compuestos sintéticos en la conservacion de frutas y hortalizas minimamente

procesadas.
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CAPITULO 3. Efecto de extracto de té verde como solucién

antipardeante en patata minimamente procesada.

3.1. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Observando los resultados de los capitulos anteriores, es evidente que la
combinacion de HR+AA funciona, el hecho de que no sea legal usarlo en
hortalizas, motivd el dar un paso mds alld y buscar alternativas mds naturales que

se puedan anadir a las PMP para el control del pardeamiento.

Debido a que el principal objetivo en esta tesis es conservar la calidad de las
PMP de la forma mds natural posible, se decidié cambiar el rumbo de la
investigacion hacia la busqueda de alternativas naturales. Para realizar una
incursién inicial en esta dreaq, se selecciond el té verde (Camellia sinensis sp.) en

base a la bibliografia, ya que parecia tener posibilidades bastante interesantes.

Segun Pruidze y Grigorashvili (1977) existen unos pequenos péptidos en el té
verde con cierta capacidad para la inhibicion de la PPO, la principal enzima

responsable de la pérdida de calidad a nivel visual.

Ademds, Martin-Diana et al. (2008) estudiaron el uso de té verde como
alternativa natural para aumentar la vida Util de lechuga minimamente
procesada evaludndolo respecto a un tratamiento con cloro en la lechuga.
Ademds valoraron su efecto sobre la calidad sensorial y nutricional y en el
pardeamiento tanto, a nivel de color de la lechuga como enzimdticamente,
estudiando la actividad de las enzimas PPO y POD. La concentracién baja de TV
no mostrd diferencias respecto al uso de cloro en la aceptaciéon de las

propiedades sensoriales y en pardeamiento.

Soysal (2009) realizd un estudio sobre la capacidad de exiractos de té verde
para inhibir la PPO y su control del pardeamiento de manzanas minimamente

procesadas.
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El t¢ verde (Camellia sinensis sp.) ha sido utilizado durante miles de anos como
bebida saludable y natural. Es la bebida mds consumida en todo el mundo y es
rica en compuestos polifendlicos conocidos como flavonoides del té. Estos
compuestos (catequinas, teaflavinas y tearubiginas) poseen propiedades
antioxidantes. Se ha demostrado que los extractos de té verde tienen mayor
capacidad antioxidante que las de té negro, y su actividad antioxidante total se
correlacionaba fuertemente con el contenido fendlico total del & en todos los

casos (Amarowicz y Shahidi 2003).

Debido a que no se han encontrado estudios sobre la capacidad antipardeante
de té verde sobre patata de IV gama, envasada y almacenada durante un

tiempo relativamente largo, se ha desarrollado este capitulo.

3.2. OBJETIVO

Evaluar el efecto antipardeante de un extracto de té verde aplicado en patata
(cv. Monalisa) minimamente procesada, almacenada 14 dias a 4 °C,
compardndolo con la eficacia de dos soluciones con capacidad

antipardeantes demostrada.

3.3. DISENO EXPERIMENTAL

Se establecieron como fratamientos para comparar, tanto el agente fradicional,
DS+AC, como la alternativa estudiada en el capitulo 1, 0,005 % HR+2 % AA (Tabla
3.1) y evaluar el efecto en el color, la textura y parédmetros fisico-quimicos del
extracto de té verde en patata (cv. Monalisa) minimamente procesada

almacenadas durante 14 dias a 4 °C.
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Tabla 3.1. Tratamientos evaluados en PMP (cv. Monalisa).

Abreviaturas Tratamiento antipardeante (p/v

Control PMP sin ningUn tratamiento antipardeante
DS+AC 0.1 % Disulfito de sodio + 0.5 % dcido citrico
HR+AA 0,005 % 4-hexilresorcinol + 2 % acido ascérbico
TV 0,25 % solucion de extracto de té verde

Las muestras fueron preparadas por triplicado para cada fratamiento y dia. Se
determind el color, la textura, la composicion de la atmdsfera interna de la bolsa,
pH, contenido de sdlidos solubles totales y de humedad. Los dias de andlisis
fueron0,3,7, 10y 14.

3.4. MATERIALES Y METODOS

3.4.1. Procesado y preparacion del extracto de té verde

Patatas (cv. Monalisa) fueron procesadas como se ha explicado en el Capitulo 1
(apartado 1.3.1). Es decir, fueron seleccionadas, desinfectadas, lavadas,
peladas, cortadas y tratadas con las soluciones antipardeantes, indicadas en
Tabla 3.1, durante 7 minutos. Las patatas control no fueron tratadas. Todas las

muestras fueron envasadas y almacenadas durante 14 dias a 4 °C.

3.4.1.1. Preparacion del extracto y caracterizacién

Se realizaron unos ensayos preliminares para seleccionar la concentracién con la
que frabajar, partiendo de las concentraciones usadas por Martin-Diana et al.
(2008) vy, por lo que se evalud el efecto sobre PMP, almacenada 14 dias a 4 °C,
de los extractos de TV a las concentraciones de 1, 0,5y 0,25 g de té verde en 100

ml de agua destilada.

Las hojas de té verde (SoriaNatural, Soria) se mantuvieron en agua destilada a 90
°C durante 5 minutos, se separaron las hojas y se filiré para obtener lo que seria el

extracto a usar. Se procesaron las patatas tal y como se ha descrito en Capitulo
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1. sumergiendo las patatas en las soluciones de TV durante 7 minutos. La
concentracién del extracto mds efectiva fue 0,25 g/100 ml solucién. Los
resulfados coinciden con los obtenidos por Martin-Diana et al. (2008), donde la

concentracién mds efectiva también fue la mds baja de las estudiadas.

En base a estos resultados, para el procesado final, se prepararon 9 litros de
solucién de té verde a la concentracion de 0,25 g/100 ml infusidon extraido a 90
°C-5min. La solucién de TV se mantuvo a 4 °C, hasta su utilizacién, para estar a la

temperatura de procesado de las patatas.

También se caracterizd el extracto mediante el método para la determinacion
del contenido total de fenoles (CTF), basado en el método Folin-Ciocalteu que

serd descrito en detalle en el capitulo 4 (apartado 4.4.3).

En base a este método y para este extracto, con una concentraciéon de 2,4 mg
especia/ml de solucidn, se determind que el contenido de fenoles totales del

extracto de té verde fue de 169,5+2,9 mg de EAG/I de solucién.
3.4.2. Métodos de andlisis

3.4.2.1. pH
Este método de andlisis ha sido descrito en detalle en el capitulo 1 (apartado
1.3.2.1).

3.4.2.2. Contenido en sélidos solubles totales
Este método de andlisis ha sido descrito en detalle en el Capitulo 1 (apartado
1.3.2.2).

3.4.2.3. Contenido de humedad
Este método de andlisis ha sido descrito en detalle en el Capitulo 1 (apartado

1.3.2.3). Para el cdlculo del porcentaje de humedad se aplicé la Ecuacién 2.
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3.4.2.4. Determinacién de la composicion de atmésfera interna
Este método de andilisis de la textura ha sido descrito en detalle en el Capitulo 2
(apartado 2.4.2.2.4).

3.4.2.5. Color
El método de andlisis del color instrumental ha sido descrito en detalle en el
Capitulo 1 (apartado 1.3.2.4). El color fue medido en la superficie de 12 lonchas

por bolsa, para cada tratamiento y dia de andlisis (n=36).

3.4.2.5. Textura

El andlisis de textura ha sido descrito en detalle en el capitulo 1 (apartado
1.3.2.5), para ello se utilizd un texturémetro TAXTPlus texture analyser (Stable
Micro System) con una célula de carga 30 kg y se analizaron 12 discos de patata

por bolsa (n=36).

3.4.3. Andlisis estadistico

Se realizaron cuatro repeticiones por tratamiento y los datos fueron sometidos a
andlisis de varianza (ANOVA) empleando el pagquete estadistico SPSS 15.0 para
Windows. En el caso de detectar diferencias significativas entre los fratamientos

(o =0,05) se compararon mediante el test de Tukey.
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3.5. RESULTADOS Y DISCUSION

3.5.1. Caracterizacién de las PMP

pH
6,5
6,0
IQ_ 5,5 'y A — —aA
50
4,5 T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14
Tiempo (d)
—#— CONTROL —&— DS+AC —o— HR+AA ——TV

Figura 3.1. Evolucion del pH de las PMP a lo largo de 14 dias a 4 °C (IC95%, n=3).

En Figura 3.1 se puede ver la evolucion del pH, en el dia del procesado se
observd una bajada significativa del pH de las muestras fratadas con HR+AA y
DS+AC (p<0,05), es decir, al ser sumergidas en soluciones dcidas (pH 3,22+0,15 y
2,87+0,08, respectivamente), lo cual ya habia sido observado en Capitulo 1. Sin
embargo, el pH de la solucidn de té verde es de 5,3110,10, por ello las muestras
confrol y las tratadas con la solucion de TV mostraron un pH cercano a 6,

significativamente mds altos que los tratados con soluciones dcidas (p<0,05).

Tras 3 dias en almacenamiento las muestras tratadas con HR+AA sufrieron un
aumento significativo del pH del 5,5 inicial a un 5,8 (p<0,05), comportamiento ya
comentado en capitulos anteriores (capitulo 1y 2). Sin embargo, el pH de las

muestras tratadas con TV bajé significativamente de 6,05 a 5,79 (p<0,05), lo que
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coincide con el comportamiento que tienen las patatas Conftrol, ya observado
anteriormente. El pH de las patatas fratadas con DS+AC (pH~5.,4) fue
significativamente menor que el resto de tratamientos (p<0,05), a lo largo de
todo el almacenamiento. Finalmente, el pH de las muestras control, HR+AA y TV
no mosfraron diferencias significativas enfre ellas y tampoco a lo largo del

almacenamiento a partir del dia 3 (p>0,05).

Contenido de humedad

Al analizar el contenido de humedad (%) de las muestras para cada fratamiento
(Tabla 3.2), indicar que no se encontraron diferencias significativas para ninguno
de los fratamientos (p>0,05) a lo largo del almacenamiento. El % humedad de las
patatas estaba enfre 85,46 y 88,68 %. Tampoco se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos hasta el dia 10 (p>0,05). El Ultimo dia de
andlisis, el contenido de humedad de las muestras control fue significativamente
mds bajo (85,46 %) que las PMP tratadas con HR+AA, DS+AC y TV (p<0,05).

En general, las PMP mantuvieron un contenido de humedad que corresponde
con lo esperado. Los valores promedio para la materia prima el dia del
procesado (85,5 %) se situaron levemente por encima de los encontrados por

Pardo et al. (2000) para el mismo cultivar (81,8 %).

Contenido sélidos solubles totales

Respecto al contenido de sélidos solubles totales (°Brix) (Tabla 3.2), en las lonchas
control aumentd significativamente hasta un valor de 7 °Brix, a lo largo del
almacenamiento (p<0,05). Lo que indica un aumento en el confenido de
azicares de las patatas control y, concuerda con el comportamiento ya
observado anteriormente (apartado 1.4.1.2), también en patatas control. Donde
se indicd que podria deberse a la transformacion del almidén en azlcares

reductores (“endulzamiento”), al mantener las muestras en refrigeracion de 4 °C.
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En el dia del procesado los tratamiento no mostraron diferencias significativas
(p>0,05), con unos valores entre 55 y 5,9 °Brix, valores esperados para un

producto con bagjo contenido en azUcar como la patata.

Al comparar entre tratamientos, en general, se observé un contenido en SST
significativamente mds alto en las muestras confrol respecto a las lonchas
fratadas (HR+AA, DS+AC y TV) (p<0,05). Andlizando cada fratamiento
individualmente a lo largo del tiempo, el contenido en SST, fanto HR+AA, DS+AC

o TV, aumenté significativamente a partir del dia 7 en almacenamiento (p<0,05).

Tabla 3.2. Andlisis estadistico del contenido de humedad % H) y de solidos solubles

totales (SST) de las PMP.

, . Contenido humedad SST
Dia Tratamiento o .8
Yo Brix
0 CONTROL 85,45+0,789A 5,940,194
DS+AC 87,87+0,979A 5,540,194
HR+AA 88,05+1,259A 5,7£0,20A
12" 86,67+0,669A 5,740,094
3 CONTROL 86,86+0,529A 6,0+0,0bA8
DS+AC 86,84+1,649A 5,5¢0,19A
HR+AA 87,6610,999A 5,940, 1bAB
vV 85,90+1,689A 5,940, 1bAB
7 CONTROL 86,98+1,120A 6,4+0,1pC
DS+AC 88,68+2,100A 5,9+0,0048
HR+AA 86,23+0,959A 6,1+0,0008
11" 87,73+1,249A 5,940,10A8
10 CONTROL 86,67+1,010A 6,3£0,098C
DS+AC 86,62+1,619A 6,0£0,098
HR+AA 87,43+0,130A 6,1+0,098
1" 87,21+1,050A 6,120,108
14 CONTROL 85,46+0,089A 7,0£0,10D
DS+AC 87,68+0,020A 5,9+0,0c8
HR+AA 87,18+0,04cbA 6,240,008
TV 87,59+0,04cbA 6,240,008

a-b |efras diferentes indican diferencias significativas entre los fratamientos para un mismo
dia de andilisis. A-Bindican diferencias significativas entre los dias para un mismo tratamiento.

*Media +ds (n=3).
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En general, las lonchas de PMP tratadas también mostraron una tendencia a
aumentar su confenido de SST, observado en las muestra confrol, solo que
tardan mds tiempo en ser evidente, a partir de una semana en almacenamiento
a 4 °C. Por lo que, parece que los tratamientos antipardeantes modifican en

cierto grado el fendbmeno de endulzamiento observado.

3.5.2. Composicion de la atmésfera interna de las bolsas

30 - 10
25 L
20
15 A
10
5 .
0

o

% 0,
% CO,

0 5 10 15

0, —®—CONTROL —#—DS+AC —e—HR+AA ——TV
CO, —=—CONTROL —&—DS+AC —e—HR+AA ——TV

Figura 3.2. Evolucion de la composicién atmosférica interna de las bolsas a lo largo
del almacenamiento de 14 dias a 4 °C de las PMP. Las lineas azules representan la
evolucién del % O y las lineas rojas representan la evolucion del % CO2 (IC95 %, n=3).

En cuanto a la evolucion de la atmédsfera interna de las bolsas (Figura 3.2), lo
primero que destaca es el comportamiento de las patatas fratadas con DS+AC,
que es significativamente diferente al resto de fratamientos incluido el control
(p<0,05). Estas bolsas mantienen una alta concentracién de O2 y una baja
concentracién de CO2 a partir del dia 3 y hasta el final del almacenamiento. Esto
indica que las patatas tratadas con DS+AC tienen una respiracién muy limitada,

resultados que ya comentaron Petri et al. (2008), cuyo estudio evidencidé que la
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aplicacion de DS, combinado con dcidos orgdnicos como AA o AC, disminuia la
tasa de respiracion de PMP (cv. Monalisa). Esto demuestra que su accidn sobre el

metabolismo de las patatas es fuerte, afectdndolas a nivel fisioldégico.

El resto de tratamientos incluidos las patatas control, muestran una atmdsfera
interna mds acorde con lo esperado en un producto minimamente procesado,
el cual ha sufrido un pelado y cortado, es decir, estrés. Las patatas control, y las
tratadas con HR+AA y TV, mostraron una disminucion en el % O, desde un 17-18
% Oz inicial a un 2-3 % O2 al final del almacenamiento. El tercer dia de
almacenamiento, fue el Unico en el que se detectaron diferencias significativas
en la concentracién de O2 de los fratamientos incluido el control (p<0,05)
(TV<Control<HR+AA<SD+AC) y, en cuanto a la concentracién de CO2, se puede
ordenar de menos a mds concenfrado: SD+AC<HR+AA=Control<TV. Los
resultados en TV podrian indicar que, en los tres primeros dias de
almacenamiento, sufri® mayor estrés que el resto de los tratamientos PMP.
Fonseca et al. (2002) indicaron que la actividad respiratoria de las patatas
cortadas laminadas puede llegar a aumentar hasta 5 veces en comparacién

con patatas enteras, lo cual afectaria a la vida Util potencial de este producto.

3.5.3. Color

Respecto a los valores de luminosidad (L*) (Figura 3.3 a), inicialmente, para la
patata control fueron levemente superiores a los recogidos por Pardo et al.
(2000) para el cv. Monalisa (L* = 67,1 vs 65,9). A dia cero, no se hubo diferencias
significativas entre los tratamientos y las muestras control (p>0,05). A partir del dia
3. las patatas control mostraron una luminosidad significativamente mds baja
que las patatas fratadas con solucion antipardeante, incluido el TV, (p<0,05) y se

mantuvieron asi a lo largo del tiempo (p>0,05).

Las PMP tratadas con DS+AC, HR+AA o TV no mostraron diferencias significativas
entre ellas durante los 7 primeros dias de almacén (L* 65-66). A dia 10, los valores

de L* en las lonchas tratadas con DS+AC fueron significativamente mds altos



CAPIUTLO 3

respecto al control (67,0 y 61,3, respectivamente). Al final del almacenamiento la
luminosidad de las lonchas tratadas con HR+AA y DS+AC fue significativamente
mayor (p<0,05) que con TV vy, todos ellos muestran valores de L*
significativamente mayores que las patatas confrol (p<0,05), con valores de L*
67,1, 67,2, 653y 60,7, respectivamente.

El extracto de té verde mostrd valores de luminosidad al mismo nivel que las otfras

soluciones antipardeantes (HR+AA o SD+AC).

En cuanto a la coordenada a* (Figura 3.3 b), la materia prima inicialmente
(control a dia cero) presentd un valor de a* de -0,69, mds alto que el indicado
por Pardo et al. (2000), que frabajando con el mismo cultivar, obtuvieron valores
de ax-2,9.

Cabe destacar dos efectos iniciales en cuanto a la aplicacién inicial de los
fratamiento, por un lado, DS+AC disminuye el valor de ao* (-0,95)
significativamente respecto al resto de tratamientos (p<0,05). Por ofro lado, la
aplicacién de TV en las lonchas de patatas aumentd el valor de a* (+0,05)
significativamente respecto al resto de tratamientos (p<0,05). Esto pudo ser
debido a que el extracto de té verde, que tiene un color amarillo-marronaceo,
puede estar aportando cierta coloracién a las patatas. A lo largo del tiempo se
mantuvo el comportamiento de estos dos tratamientos, en dos tendencias
diferenciadas. Respecto a la evolucion a lo largo del tiempo, las muestras
fratadas con DS+AC mantuvieron sus valores por debajo de cero durante todo el
almacenamiento, hasta el dia 10, donde sufrid un incremento (p<0,05). Las
lonchas fratadas con TV mostraron los valores mds altos de a*(p<0,05), lo que
podria esperarse, ya que partion desde un valor inicial mds alto. Las muestras
conftrol tuvieron un gran incremento (p<0,05) entre el dia 0 y el 3, sin mostrar
variacion hasta el final. En las muestras tratadas con HR+AA los valores de o*
fueron incrementdndose (p<0,05) durante los 10 primeros dias. A dia 14, se
detectaron diferencias significativas enfre todos los tratamientos incluido el
confrol (SD+AC<Confrol<HR+AA<TV).
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Figura 3.3. Evoluciéon de la L* (luminosidad) (a), la coordenada a* (b) y la
coordenada b* (c) de las PMP almacenadas durante 14 dias a 4 °C (IC95%, n=36).
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En cuanto a la coordenada b#*, la materia prima empleada presentd, el dia del
procesado, valores entre 23,92 y 25,96, bastante proximos a los publicados por
Pardo et al. (2000). En la Figura 3.3 (c) destaca el efecto que produce la
aplicacion de TV en las PMP, con valores de b* significativamente mds altos que
el resto de tratamientos (p<0,05) hasta el final del almacenamiento (25,96
respecto a 19-20 de los otros tratamientos). Lo que reforzaria la teoria de que el

extracto aportd un cierto color a las patatas.

En general, los valores de b* presentan una tendencia a disminuir a lo largo del
almacenamiento, es decir, pierden cierta tonalidad amarilla. Pero, se observan
fres comportamientos diferenciados, la ya comentada que se produce por la
inmersién de las lonchas en té verde; la que se observa en las patatas tratadas
con HR+AA y SD+AC con unos valores intfermedios de b*, que puede deberse a
los dcidos orgdnicos y, por Ultimo, el de las muestras control que debido al
proceso de pardeamiento que sufren su coloracién amarilla disminuye

imponiéndose las coloraciones pardas o grisdceas (ver fotos, Figura 3.5).

Respecto a los resultados de color para TV y HR+AA, habria que indicar que,
para el caso del TV, los valores altos de a* se pueden explicar por el color que le
aporta el extracto durante la inmersidn de las lonchas, lo que se mantiene y
combina con la tendencia las coloraciones rojizas que sufren de por si las
patatas a lo largo del almacenamiento. Pero, al contrario que con las muestras
confrol, las lonchas fratadas con TV mantenian un valor de L* alto, lo que
indicaria que no se estd produciendo un pardeamiento, a menos de forma
evidente. En cuanto a las patatas fratadas con HR+AA y como ya se indicd en
los Capitulos 1y 2, el propio tratamiento produce un aumento en los valores de
a*, pero como en el caso del TV, al mostrar valores altos de L*, no se puede
establecer que haya realmente pardeamiento, lo que fue evidente visualmente
en los capitulos anteriores. Por Ultimo, comentar que los valores bajos de a* y
altos de L* en patatas DS+AC, estarian indicando una tendencia al

blangueamiento de la superficie, también comentado en Capitulos 1y 2.
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En base a estos resultados, la calidad visual de las lonchas de PMP tratadas con
la solucidon de té verde, se comporta al mismo nivel que las otras soluciones,
HR+AA o SD+AC, cuyas capacidades antipardeantes ya han sido demostradas
(Capitulo 1).

3.5.4. Textura
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Figura 3.4. Evolucién de la textura en las PMP almacenadas durante 14 dias a 4 °C.
Las barras representan los valores de Fuerza mdéxima de corte (Fmax, N) y las lineas
representan los valores de la distancia recorrida hasta el punto de Fmax (Dfmax, mm)
(1C95%, n=36).

Respecto a la fuerza maxima de corte (Fmax, N) (Figura 3.4, barras), se observan
tres grupos estadisticamente diferenciados (p<0,05) que estdn compuestos, de
mayor fuerza a menor, por Control = TV > HR+AA>DS+AC. A dia 0 los valores
fueron de 57,3, 59,2, 53,1 y 49,0 N, respectivamente. Los grupos se mantienen a lo

largo del tiempo, acentudndose las diferencias.
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En las muestras contfrol y las tratadas con TV aumentd la dureza
significativamente entre los dias 0 y 3 (p<0,05), manteniéndose después a lo largo
del tiempo. Las patatas tratadas con DS+AC no mostraron diferencias
significativas en la dureza hasta el dia 14, en el que sufre un descenso
significativo (p<0,05). Lo que puede estar relacionado con las exudaciones
detectadas en ese dia y ya observadas en el Capitulo 1 (apartado 1.4.2.3). Y las
lonchas fratadas con HR+AA no mostraron ninguna diferencia significativa en su

dureza a lo largo fodo el aimacenamiento (p>0,05).

En cuanto a la deformacién (Dfmax) sufrida por el corte de cizallado (Figura 3.4,
lineas), en los tres primeros dias de almacenamiento se observaron dos grupos
diferenciados estadisticamente, control y TV > HR+AA y DS+AC (p<0,05). Tras 7 y
10 dias de almacén se diferenciaron en tres grupos TV> HR+AA> DS+AC hasta el
final del aimacenamiento (p<0,05), donde la distancia recorrida para alcanzar la
fuerza mdxima de corte fue significativamente mds baja con DS+AC que con el
resto de tratamientos (p<0,05), lo que significa que las patatas en este caso eran
blandas y ademds se partian con facilidad. Las patatas control y las tratadas con
TV se muestran como unas patatas flexibles pero firmes. Ninguno de los
tratamientos mostré cambios significativos en la Dmax @ lo largo del tiempo
(p>0,05).
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3.5.5. Apariencia de las PMP

Control 0,005 % HR + 2 %AA 0,1%DS+0,5%AC 0,25 % Té verde

Dia 0

Dia 7

Dia 14

Figura 3.5. Apariencia de las lonchas de patata control y las tratadas con HR+AA,
DS+AC o TV en los dias de andlisis 0, 7 y 14.

En Figura 3.5 se presenta el aspecto que tenian las muestras en los dias 0, 7 y 14.
A dia cero no se observaron diferencias entre las lonchas control y las fratadas a

nivel visual, comportamiento que se mantuvo hasta el dia 3 (no mostrado).

Tras 7 dias almacenadas a 4 °C, las patatas control muestran signos evidentes de
pardeamiento enzimdtico, lo que ya las hace inaceptables (Figura 3.5). El resto
de tratamientos presentaban una apariencia aceptable, en el caso de HR+AA
se detectd una ligera sequedad superficial y en las lonchas tratadas con DS+AC
se detectd un ligero aumento de humedad en las muestras. En las muestras con
TV se detectd cierta diferencia en la intensidad del color de las patatas, pero en

ningun caso pardeamiento.

A dia 10, en las muestras fratadas con DS+AC se detectd cierta exudacion (~0,9
ml) y un cierto olor extrano en las bolsas. Esto Ultimo puede que sea debido al
uso de los dcidos orgdnicos, porque también fue detectado en las bolsas de

HR+AA. En las bolsas con lonchas tratadas con TV se intuia solo el olor a té verde.
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Al final del almacenamiento las muestras control eran inaceptables, pero
mantenian una textura firme. En las patatas tratadas con HR+AA se observd una
coloracién mds marcada, ya comentada instrumentalmente, pero no se observéd
pardeamiento, su superficie estaba ligeramente seca, un ligero olor en la bolsa y
la textura firme. Las patatas tratadas con DS+AC se mostraron pdlidas,
ligeramente blandas y flexibles, lo que puede deberse a la exudacidén que
sufrieron (~6,3 ml) y olor marcado en el interior de la bolsa. Las patatas tratadas
con TV presentaban una apariencia aceptable, sin olores exiranos y textura

firme.

3.6. CONCLUSIONES DEL CAPITULO

La solucién de TV (0,25 g/100 ml solucion) aplicada en lonchas de patatas (cv.
Monalisa) minimamente procesadas consiguié controlar el pardeamiento
enzimdtico de la patata durante 14 dias a 4 °C al nivel de la solucién de
referencia 0,1 % DS+0,5 % AC y de la alternativa seleccionada 0,005 % HR+2 %
AA.

Estos resultados llevan a pensar que hay campo a investigar, basado en
extractos naturales de especias y tés, los cuales pueden contener un alto poder
antioxidante o poseer en su composicion inhibidores de la reaccion de la enzima
PPO, pudiéndose descubrir soluciones naturales con capacidad antipardeante

en patata.
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CAPITULO 5

CAPITULO 5 . Caracterizacién inicial y seleccién en base a su
capacidad de inhibir la enzima polifenol oxidasa de

extractos de diferentes especias

5.1. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Parkin (2008) estableci®é que “los inhibidores similares a los sustratos nativos
pueden ocupar competitivamente el sitio de unién de fenoles” como, por
ejemplo, el dcido cindmico, dcido p-cumarico, dcido ferdlico y dcido benzoico.
Walker (1975) y posteriormente Zawistowski (1999) dijeron que el dcido benzoico y
algunos dcidos fendlicos son los inhibidores competitivos mds encontrados en la
bibliografia para la PPO en cerezas, manzanas, peras, melocotones y patatas,
siendo el dcido cindmico el compuesto con mayor poder de inhibicién seguido
del dcido p-cumarico vy el fertlico. Natella et al. (1999) y Kweon et al. (2001)
explicaron que los dcidos fendlicos son compuestos antioxidantes que actian
como captadores del radicales libres. Y Chang (2009) indicd como posibles
inhibidores fendlicos los flavonoles, de los cuales el de mayor poder de inhibicidon
seria la quercetina, seguido por la miricetina y el kaempferol. Aunque indicaron
que son inhibidores débiles, asi como que los flavonoles glicosidados son adn

mds débiles que sus correspondientes agliconas.

Esta informacion vy los resultados esperanzadores del capitulo 3 (solucidn de té
verde como antipardeante), llevan a plantearse estudiar extractos o soluciones
de especias (diferentes partes de plantas) como fuentes de polifenoles, y
también como compuestos altamente antfioxidantes, entre los que se podrian
encontfrarse algunos ‘“protectores” del pardeamiento enzimdtico. Si la
composicion fendlica que posee tfiene una capacidad de inhibicidn mds
poderosa que su aportacién de sustratos a la reaccién de la enzima PPO. Por

ejemplo, Theerakulkait y Boonsiripiphat (2007) y Boonsiripiphat y Theerakulkait
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(2009) estudiaron el potencial de extractos de salvado de arroz como inhibidores
de la PPO, debido a que entre otros compuestos antioxidantes, uno de los dcidos
fendlicos mayoritarios en su composicion era el dcido ferulico, entre otros

compuestos fitoquimicos.

Sin embargo, es importante tener en cuenta que en la composicidon de las
especias también se pueden encontrarse otros compuestos no fendlicos que

podrian actuar como inhibidores.

Existen tantos factores que influyen en la actividad de la enzima PPO, que en
base a la informacién que existe en bibliografia sobre, por ejemplo, los perfiles
fendlicos y la capacidad antioxidante de cada especia asi como la cantidad de
fenoles, diferente segin el método de extraccion, el origen de la enzima vy sus
condiciones de reaccion, que es muy dificil establecer un criterio para la
seleccion de las especias. Por ello, las especias se eligieron en funcién de su uso
en cocina e industria y a referencias bibliogrdficas, como por ejemplo, con el té
verde, como ya se explicd en Capitulo 3, y el salvado de trigo que se selecciond
por los resultados encontrados sobre el salvado de arroz y porque el trigo es uno

de los cultivos mds importante por encima del arroz.

Respecto a la medicién de la capacidad de los extractos para inhibir la reaccién
de oxidaciéon de PPO, inicialmente para establecer su eficacia se sumergian las
frutas y hortalizas para evaluar el efecto. Sin embargo, en los Ultimos afos han
aumentado los trabajos en los que ademds se completan con el estudio de la

actividad de la enzima expuesta a la accién de estos compuestos (in vitro).

En cuanto a los métodos de medicion de la actividad de la PPO, Yoruk y Marshalll
(2003) enumeraron las distintas técnicas que existian. Por ejemplo, actividad de
PPO respecto a sustratos monofendlicos puede determinarse
espectrofotométricamente a 400-500 nm midiendo la velocidad de formacién
de la o-quinona correspondiente. Ofro seria el método continuo

espectrofotométrico utilizando 3-metil-2-benzotiazolinona hidrazona (MBTH)
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como el agente nucleofilico con o-quinonas, el ensayo mostré actividad de PPO
monofenolasa y difenolasa. Sin embargo, algunos aductos MBTH-quinona
mostraron problemas de solubilidad bajo cierfas condiciones de ensayo. La
medicién de la actividad de la PPO se ha usado con muy distintos objetivos. Por
ejemplo, Cabezas-Serrano et al. (2009) y Cantos et al. (2002) usaron este método
para correlacionar diversos pardmetros (contenido fendlico, dcido ascérbico,
actividad antioxidante o contenido en azicares) y enzimas (PPO, PAL y POD) en
el proceso de pardeamiento de las patatas para establecer que pardmetros
(bioquimicos o fisioldgicos) son los mds influyentes o se encuenfran
correlacionados en el desarrollo del pardeamiento enzimdtico de las patatas
minimamente procesadas (Cantos et al. 2002). O para determinar la
susceptibilidad de los diferentes cultivares al pardeamiento y poder seleccionar
los cultivares idéneos para destinar a minimamente procesados (Cabezas-

Serrano et al. 2009).

En patata, se han realizado estudios de la actividad enzimdtica respecto a la
aplicacién de tratamientos antfipardeantes y/o tratamientos fisicos para
determinar sus mecanismos de inhibicidn y para seleccionar los fratamientos mds
eficaces. Por ejemplo, Ma et al. (2010) tenian como objetivo re-evaluar
tratamientos antipardeantes (dcidos citrico y ascérbico) frente a una variedad
de patata altamente susceptible al pardeamiento (cv. Pacific Russet) y, por otro
lado, minimizar la concentfracion de sulfitos combinados o no con atmdsferas
modificadas (3 % O2+12 % COz2). Determinaron que las atmdsferas controladas
sélo retardaban ligeramente la pérdida de calidad de patatas. Que el dcido
clorogénico era el dcido fendlico mds importante en la reaccidén y que su
concenfracién aumentaba considerablemente fras el cortado de la patata. No
detectaron ninguna relacién temporal entre la aparicidén del pardeamiento tras
cortar la patata y los cambios en las enzimas fendlicas o en las concentraciones

de los &cidos fendlicos.
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En los trabajos de Lee et al. (2002) (en patata) y Kim, Mi-Jeong et al. (2005) (en
pera) se estudiaron el posible efecto inhibidor de exiractos de cebolla (con un
tratamiento térmico o sin él) sobre la PPO vy el pardeamiento de patata o de
pera. Jang, M. S. et al. (2002) estudiaron la actividad de la PPO del champifndn
en presencia de diferentes extractos del champindn japonés “Enokitake”
(extraido en etanol, acetona y agua caliente) y, su posible uso en la prevencion
del pardeamiento en zumo de manzana. Hsu et al. (2007) utilizaron diferentes
extractos de Lavendula sp.para evaluar las propiedades de inhibicidén en funcién
de la actividad de la enzima tirosinasa del champindn (EC 1.14.18.1) de tres tipos

de sustrato (L-DOLPA, catecol, dcido 3,4-dihidroxifenilacetico).

Existen diversos frabajos sobre el extracto de salvado de arroz en patata,
manzana y pldtano donde se estudid el efecto inhibidor de este extracto sobre
la PPO vy fras su aplicacion en purés o lonchas de patata o pldtano o manzana'y,
en sus Ultimas investigaciones readlizan comparativas con antipardeantes
quimicos estudiados tradicionalmente para evaluar su poder inhibidor en patata
(Theerakulkait y Boonsiripiphat 2007, Sukhonthara y Theerakulkait 2011, 2012,
Kubglomsong y Theerakulkait 2013).

En cuanto a las condiciones establecidas en este estudio, los resultados de unos
ensayos preliminares realizados, mostraron que una sola condicién de extraccion
(T°-t) para todas las especias y su aplicacién en PMP a unas diluciones fijas, no
permitia valorar adecuadamente el efecto antipardeante para cada una de
ellas. Por lo tanto, se seleccionaron unas condiciones generales de extraccién
para este estudio inicial, una temperatura de infusion (90 °C-10 min) basado en
Martin-Diana et al. (2008) y otra mds suave (55 °C-15 min) basado en Essa et al.
(2004). Estos Ultimos autores, ademds, se obtuvo la idea para el cambio en la
forma de usar la extraccién, ya que preparaban un extracto concentrado de la
especia (extracto madre) a partir de la cual se diluye a la concentracion elegida
para obtener la solucién final. Y por Ultimo, una extraccién a temperatura

ambiente y largo tiempo (25 °C-30min), solo para los casos excepcionales en los
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que se presentaron problemas en la extraccidn a mayores temperaturas

(Boonsiripiphat y Theerakulkait 2009).

5.2. OBIJETIVO

Redlizar una caracterizacién inicial de las especias elegidas extraidas en agua,
en diferentes condiciones y aplicadas a diferentes concentraciones, para

seleccionar las mds eficaces para inhibir la PPO.
5.3. MATERIAL Y METODOS

5.3.1. Especias

Los exfractos se prepararon a partir de diferentes hierbas y especias, en
diferentes formatos. Se utilizaron las pimientas, el clavo, el jengibre y la nuez
moscada (Ducros, Sabadell) en formato polvo. En el caso de especias que son
hojas el formato comercial fue deshidratado como el té verde, tomillo (Soria
natural, Soria), romero, mejorana, orégano, menta (Ducros, Sabadell) y salvia
(Flor del Pirineo, Manresa). El salvado de trigo (Int-salim, Barcelona) cuyo formato

era en hojuelas. El agjo estaba picado y deshidratado (Ducros, Sabadell).

Ajo Salvado trigo Clavo Nuez moscada Jengibre Pimienta blanca Pimienta negra
Allium Tniticum Eugenia Myristica Zingiber Piper nigrum Piper nigrum

sativum spp- caryophyllus fragrans officinale %2 maduracioén Maduracion completa

5 Q’f@n -
% 2
Mejorana Orégano Romero Té verde Salvia Tomillo
Mentha Orig Orig Re 7 Camellia Salvia Thymus
pipenita majorana vulgare officinalis sinensis officinalis vulgaris

Figura 5.1. Especias seleccionadas para este estudio.
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5.3.2. Extraccién en agua de las especias

La extraccién se realizé en agua y debido a que pertenecen a diferentes partes
de la planta como son hojas (té verde, tomillo, salvia, orégano, romero, menta y
mejorana), yema (clavo), bulbo (gjo), frutos (nuez moscada, y pimientas), rizoma
(iengibre) o capas externas del cereal (salvado) hubo ligeras variaciones en la

extraccién de alguno de ellos.

Se prepararon por triplicado los exiractos en agua de las 14 especias y se
exirajeron en dos condiciones: 55 °C - 15 minutos o 90 °C - 10min. En tres casos
(salvado, jengibre y pimienta blanca) la aplicacién de una temperatura de 90 °C
provocaba problemas limitando la extraccion. Se optd por un tratamiento
alternativo a baja temperatura y largo tiempo (25 °C-30 min). La proporcidén

especia/agua usada fue de 10 g en 60 ml de agua destilada.

Tras el tratamiento térmico la mezcla fue filtrada con gasa de queseria para
separar la parte sélida del extracto. Después se filtré la parte liquida (papel de
filtro, Whatman n°® 1) mediante vacio. En el caso del té verde, orégano, menta,
jengibre, nuez moscada y pimienta blanca y negra, una vez se enfriaron los
extractos a 4 °C se observaban precipitados que podrian dificultar las medidas.

Por ello se centrifugaron (3K30, Sigma) a 8000 xg durante 10 minutos a 4 °C.

Con pimienta negra, nuez moscada y clavo al ser extraidos a 90 °C-10 min,
posteriormente no se podia filtrar con la tela de queseria, por lo que se
centrifugd la mezcla de especia y agua para después filtrar con papel de filtro
(Whatman n° 1) mediante vacio. En el caso del salvado, el jengibre y pimienta
negra fratadas a altas temperaturas se obtenia un “puré” que no se separaba
correctamente ni centrifugando. Para estas fres especias se aplicd un
tratamiento 25 °C - 30 minutos (Sukhonthara y Theerakulkait 2012) y se siguié el

procedimiento anteriormente descrito.

Todos los extractos se guardaron a 4 °C con un barrido de N2 para reducir la

evolucion de los compuestos del extracto. Siempre se prepararon el dia anterior
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a ser analizados, simulando el proceso que se llevaria a cabo en esta tesis, para

su aplicacién en patata minimamente procesada.

5.3.3. Métodos de andlisis

5.3.3.1. Contenido total de fenoles
Se aplicé el método de determinacién de fenoles totales mediante Folin-

Ciocalteu para microplacas descrito en el Capitulo 4 (apartado 4.4.3).

5.3.3.2. Actividad antioxidante
Se aplicé el método de determinacién de la actividad antioxidante mediante el
andlisis del radical libre comercial DPPH (2,2-difenil picrilhidrazil) para microplacas

descrito en el Capitulo 4 (apartado 4.4.4).

5.3.3.3. pH

Se analizé el pH de los extractos segun el método indicado en Capitulo 1
(aparatado 1.3.2.1). Tomando 40 ml de cada extracto y se redlizaban tres
medidas del pH cuya media era el valor de la repeticién del extracto (n=3 por

especia y condicion de extraccién).

5.3.3.4. Determinacién de la capacidad de Inhibicién de la PPOp

Practicamente en la totalidad de trabajos consultados se realizaba el estudio
espectrofotométrico de la actividad de la enzima en cubeta. Con pocas
excepciones como es el caso de la investigacion de Jang, J. H. y Moon (2011), el
cual utilizé un lector multiplacas para el estudio de la actividad de la polifenol
oxidasa en manzana minimamente procesada fratada con ultrasonidos y dcido
ascorbico. También se encontraron una serie de trabajos en los que se utilizaba
lector multiplacas para la determinacién de la capacidad de inhibicion de
diferentes tipos de extractos procedentes de plantas de Turquia o Japdn (Kittisak
y Boonchoo 2001, Masuda et al. 2005, Senol et al. 2010, Orhan et al. 2012). Sin

227



CAPITULO 5

embargo en estos casos se utilizaba L-DOPA o L-tirosina como sustratos de la
reaccion. En los articulos revisados, el sustrato normalmente utilizado en el caso
del estudio de la actividad de la patata fue catecol (1,2-dihidroxibenzeno) a una
concentracién entre 0,5 a 2 M, el cual se oxida a o-benzoquinona. La
absorbancia mds usada es 420 nm, y el pH de la reaccién varia entre 6,2y 7 a
una temperatura de incubacién de entre 25 y 30 °C (Duangmal y Owusu
Apenten 1999, Lee et al. 2002, Yemenicioglu 2002, Nourian et al. 2003, Pineli et al.
2006, Hsu et al. 2007, Theerakulkait y Boonsiripiphat 2007, Martin-Diana et al. 2008,
Boonsiripiphat y Theerakulkait 2009, Lante y Zocca 2010, Sukhonthara vy
Theerakulkait 2012, Kubglomsong y Theerakulkait 2013).

Tomando como base esta informacién y al articulo Masuda et al. (2005) se puso
a punto un método para medir la capacidad de los extractos para inhibir la PPO,
que se basa en comparar la efectividad de los compuestos respecto a una
reaccion sin presencia de inhibidor y se utilizd el espectrofotdmetro con lector

multiplacas Scientific Multiskan Go (ThermoFisher Scientific Inc.).

Para llevar a cabo este ensayo se redlizaban fres pasos: la obtencién del
extracto crudo de PPO de patata cv. Monalisa; la caracterizacidn, midiendo su
actividad, como control de la extraccién de la PPOp; y por Ultimo la medicién

de la capacidad de los extractos de especias para inhibir la PPOp.

5.3.3.4.1. Obtencidn del extracto crudo de PPO de patata

El método empleado se basdé en lo descrito en diversos trabajos realizando
ciertas modificaciones (Cho y Ahn 1999, Soliva-Fortuny et al. 2001, Oms-Oliu et al.
2006, Rojas-GraU et al. 2008).

Se homogenizaron 25 g de patata con 50 ml de buffer Mcllvaine a pH 6,5 con
NaCl 1 M (Panreac, Barcelona, Espana) y 5 % PVPP (Fluka, Steinheim, Alemania)
con una batidora a mdxima velocidad durante 2 min en frio (4 °C). La mezcla se
filtrd mediante vacio con papel de filtro (Whatman n° 1, Buckinghamshire, Reino
Unido) a 4 °C. El filtrado se centrifugd (Sigma 3K30) a 25500 xg durante 20 min a 4
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°C. El sobrenadantes fue guardado con un barrido con N2 y congelado a -78 + 2
°C hasta su uso, ya que era lo que se denomind como extracto crudo de la

enzima (PPOp).

5.3.3.4.2. Determinacién de la actividad de la PPOp

El método empleado se basd en lo descrito por Soliva-Fortuny et al. (2001) y

Rojas-GraU et al. (2008) para medir la actividad de la PPO en cubeta.

En cubeta de 1cm (Sarstedt, NUmbrecht, Alemania) se anadieron 3 ml de
catecol 50 mM junto con 0,075 ml de extracto crudo de enzima PPOp. En un
espectrofotbmetro Scientific Multiskan Go (ThermoFisher Scientific Inc.) se
midieron a 400 nm los cambios por la reaccién a 25 °C cada 5 s durante 2 min.
Como blanco de la reaccion se utilizd buffer Mcllvaine (pH 6,5). Una unidad de
actividad de PPOp fue definida como el cambio de la absorbancia en 0,001 por
minuto y mililitro inmediatamente después de la adicidén del extracto de enzima.

El ratio de la reaccion inicial se estima a partir de la zona lineal de la curva.

5.3.3.4.3. Determinacién de la capacidad de los extractos para inhibir la PPOp

Se optd por un método que se basa en la comparacion de las capacidades de
inhibicién (%), mediante mediciones espectrofotométricas con lector
multiplacas, donde se evaluaba el desarrollo de la reaccién en presencia y
ausencia de un posible inhibidor. Utilizar un método en microplacas permitié
realizar una gran cantidad de mediciones, lo que significalba mayor niUmero de
comparaciones en un mismo ensayo ademds de poder realizar mds repeticiones

a un menor costo.

El desarrollo de éste método se realizd en base a lo descrito por Masuda et al.
(2005) pero con ciertas modificaciones. Por un lado, algunas condiciones se
establecieron en funcién de lo encontrado en bibliografia y a ensayos
preliminares, como el uso de catecol como sustrato y que la reaccién se llevara

a cabo a pH 6,5 (Traverso-Rueda y Singleton 1973, Nourian et al. 2003,
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Theerakulkait y Boonsiripiphat 2007, Boonsiripiphat y Theerakulkait 2009) o el uso
de PPOp diluida (1:9, v/v) en buffer Mcllvaine para una medicidon adecuada en

los pocillos.

En una microplaca (?6é-pocillos F/bottom; NUNC, Roskilde, Dinamarca), los
reactivos y sus cantidades correspondientes, para cada pocillo, se describen en

Tabla 5.1 y su distribucién en la microplaca se puede ver en la Figura 5.2.

Tabla 5.1. Reactivos y cantidades (ul) para la reaccién de la PPOp en una
microplaca.

Descripcién B. Mcllvaine Inhibidor Enzima
A 120 0 40 40
B 160 0 0 40
C 80 40 40 40
D 120 40 0 40
Blanco 200 0 0 0

0
60000000000
Q0000000000
ONDNGHORONOIOHOHOLONE
00000000000
3O 0000000000

BIOO0000000000

 [eNOXCACHOXONCHOXOLOXO)

YJOOOOOOOOO0OO
[6)

Figura 5.2. Distribucion de los componentes para el andlisis de la capacidad de los
extractos para inhibir la PPOp, en microplaca de 96 pocillos.
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Para comenzar con la reaccién, primero se anadian el buffer Mcllvaine (pH 6.,5),
el inhibidor y el extracto de enzima diluida (1:9, v/v). Se introducia la microplaca
en el espectrofotbmetro y se agitaba durante 5 min (velocidad media y
continua) e incubaba otros 5 min a 25 °C. Luego se anadia catecol 200 mM
(Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Alemania) y se agitaba e incubaba otra vez

durante 5 min cada una a 25 °C.

Las medidas se realizaron a 420 nm y 25 °C en un espectrofotdmetro multiplacas
Scientific Multiskan Go (ThermoFisher Scientific Inc.). A la absorbancia obtenida
se le resta la absorbancia del blanco y para determinar la capacidad de los

extractos para inhibir la PPOp (% IPPOp) se realiza el cdlculo en la Ecuacién 9.

(A-B)-(C-D)
(A-B)

% Inhibicion de PPOp = |( ) x 100 (9)

Donde A corresponde a la absorbancia obtenida por la reaccién de PPOp sin la
presencia de un inhibidor; B es el blanco de las medidas de A; C corresponde a
la absorbancia obtenido por la reaccion de PPOp en presencia del inhibidor a

estudiar; y D es el blanco de las medidas de C.

En este capitulo se evaluaron los extractos de las especias elegidas a diferentes
concentraciones, establecidas en base al contenido total de fenoles, para
comparar su capacidad de inhibicidén a un rango similar de cantidad de fenoles.
Los rangos establecidos en este estudio fueron: <5, 8 a 16, 20 a 27 y 40 a 70 mg
EAG/ml extracto. La actividad inicial del PPOp fue de 5662,0 + 57,8 UA/min ml.

5.3.3.5. Andlisis estadistico

Se redlizaron tres extracciones por especia y condiciones de extraccion vy los
datos fueron sometidos a un andlisis de varianza (ANOVA) empleando el
paqguete estadistico IBM SPSS Statistics 21 para Windows. En el caso de detectar
diferencias significativas entre los tratamientos (a= 0,05) se compararon

mediante el test de Tukey.
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5.4. RESULTADOS Y DISCUSION

5.4.1. Contenido total de fenoles y actividad antioxidante de los exiractos de

especias

El contenido total de fenoles (CTF) de las 14 especias muestra gran variedad de
valores (Figura 5.3 a). El CTF para los extractos obtenidos a 55 °C-15 min, fue
desde el mdximo contenido de 788,6+42,99 mg EAG/mI del extracto del clavo a
el valor minimo de 4 £ 0,6 mg EAG/mI extracto de la pimienta blanca. Entre las
especias con un contenido medio-alto es encontraron mejorana, orégano, té
verde y menta que va desde 355,9+4,8 hasta 178,3+2,0 mg EAG/mI extracto. Los
valores medios de CTF estarian entre 100 y 25 mg EAG/mI extracto donde se
encontraron salvia, romero, tomillo, pimienta negra y jengibre. Y las especias con
contfenidos bajos (< de 25 mg EAG/mI exiracto) fueron nuez moscada, qgjo,

salvado de trigo y pimienta blanca.

En las condiciones de extraccion de 90 °C-10 min el mdximo extraido fue de
457,2+59,8 mg EAG/mI del extracto de clavo a 11,7£0,5 mg EAG/mI del extracto
de nuez moscada. Con valores altos-medios estaban mejorana, orégano,
menta, té verde, salvia y romero cuyo contenido estaba entre 376,6+14,8 y
130,5+£16,8 mg EAG/mI extracto. Y las especias con un CTF < 100 mg EAG/m

extracto fueron tomillo, pimienta negra, ajo y nuez moscada.

En el caso de la extraccién a 25 °C-30 min, utilizada sélo para las especias
jengibre, salvado y pimienta blanca, CTF mdéximo fue del jengibre (26,0+0,5 mg

EAG/ml extracto) y el minimo en pimienta blanca (3,5£0,08 mg EAG/ml extracto).

Las condiciones de extraccién afectan al contenido total de fenoles (CTF) de
algunas especias. Clavo, pimienta negra, nuez moscada y djo mostraron una
reduccidn significativa (p<0,05) en su CTF al aplicar 90 °C-10 min respecto a la
extraccién a 55 °C-15 min. Menta, salvia, romero y tomillo tuvieron un
comportamiento inverso, es decir, su CTF aumentd significativamente (p<0,05) al

aplicarle 90 °C-10 min. Este Ultimo caso, tiene en comuUn que todas pertenecen a
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la familia Lamiaceae. Las excepciones a este comportamiento dentro de esta
familia son la mejorana y el orégano. En las exfracciones de té verde no se
encontraron diferencias significativas entre el CTF para las dos condiciones de
extraccion (p>0,05). Para el caso de las especias extraidas a 20 °C-30 min o a 55
°C-15 min, los extractos de jengibre y salvado de trigo no mostraron diferencias
significativas entre ambas condiciones de extraccion (p>0,05). Sin embargo, los
extractos de pimienta blanca presentd un CTF significativamente mayor a 55 °C-
15 min (p<0,05).

CLAVO CLAVO
MEJORANA OREGANO
OREGANO TE VERDE
TE VERDE MEJORANA
MENTA MENTA
SALVIA ROMERO
ROMERO SALVIA
TOMILLO TOMILLO
P.NEGRA P.NEGRA
JENGIBRE N.MOSCADA
N. MOSCADA JENGIBRE
AJO a SALVADO b

25°C-30min 25°C-30min

SALVADO B 55°C-15min AJO B 55°C-15min

P.BLANCA =90°C-10min P.BLANCA H90°C-10min

0 200 400 600 800 1000 0 2000 4000 6000 8000
CTF (mg EAG/ml extracto) AAox (umol ET/ml extrato)

Figura 5.3. Contenido total de fenoles (mg equivalentes de dcido gdlico/ml extracto)
(a). Actividad antioxidante (umoles de equivalentes de Trolox/ml extracto) de cada
extracto (b). (IC95 %, n=15).
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Respecto a la actividad antioxidante (AAox) de los extractos en la condicién de
extraccién de 55 °C-15 min (Figura 5.3 b) la mdxima actividad antioxidante
obtenida fue también con el extracto de clavo (5944,5£577,7 umol ET/ml
extracto) y el valor minimo pertenecia a la pimienta blanca (17,3£2,5 umol ET/ml
extracto). Otros extractos que presentaron valores altos-medios fueron orégano,
té verde, mejorana y menta (2585,0£254,3 a 1374,2+123,7 ymol ET/ml extracto).
Romero, salvia, tomillo, pimienta negra, nuez moscada y jengibre presentaron
valores medios que van desde 652,9£56,8 hasta 103,8+1,5 umol ET/ml extracto.
Las extracciones de salvado, ajo y pimienta blanca mostraron una AAox baja

(<de 50 umol ET/ml extracto).

En las condiciones de extraccién de 90 °C-10 min, el clavo también presentaba
el valor méximo de actividad antioxidante de entre las 14 especias (3830,2+519,0
umol ET/ml extracto) y el extracto de ajo el valor mds bajo (29, 7£1,0 umol ET/ml
extracto). Las extracciones de orégano, té verde, mejorana, menta y salvia
mostraron valores altos (desde 2383,0+285,1 a 1098,0+114,2 ymol ET/ml extracto).
Romero, tomillo y pimienta negra tienen una actividad antfioxidante media-baja
(824,4+62,8 a 123,0+4,82 umol ET/ml extracto). Las extracciones de nuez moscada

y gjo presentaron valores menores de 60 umol ET/ml extracto.

Para las condiciones de 25 °C-30 min el mdximo valor pertenece al gjo (109,0+2,1
pmol ET/ml extracto) y el menor para pimienta blanca (12,4+1,2 umol ET/ml

extracto).

Como en el caso del CTF, en algunas especias se observd que el cambio de
condiciones de extraccion afecta a su actividad antioxidante. En los extractos
de clavo, pimienta negra, nuez moscada y ajo disminuyd significativamente la
AAox al aplicar el tratamiento de 90 °C-10 min (p<0,05). Lo cual parece
corresponder a la disminuciéon del CTF descrita anteriormente. Sin embargo,
aungue se detectdé un aumento significativo en el CTF de algunas especias
pertenecientes a la familia Lamiaceae (menta, salvia, romero y tomillo) esto no

repercutia en un aumento en la AAox, excepto para salvia y romero donde la
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AAox aumentd significativamente al aplicar 90 °C-10 min (p<0,05). Orégano y té
verde no mostraron cambios significativos (p>0,05) en la AAox entre las

condiciones de extraccion.

En cuanto al jengibre y el salvado el cambio de condiciones, de 25 °C-30 min a
55 °C-15 min, no produjo un cambio significativo en su actividad antfioxidante, lo
que corresponde con el comporfamiento observado en el CTF. Al igual que la
pimienta blanca, que presentaba un aumento significativo de la AAox al aplicar
55°C-15 min (p<0,05).

En relacién al comportamiento observado entre el CTF y AAox, existen diversos
estudios donde se redliza una correlacion entre estos dos pardmetros para
determinar hasta qué punto la actividad antioxidante de los extractos deriva de
su contenido fendlico (Shan et al. 2005, Silva et al. 2007, Rusak et al. 2008,

Kratchanova et al. 2010).
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Figura 5.4. Correlacion entre actividad antioxidante y el contenido total de fenoles
para las especias estudiadas. Extraccién en agua de las especias realizada a 55 °C
durante 15 minutos (a). Extraccién en agua de las especias realizada a 90 °C durante
10 minutos (b).
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La correlacién entre el CTF y la AAox para las extracciones realizadas a 55 °C-15
min (Figura 5.4 a) se define mediante la ecuacion [y = 7,5473x - 18,678],
obteniendo una alta correlacién lineal (R? = 0,98) (n=42). Para el caso de las
extracciones a 90 °C-10 min (Figura 5.4 b) también se obtuvo una alta
correlacién lineal positiva (R? = 0,93) (n=33) aunqgue ligeramente menor con la
ecuacion [y = 7,5274x - 52,582].

La alta correlacién observada en ambos casos confirmaria que los compuestos
fendlicos de las especias estudiadas son los principales responsables de la
actividad anfioxidante de los extractos. Como indica el estudio de Shan et al.
(2005), la relacién entre ambos pardmetros ha sido ampliamente estudiada en
diversos frabajos en hortalizas, frutas y hierbas medicinales donde obfuvieron una
buena correlacién lineal. Sin embargo, existen otros en los que no se obtenia esta
relacién lineal, e indicaron que podia ser debido a que el niUmero de especias
estudiadas en esos casos fue reducido vy la diferencia entre los valores maximo y
minimo obtenidos era pequefa. Todo ello concuerda con la correlacion lineal
conseguida en este estudio donde se presenta una seleccidn relativamente alta
de especias y la diferencia entre sus valores es amplia. Al mismo tiempo, Rice-
Evans et al. (1996) indicaron que las propiedades antioxidantes de los dcidos
fendlicos y los flavonoides de debian a sus propiedades redox, a su habilidad

para quelar metales y supresor del oxigeno singulete.

5.4.2. pH

El rango de pHs de los extractos encontfrados iba desde 6,26+0,03 del extracto de
salvado de trigo a 4,09+0,02 del clavo en las extracciones realizadas a 55 °C-15
min. Con 90 °C-10 min los valores fueron desde 6,19+0,03 del ajo al 4,03+0,04 del

clavo (Figura 5.5).
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Figura 5.5. Valores de pH de los exfractos en las diferentes condiciones de extraccién
estudiadas (IC95 %, n=3).

En cuanto a cémo afecta al pH las condiciones de extracciéon estudiadas, cabe
destacar la disminucién significativa del este tras la aplicacién de tratamiento de
90 °C-10 min en el caso de mejorana, tomillo, romero, menta, salvia y orégano
(p<0,05), cuyo pH se encuentra entre 5,5 a 6,0, las cuales tienen en comuin que
todas pertenecen a la familia de Lamiaceae. La excepcidén respecto a las
Lamiaceae es la pimienta blanca (Piperaceae), para la cual también se detectd
un descenso del pH entre la aplicacién del fratamiento a 25 °C-30 min y a 55 °C-
15 min. Con el gjo, el pH aumenta significativamente (p<0,05) al comparar 55 °C-

15 min con 920 °C-10 min.
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5.4.3. Determinacion de la capacidad de los extractos para inhibir la enzima PPO

de patata (cv. Monalisa)

Para realizar el estudio de la capacidad de inhibicidon de las especias sobre la
PPOp, se establecieron como referencia 4 rangos en funcién de CTF: < 5, 8 - 16,
20 - 27 y 40 - 70 mg EAG/ml exiracto. Los exiractos de cada especia se
prepararon a las diferenfes concentraciones establecidas, de forma que
encajaran en el mayor nUmero de rangos. El objeto de esta seleccion fue poder
evaluar la capacidad de inhibicion de los extractos a un CTF parecido y asi
poder conocer los rangos de concentracion de los extractos mds efectiva, para

posteriores estudios.

Las concentraciones iniciales de los exfractos (extractos madre) obtenidos se
presentan en la Tabla 5.2, a partir de los cuales se prepararon las diferentes
diluciones a la concentracién final (en %, v/v) indicada en cada rango
establecido.

Tabla 5.2. La concentracién inicial (mg especia /ml exfracto) de los exiractos
obtenidos para cada tratamiento térmico.

Extracto 55°C-15 min 90 °C-10 min 20°C-30 min
TOMILLO 264,1+18,6* 304,7+25,5

SALVIA 233,0£13,6 267,4+4,6

ROMERO 229,1411,5 265,7+43,1

MEJORANA 247,7+11,6 261,247,3

SALVADO TRIGO 258,2420,3 219,849,1
OREGANO 228,35,9 250,0+14,2

MENTA 238,1420,7 243,7+13,2

TE VERDE 244,0£9,6 289,045,

JENGIBRE 241,5412,7 220,048,2
NUEZ MOSCADA 166,6%3,7 249,0£36,3

CLAVO 181,38,9 271,9+11,8

PIMIENTA NEGRA 200,8+4,5 293,3+45,7

PIMIENTA BLANCA 191,0+8.,8 196,78,7
AJO 220,2+8,9 235,149,0

* Mediazds (n=3)
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En el rango de CTF < 5 mg EAG/mI extracto (Figura 5.6), se observd un mayor
numero de muestras debido a que existen especias con valores muy bajos de
CTF y por tanto dos o incluso fres de sus concenfraciones entran en el mismo
rango. Por ejemplo, nuez moscada, pimienta blanca y salvado obtenidos a 55°C-
15min; nuez moscada y gjo extraidos a 90 °C-10 min; y las tres especias extraidas

a 20 °C-30 min (salvado, jengibre y pimienta blanca).

Con la condicién de extracciéon de 55 °C-15 min (Figura 5.6 a), se observa que
existen especias que a sus menores concentraciones no superan el 10 % de
inhibicion, es decir, no mostraron capacidad para inhibir la reaccién, como por
ejemplo, tomillo, menta, orégano, mejorana, salvia, romero, pimienta blanca y
jengibre. Destaca que una gran parte pertenecen a la familia de Lamiaceae.
Las especias con una capacidad de inhibicidon entre >10 % y <50 % fueron
pimienta blanca con una concentraciéon del 20 %, jengibre al 6 y 12 %, pimienta

negraal2y é %, clavo al 0,4 %y cjo al 4 %.

Se establecié que las especias y las concentraciones con una capacidad de
inhibicién de PPOp 2= 50%, serian seleccionados para estudios posteriores como
extractos con posible eficacia para la inhibicion de la PPOp. Por encima de este
porcentaje se encontraban el salvado a sus tres concentraciones, el ajo al 14y
20 % y té verde al 1,6 %. El djo al 20 % mostré una capacidad de inhibicion
significativamente mds alta que el resto (p<0,05). El gjo al 14 % y el té verde al 1,6
% presentaron un porcentaje de inhibicion de PPOp estadisticamente igual
(72,9£1,3 y 72,3%1,7 %, respectivamente) en las mismas condiciones de

extraccién y mismo rango de CTF.
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Figura 5.6. Capacidad de inhibicién de la PPOp en el rango CTF < 5 mg EAG/m

(IC

-10min o 20 °C-30min (b).

extracto de las muestras extraidas a 55 °C-15min (a); 90 °C

95 %, N

=15).

En las condiciones de 90 °C-10min (Figura 5.6 b) los extractos de especias que no

mostraron capacidad de inhibicién fueron salvia, tomillo, romero y menta. Por lo

que parece que a bajas concentraciones la familia Lamiaceae no presenta una

capacidad de inhibicidon destacable, es decir, aunque muestran una AAox
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CAPITULO 5

media-alta, no es condicion suficiente como para inhibir la reaccién, en las
condiciones establecidas para este estudio, debido a la composicidon propia de
estas especias. Entre los extractos con una capacidad de inhibicién de entre 10y
50 % se encuentran pimienta negra y nuez moscada en sus tres concentraciones,
el clavo al 0,6 % vy, por Ultimo, ajo al 4 % (45,8£1,8 % IPPOp). Los extractos con una
capacidad de inhibicién de PPOp = 50 % fueron té verde al 2 % y djo al 14y 20 %
(entre 75,6 y 76,4 % inhibicién) y entre ellos no existieron tampoco diferencias

significativas (p<0,05).

En cuanto a las especias extraidas durante 30 minutos a 25 °C (Figura 5.6 b),
todas presentaron una cierta capacidad de inhibicién. Sin embargo, sélo el
salvado mostréd una capacidad de inhibicion de PPOp >50 %, siendo mds eficaz

la concentracion de 16 % que la concentracién del 6 % (0<0,05).

En resumen, para el rango CTF <5 mg EAG/ml extracto, el té¢ verde a
concenfraciones muy bajas (1,6 y 2 %) e independientemente del tratamiento
de extraccion (p>0,05) presenta una alto porcentaje de inhibicion y el gjo, a
pesar de su bajo CTF, también se muestra eficaz y parace relacionarse con la
concentracién. El ajo al 14 y 20 % mostraron diferencias significativas entre las
condiciones de extracciéon de 55 °C-15 min y 90 °C 15 min (p<0,05). Lo que
refuerza la idea de que para la inhibicidn de la PPOp, solo la capacidad
antioxidante de un extracto no es suficiente sino que es mds importante la
composicidn del extracto y sus condiciones de extraccién. TV y gjo son un
ejemplo claro de extractos eficaces, a nivel in vifro, poseyendo ambas dos

capacidades antioxidantes y contenido fendlico muy distinto.
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Figura 5.7. Capacidad de inhibicién de la PPOp en el rango CTF 8 a 16 mg EAG/ml
extracto de las muestras extraidas a 55 °C-15min o 90 °C-10min. (IC95 %, n=15).

En el rango de CTF de 8 a 16 mg EAG/ml extracto (Figura 5.7) y en la condicién
de extracciéon de 55 °C-15 min mostrd que los extractos de orégano, menta,
romero y tomillo en las concentraciones analizadas no mostraron capacidad de
inhibicién de la PPOp. La pimienta negra a concentracién de 20 % y el té verde
al 6 % con el mayor porcentaje de inhibicidon (72,2+0,2 %) presentando una

capacidad de inhibicion = 50 %.

En las condiciones de extraccién de 90 °C-10 min solo el té verde al 6 % superd
el 50 % de inhibicion de PPOp (75,3%4,3 %). Sin embargo, los extractos de las
especias pertenecientes a la familia Laminaceae como orégano, menta, salvia y
romero no mostraron capacidad de inhibicidén de la PPOp. A excepcién de la
mejorana al 3 %, la cual mostré una capacidad de inhibicién significativamente

mayor que los otros extractos de su misma familia (p<0,005).

Los valores de inhibicién del exfracto de té verde no presentaron diferencias
significativas enfre los dos tipos de extracciones estudiadas en el rango de CTF
estudiado (p<0,05).
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Figura 5.8. Capacidad de inhibicién de la PPOp en el rango de CTF 20 a 27 mg
EAG/ml extracto de las muestras extraidas a 55 °C-15min o 90 °C-10min. (IC%95 %, n=15).

En el rango de CTF de 20 a 27 mg EAG/ml (Figura 5.8), el extracto de té verde a
la concentfracion de 10 % mostrdé una capacidad de inhibicion
significativamente mayor en ambas condiciones de extraccién que el resto de
extractos (p<0,05). Pero, en el caso del fratamiento de 90 °C-10 min, el clavo a la
concentracién del 5 % y mejorana al é %, mostraron también una inhibicién de
PPOp 250 %. La capacidad de inhibicién del resto de extractos de la familia
Lamiaceae, aun utilizando concentraciones mayores siguen sin mostrar mucho

potencial inhibidor (<20 % IPPOp).
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Figura 5.9. Capacidad de inhibicién de la PPOp en el rango de CTF 40 a 70 mg
EAG/ml extracto de las muestras extraidas 55 °C-15min o 90 °C-10min. (IC 95 % n=15).

En el rango de CTF de 40 a 70 mg EAG/ml exiracto (Figura 5.9), la mejorana a las
concentraciones de 14 % y 16 %, para las condiciones de extraccion de 55 °C-15
min y 90 °C-10 min, respectivamente, muestra porcentajes altos de inhibicion de
PPOp (64,5+4,8 % y 77.3x1,9 %). El extracto de clavo a la concentracién de 8 %,
extraido a 55 °C-15 min, no presentd diferencias significativas respecto a la
mejorana en las mismas condiciones (p>0,05). Pero su capacidad inhibidora fue
significativamente mayor que el extracto de clavo al 14 % extraido a 90 °C-10
min (p<0,05).

En el clavo, parecia que aumentar la concentracion afecta a la capacidad de
inhibicidon en las condiciones in vitro establecidas. También se ha observado que
el aumento de la temperatura afecta al CTF y a su AAox. En cuanto a la
mejorana ocurre lo mismo, sélo muestra una capacidad de inhibicidn evidente a
la concentracién mds alta, presentando una AAox similar al té verde, aunque

con un mayor CFT.
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5.5. CONCLUSIONES DEL CAPITULO

Se encontrd que el CTF de los extractos estaba altamente correlacionado con la
AAox de los mismos, lo que indica que son los principales compuestos que

aportan las propiedades antfioxidantes de las especias.

Los extractos de especias que presentaron al menos dos concenfraciones cuya
capacidad de inhibicion era = 50 % fueron, té verde, gjo y salvado de trigo.
Cabe destacar que estos dos Ultimos exfractos presentaban bajo CTF (< 20 mg
EAG/mI) y de AAox (<50 umol ET/ml).

En cuanto a la influencia de la concentracion del extracto con respecto a su
capacidad de inhibicidon, mientras que el té verde (>70 % IPPOp) no muestra
diferencias significativas enfre las concentraciones, en el caso de los extractos

de gjo y de salvado de trigo si influia.

Las especias pertenecientes a la familia Lamiaceae, a excepcidon de la

mejorana, poseen baja o nula capacidad para inhibir la PPOp.

La capacidad de los extractos de nuez moscada, jengibre y pimienta (blanca y
negra) para inhibir la PPOp es por lo general baja (<50 %), incluso en sus

concentraciones mds altas.

El extracto de clavo a las mayores concentraciones estudiadas (5y 16 %) mostrd
capacidad de inhibicion. Fue el extracto con mayor CTF y AAox de todos los

estudiados.

La determinacién de la AAox o el CTF no sirven por si solos como pardmetros
para establecer que grado de efectividad va a tener el extracto en la inhibicidon
de la PPO.
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CAPITULO 6

CAPITULO 6 . Optimizacién de la extraccién en agua de té
verde, ajo y salvado de trigo mediante un método de
superficie de respuesta y la caracterizacion de los extractos

optimos.

6.1. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Los extractos de té verde, gjo y salvado de trigo mostraron una capacidad de
inhibicion de la polifenol oxidasa de la patata, en las condiciones in vitro y de
extraccion establecidas en el capitulo anterior, mayor del 50 %. Debido al origen
diferente de las especias seleccionadas (hoja, bulbo y capas externas de la
semilla), parecid necesaria una optimizacién de las condiciones de extraccién

en agua para cada una de ellas.

Para la realizaciéon de la optimizacion se optd un disefio experimental formulado
de forma que se pueda desarrollar un modelo empirico para examinar la
interaccién de los diferentes pardmetros asociados responsables de la
extraccidn en agua de las especias usando un método de superficie de
respuesta, y ademds de identificar las condiciones éptimas para un sistema
multivarible de extraccién. El MSR es un conjunto de técnicas estadisticas y
matemdticas Utiles para la modelacion y andilisis de los problemas en los que una
respuesta de interés estd influenciada por diversas variables y el objetivo es
optimizar esta respuesta. Los modelos de segundo orden son ampliamente
utilizados en MSR (Ebadnejad et al. 2013). El Diseno Box-Behnken (DBB) es una
clase de diseno de segundo orden rofativo o casi rotativo que se basa en
disenos factoriales incompletos de tres niveles. Es un diseno adecuado porque
permite la estimacion de los pardmetros del modelo cuadrdtico; la construccion
de disefos secuenciales; la deteccién de falta de gjuste del modelo ademds de

uso de bloques (Ferreira et al. 2007).
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El MSR, es un método que se ha sido usado para optimizar, por ejemplo, la
extraccién de compuestos fendlicos en trigo (Liyana-Pathirana y Shahidi 2005);
para la extraccidn acelerada de compuestos antioxidantes en romero,
mejorana y orégano (Hossain et al. 2011); otros estudios centrados en reducir el
pardeamiento o extender la vida Util de hortalizas y frutas como la optimizacion
del tiempo de escaldado para extender la vida Ufil de lechuga minimamente
procesada (Rico et al. 2008); el uso de MSR para el estudio del efecto de los
antipardeantes y el almacenado en el color de las manzanas (Rojas-Gral et al.
2006), optimizacion de los compuestos aplicados en la inhibicién del
pardeamiento en pera (Oms-Oliu et al. 2006), asi como la optimizacién de pre-
fratamientos a baja temperatura para mantener la calidad de peras (Abreu et
al. 2003). Especificamente en prevencion del pardeamiento de patata, Reyes-
Moreno et al. (2002) usaron MSR para la optimizacion de compuestos
antipardeantes y Severini et al. (2003) optimizaron un escaldado en soluciones

salinas para prevenir el pardeamiento enzimdtico.

En cuando al perfil fendlico para este capitulo, se han recopilado, en Tabla 6.1,
los compuestos fendlicos mayoritarios que se han enconfrado en bibliografia, en
té verde, gjo y salvado de trigo. Se prestd mayor atencién a los compuestos que
la literatura ha indicado que podrian actuar como inhibidores de la PPO, como
los dcidos fendlicos (dcido p-cumarico, ferdlico, dcido benzoico y cindmico) y los
flavanoles (quercetina, miricetina y kaempferol) que actuarian de forma mds
débil como posibles inhibidores de PPO (Ullah 1991, Chang 2009). Asi como
aquellos compuestos conocidos como sustratos de la PPOp como el dcido
clorégenico, el cafeico, ya que es importante conocer si la especia es una

fuente importante de estos.
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Tabla 6.1. Principales compuestos fendlicos descritos en bibliografia en té verde, gjo y

salvado de trigo.

Solvente Clase Fenoles

Agua Ac. Fendlicos

3-Flavanoles

metanol (60%) Flavonoles

3-Flavanoles
En aguay 3-Flavanoles
etfilacetato Flavonoles
Aguay 3-Flavanoles
efilacetato Flavonoles
Revision, diferentes Ac. Fendlicos
métodos

3-Flavanoles

Flavonoles
Agud o Ac. Fendlicos
Metanol 3-Flavanoles
Ajo (Allium sativum)
Agua o Ac. Fendlicos
Etanol
Extraccion a 90 °C Ac. Fendlicos
en HCl al 50 %
(agua/etanol)
Dilucién en metanol

Flavonoles
Revisibn general Flavonoles
Salvado de trigo (Triticum spp.)
80 % etanoly Ac. Fendlicos
reconstituido con
agua
80 % metanol Ac. Fendlicos
Metanol y dcido Ac. Fendlicos
acético

Fenoles

Té verde (Camellia Sinensis)

Ac. clorogénico; ac. p-cumarico; ac.
gdlico

C; GC; EGC; EGCG; EC; GCG; ECG
Derivados glicosidados

C; EGCG

EC; EGC; ECG; EGCG; Cafeina
Quercetina glicosidada; Kaempferol
glicosidado

C; EGCG; Cafeina

Miricetina glicosidada; Kaempferol
glicosidado

Ac. gdlico

C; CG; GC; GCG; EC; EGC; ECG; EGCG;
cafeina

Derivados glicésidos de quercetina 'y
kaempferol

Ac. gdlico

C; CG; GC; GCG; EC; EGC; ECG; EGCG;
cafeina

Ac. homoprotocatéquico; ac. cafeico;
ac. p-hidroxibenzoico; ac. p-cumarico;
ac. ferdlico; ac. vainillinico; ac. elégico

Ac. protocatechuic; ac. p-
hydroxybenzoico; ac. vainillinico; ac.
cafeico; ac. p-coumarico; ac. ferulico;
ac. sinapico.

Quercetina; Kaempferol

Quercetina; Miricetina;

Ac. cafeico; ac. p-cumarico; ac. ferdlico;
ac. sindpico; ac. salicilico ac. siringico; ac.

vainillinico

Ac. p-hidroxibenzoico; ac. vainillinco; ac.

cafeico; ac. siringico; ac. p-cumarico; ac.

ferulico

ac. p-hidroxibenzoico; ac. vainillinico;
vanilina; ac. siringico; ac. p-cumarico; ac.
ferulico; ac. salicilico

Referencia

Horzi¢ et al.
(2009)

Lin et al.
(2008)

Erol (2013)

Atoui et al.
(2005)

Ragaert et al.
(2007)

Unachukwu
et al. (2010)

Drozd et al.
(2011)

Gorinstein et
al. (2008)

Lanzoftti (2006)

Verma et al.
(2009)

Kim, Kyung-
Hee et al.
(2006a)

Menga (2010)
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6.2. OBJETIVOS

El primer objetivo fue determinar las condiciones de extraccidn en agua
(temperatura, tiempo y concentracién) en las cuales las especias seleccionadas

en el apartado anterior (té verde, gjo y salvado) son mds efectivas.

El segundo objetivo fue determinar el perfil fendlico de las soluciones optimizadas
utilizando cromatografia liquida de alta eficacia, cuantificando mediante
patrones los compuestos fendlicos presentes que podrian tener un cierto

potencial inhibidor sobre la PPO, en base a lo encontrado en bibliografia.

6.3. Optimizacién de la extraccién de té verde, ajo y salvado de trigo mediante

un método de superficie de respuesta.
6.3.1. MATERIAL Y METODOS

6.3.1.1. Extraccion de especias

En base al estudio realizado en capitulo 5y a la experiencia obtenida durante su
desarrollo, se establecieron los niveles de los factores para el diseno Box-Behnken
para el té verde, el gjo y el salvado de trigo. Se barqjé la posibilidad de estudiar
también el clavo, pero fue descartado en base a los resultados obtenidos en
ensayos preliminares, al ser aplicado en patatas, ya que se observd que a pesar
de mostrar cierta capacidad de inhibicidn, a nivel in vitro, una vez aplicado en
patata se producia una ligera “tincidon™ al sumergirlas y con el tiempo se observd

un deterioro de la calidad visual de las lonchas de patata.

Para la extraccidn:

En funcién del disefio establecido en Tabla 6.2, se aplicaron las condiciones de
extraccién y en todos los casos se usd una relacién especia/agua destilada para
la extraccién de 1/6 (p/v), la mezcla se filtraba con tela de queseria vy,

posteriormente:
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e En el caso del gjo y el té verde se filiraron mediante vacio con filtro de
papel (Whatman n°1) y el té verde se centrifugaba (3K30, Sigma) a
8000xg durante 10 min a 4 °C.

e Los filirados de salvado siempre se cenfrifugaban primero en las
condiciones indicadas anteriormente y luego eran filtrados al vacio con

papel de filtro (Whatman n°1).

Todos los extractos se guardaban con un barrido de nitrégeno y a 4 °C hasta el

momento de analizar.

6.3.2. Métodos de andlisis

6.3.2.1. Determinacién de la capacidad de los extractos para inhibir la enzima
PPO de patata (cv. Monalisa)

Se aplicé el método para microplacas descrito en detalle en el Capitulo 5
(apartado 5.3.3.4).

6.3.2.2. Color de PMP mediante ensayo acelerado

Excepcionalmente, y como se verd en el apartado de Resultados y discusiéon
(6.4), en el caso de la optimizacidon de té verde, se realizd la determinacion del
color de patatas (cv. Monalisa) al ser sumergidas en los extractos obtenidos en

las condiciones indicadas en Tabla 6.2 en un ensayo acelerado.

Para ello, las patatas se procesaron tal y como se explicd en Capitulo 1
(apartado 1.3.1), en agua a 4 °C en una relacion 1:3 (patata: agua destilada),
se cortaban en lonchas de patata de 5 mm de espesor. Para el fratamiento de
estas con el extracto, se sumergian 5 lonchas de patata en 100 ml extracto
durante 7 minutos. Posteriormente se mantenian en una bolsa a temperatura
ambiente durante 7h. El color de las patatas fue medido tras el fratamiento con
las soluciones de especias y al cabo de 7h con un colorimetro Minolta

obteniendo los valores de L*a*b*, tal y como se indicé en Capitulo 1(apartado
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1.3.2.4). Se utilizaron la variacion de L* y de a* (AL* y Aa*) calculadas como la
diferencia entre el valor final (= 7 h) respecto al valor inicial fras la inmersién (=0
h).

6.3.2.3. Andlisis estadistico

La aptitud del modelo se evalué mediante el coeficiente de determinacién, la
fraccién de variacion que explica el modelo y el andlisis de varianza (ANOVA).
Ademds, se representaron las ecuaciones polindmicas como grdficos de
superficie con el fin de visualizar la relacién entre las respuestas y los niveles de
cada factor experimental y para deducir las condiciones dptimas. La regresion y
andlisis de varianza (ANOVA) se llevaron a cabo utilizando el paquete de

software Minitab 16.
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6.3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

El diseno de Box-Behnken constaba de ftres niveles con ftres variables
independientes (temperatura, fiempo y concentracion) fue aplicado para
obtener unas funciones de ajuste en base a las variables respuesta capacidad
de inhibicidon de PPOp (% IPPOp) para la extraccién en agua de las especias
seleccionadas (gjo, salvado y té verde) donde los valores fueron presentados
como el valor medio = desviacidén estdndar. Se consideraron diferencias
estadisticamente significativas a nivel a < 0.05. Este diseno fue seleccionado
debido al numero reducido de experimentos necesarios para estimar las
funciones de respuesta complejos. Para el diseno experimental de la Box-
Behnken de fres factores y niveles y dos blogques, un total de 30 corridas
experimentales son necesarias. El diseno experimental, comin para las tres
especias, con las variables independientes codificadas se enumera en la Tabla
6.2. Los valores sin codificar se presentan en las tablas como Xi (temperatura,
°C), X2 (fiempo, min) y X3 (concentracion, % v/v), son diferentes para cada

especia, ya que cada una tiene unos limites diferentes.

Para predecir el punto optimo, el modelo de ecuacion fue expresada de

acuerdo con la siguiente Ecuacién (10) de segundo orden:

Y = Bo+ XBixi+ X Bux? T Bijxix; (10)

Donde Y es la respuesta pronosticada por el modelo y Bo, Bi. Bi, Bij son las
constantes de los coeficientes de regresion del modelo xi y xj representan los
términos lineales, cuadrdticos y de interaccidn de las variables independientes
codificadas, respectivamente. El coeficiente de determinacion (R?) se usa para

evaluar precisibn y cdlidad de la ecuacidén cuadrdtica completa.
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Tabla 6.2. Disefio de Box-Behnken de factores con valores codificados aplicado para
todas las especias (ajo, salvado y té verde).

Tratamiento Bloque Temperatura Tiempo Concentracion
1 1 -1 -1 0
2 1 +1 -1 0
3 1 -1 +1 0
4 1 +1 +1 0
5 1 -1 0 -1
é 1 +1 0 -1
7 1 -1 0 +1
8 1 +1 0 +1
9 1 0 -1 -1
10 1 0 +1 -1
11 1 0 -1 +1
12 1 0 +1 +1
13 1 0 0 0
14 1 0 0 0
15 1 0 0 0
16 2 -1 -1 0
17 2 +1 -1 0
18 2 -1 +1 0
19 2 +1 +1 0
20 2 -1 0 -1
21 2 +1 0 -1
22 2 -1 0 +1
23 2 +1 0 +1
24 2 0 -1 -1
25 2 0 +1 -1
26 2 0 -1 +1
27 2 0 +1 +1
28 2 0 0 0
29 2 0 0 0
30 2 0 0 0
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6.3.3.1. AJO
Los valores seleccionados para cada nivel y factor (Tabla 6.3) se seleccionaron

en base a los resultados observados en el capitulo 6.

En la Tabla 6.4 se presentan los resultados experimentales obtenidos tras la
aplicacion del diseno Box-Behnken indicado y se comparan con los valores
pronosticados para comprobar el funcionamiento del modelo.

Tabla 6.3. Valores no codificados de los factores del disefo de Box-Behnken para el
ajo.

, Nivel
Factor Simbolo
-1 0 +1
Temperatura (°C) Xi 55 72,5 90
Tiempo (min) X2 5 10 15
Concentracion(%, v/v) X3 1 3,5 6

Tabla 6.4. Disefio de factores Box-Behnken con los valores experimentales vy
pronosticados para gjo.

% Inhibicion PPOp
Experimental Pronosticada

% Inhibicion PPOp
Experimental Pronosticada

Tratamiento Tratamiento

1 41,7 41,9412 16 40,9 41,9412
2 44,5 41,8264 17 42,9 41,8264
3 39.9 38,2109 18 32,8 38,2109
4 45,2 45,6412 19 47.4 45,6412
5 151 13,8115 20 15,3 13,8115
6 12,3 13,5796 21 12,5 13,5796
7 51,0 50,9269 22 532 50,9269
8 57.4 58,4742 28 56,8 58,4742
9 12,0 14,2162 24 15,0 14,2162
10 19.1 15,9882 25 13.8 15,9882
11 57.8 56,9509 26 55,1 56,9509
12 56,0 55,2635 27 56,0 55,2635
13 42,4 43,8259 28 41,4 43,8259
14 43,9 43,8259 29 44,0 43,8259
15 46,3 43,8259 30 44,9 43,8259
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Se realizd andlisis de varianza para el disefo experimental establecido para
evaluar la idoneidad de la funcién de respuesta a un nivel de significacién de
0,05. El efecto cuadrdtico y linedlidad de las variables independientes, sus
coeficientes de regresion y la interaccién en la respuesta, se analizaron las
variables (Tabla 6.5). La bondad de aqjuste del modelo fue verificada por el

coeficiente de determinacion (R?) que indica si es un buen modelo estadistico.

Tabla 6.5. Andlisis de la varianza para las variables respuesta: % inhibicién PPOp para

el gjo.

Fuente al MC F P*

Regresion 9 813,54 160,19 0.000
Lineal 3 107,75 21,22 0,000
Cuadrado 3 159,32 31,37 0,000
Interaccién 3 21,57 4,25 0,018

Error residual 20 5,07
Falta de ajuste 3 10,68 2,61 n.s.*
Error puro 17 4,09

Total 29

R? (%) 98,63

*Significativo cuando p<0,05; * n.s.= no significativo; gl=grado de libertad; MC= media de
cuadrados.

Se aplicé el andlisis de la varianza para un modelo cuadrdtico completo para
ambos pardmetros. En Tabla 6.5 el pardmetro % IPPOp muestra un coeficiente de
determinacion alto (98,63 %) lo que indica que la ecuacién obtenida a partir del
modelo cuadrdtico se ajusta adecuadamente. No presenta falta de ajuste
(p>0,05). El diseno experimental en base al % inhibicion de la enzima PPOp
provee suficiente nivel de prediccién para construir una ecuacion polinomial de

segundo-orden, Ecuacion (1):

Y = —13,2040 + 0,521120x, + 14,5898x; — 1,27425x5 + 0,0215575x,x, + 0,0444522x,x;

(amn
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En cuanto al comportamiento de los factores respecto a la variable respuesta,
capacidad de inhibicién PPOp, el andlisis de varianza muestra que Xi, X3, X32,
X1X2 y Xi1X3 son términos de la ecuacion significativos. En la grdfica de superficie
3D (Figura 6.2) se observa que la concentracién del extracto es el factor que
influye de forma decisiva sobre la capacidad de inhibicién de PPOp, ya que
como se observa en Figura 6.1, el fiempo y la temperatura a diferentes niveles
aplicados a los extractos obtienen valores similares de inhibicién de PPOp. Sin
embargo, al aumentar la concentracion aumenta la inhibicidon sobre la PPOp,
independientemente de a qué temperatura se haya obtenido el extracto.

Parece que a mayor cantidad de compuestos mds efectividad se observa.

60

% ppop

20

Temperatura (°C)

10

Tiempo (min)

Figura 6.1. Grdfica de superficie tridimensional donde se comparan los factores

tiempo (min) y temperatura (°C) para la variable respuesta capacidad de inhibicién
de la PPOp.
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% IPPOp

90
20

70 Temperatura (°C)

60

Concentracién (%)

Figura 6.2. Grdfica de superficie tridimensional donde se comparan los factores
concentracion (%) y temperatura (°C) para la variable respuesta de capacidad de
inhibicién de la PPOp.

Para la optimizacién de la respuesta final, se maximizaron los resultados del
pardmetro que determina la capacidad de inhibicidén de PPOp obteniendo las
condiciones de extraccién mds adecuadas en base al modelo obtenido. En este
caso, con la optimizaciéon se obtuvo el méximo porcentaje de inhibicidn de
PPOp (59,3%) con una temperatura de extraccion de 90°C aplicada durante 15
minutos sobre el qjo y se usa a una concentracién del 6 %. Se obtuvo una
deseabilidad para esta optimizacion de 0,8210. Cuanto mds cercana a 1 esté la

deseabilidad mds cerca estdn las respuestas pronosticadas de los requisitos.
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6.3.3.2. SALVADO

Los valores para cada nivel y factor (Tabla 6.6) se establecieron en un rango de
temperatura entre 25 a 55 °C. Esta seleccién se realizd en base a lo encontrado
en bibliografia y lo observado durante la preparacion del extracto. Y por el
mismo motivo se amplié el rango de tiempo. En la Tabla 6.7 se presentan los
resultados experimentales y los pronosticados tras la aplicacion del disefio Box-
Behnken para comprobar el funcionamiento del modelo.

Tabla 6.6. Valores no codificados de los factores del disefio Box-Behnken para el
salvado.

, Nivel
Factor Simbolo
-1 0 +1
Temperatura (°C) Xi 25 40 55
Tiempo (min) X2 15 22,5 30
Concentraciéon (%, v/v) X3 1 3.5 6

Tabla 6.7. Disefio de factores Box-Behnken con los valores experimentales vy
pronosticados para salvado.

ZlInhibicion PPOp
Experimental Pronosticada

Z%lInhibicién PPOp
Experimental Pronosticada

Tratamiento Tratamiento

1 48,3 46,6832 16 47.6 46,6832
2 47,9 47,3903 17 48,0 47,3903
3 45,4 44,3207 18 41,8 44,3207
4 46,9 45,0278 19 40,9 45,0278
5 27,2 22,2932 20 16,5 22,2932
6 21,4 23,0003 21 24,6 23,0003
7 55,7 54,7228 22 53,4 54,7228
8 57.5 55,4300 28 54,5 55,4300
9 31,1 26,6552 24 20,2 26,6552
10 28,0 24,2927 25 23,3 24,2927
11 57.7 59,0849 26 58,8 59,0849
12 56,3 56,7224 27 58,0 56,7224
13 48,5 47,2928 28 47.6 47,2928
14 49,4 47,2928 29 42,0 47,2928
15 48,9 47,2928 30 47,3 47,2928
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En el caso de los extractos de salvado de trigo, al aplicar un andlisis de la
varianza para un modelo cuadrdtico completo en el pardmetro % IPPOp se
observd que los términos de inferaccién no eran significativos estadisticamente
(p<0,05). Lo que llevo a realizar un nuevo andlisis de varianza eliminando los
términos no significativos, por lo que se aplicd un modelo lineal + cuadrados para
obtener un modelo con variables estadisticamente significativas. En la Tabla 6.8

se presentan los resultados del andlisis de la varianza.

Tabla 6.8. Andlisis de la varianza para las variables respuesta: % inhibicién PPOp para

el salvado.

Fuente al MC F P*

Regresion 6 759,46 80,26 0,000
Lineal 3 65,83 6,96 0,002
Cuadrado 3 108,58 11,47 0,000

Error residual 23 9,46
Falta de ajuste 6 2,64 0,22 n.s.
Error puro 17 201,81

Total 29

R2 (%) 95,44

* Significativo cuando p<0,05; n.s.= no significativo; gl=grado de libertad; MC= media de

cuadrados.

Los resultados para el salvado de trigo (Tabla 6.8), para la variable respuesta %
IPPOp, muestran una regresidon estadisticamente significativa y el coeficiente de
determinacién es del 95,44 %, lo que indica que la ecuacidon obtenida a partir
del modelo se qgjusta adecuadamente. Tampoco presenta falta de ajuste
(p>0,05). La ecuacién de regresidén (Ecuacién 12) construida con los coeficientes

no codificados es:

Y = 13,5407x3 — 1,00783x3 (12)
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En cuanto al comportamiento de los factores respecto a la variable respuesta %
IPPOp para el salvado de trigo, los términos X3 y X32 son significativos en este
modelo. Existen efectos cuadrdticos y por tanto la relacién entre el % IPPOp v la
concentracién del extracto sigue una linea curva. En la gréfica de superficie
(Figura 6.3) donde se muestra la temperatura (°C) respecto al fiempo (min) se
observa que no se producen grandes cambios en el % IPPOp. Sin embargo, al
graficar el comportamiento del factor concentracion se evidencia que a mayor
concentracién mayor es el % IPPOp sin influir en gran medida la temperatura o

tiempo aplicado al extracto (Figura 6.4 y Figura 6.5).
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Temperatura (°C)

20
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Figura 6.3. Grdfica de superficie tridimensional donde se comparan los factores
tiempo (min) y temperatura (°C) para la variable respuesta capacidad de inhibicion
de la PPOp.
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% IPPOp 40

30
20 25
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Concentracion (%)

Figura 6.4. Grdfica de superficie tridimensional donde se comparan los factores
concentracion (%) y tiempo (min) para la variable respuesta capacidad de inhibicion
de la PPOp.
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% IPPOp 40
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Temperatura (°C)
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Figura 6.5. Grdfica de superficie tridimensional donde se comparan los factores
concentracion (%) y temperatura (°C) para la variable respuesta capacidad de
inhibicién de la PPOp.
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En base a estos resultados, la optimizacién de la extraccién de salvado de trigo
para la variable respuesta % IPPOp muestra un modelo de regresion aceptable.
Por lo que las condiciones de extraccidon para esta extraccién fueron una
temperatura 41°C aplicada durante 15 minutos y a una concentracién in vitro
del 6%, con lo que se obtendria el méximo porcentaje de inhibicion de PPOp

(59.1 %). Se obtuvo una deseabilidad para esta optimizacion de 0,8183.

6.3.3.3. TE VERDE

Inicialmente los valores para cada nivel y factor se seleccionaron en base a los
resultados observados en el barrido de especias. En el caso del té verde se
aplicd desde una temperatura media (55°C) hasta cerca de la ebulliciéon (90°C)
como se utilizaria para obtener una infusidon y a un tiempo de entre 5 minutos y15

minutos.

Sin embargo, una vez analizados los resultados, los extractos mostraron que la
variable respuesta % IPPOp no proporcionaba un modelo fiable (RZ = 36,05 %)
capaz de explicar el comportamiento de los valores. Ademds de presentar un
coeficiente de determinacién bajo y el andlisis de regresibn no era
estadisticamente significativo (p>0,05). Este resultado puede ser debido a que
independientemente de la combinacion de factores aplicada el % IPPOp era
alto, ya que los resultados no variaban mds alld de un rango entre 63 al 70 %

IPPOp. Esta tendencia se habia observado previamente en el capitulo 5.

Por ello se establecieron como variables para la optimizaciéon las coordenadas

de color L*y a* de las patatas tratadas con la solucién.
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TE VERDE: variables respuesta AL* y Aa*

Los valores para cada nivel y factor son los mismos establecidos en el diseno
anterior excepto en la concentracidén, ya que atendiendo a los ensayos
preliminares realizados, se establecid que para poder frasladar los resultados
encontrados in vifro en patatas era necesario aplicar un factor 5, es decir, para
su aplicacién en la matriz real (como PMP). En Tabla 6.9 se muestran los valores

ufilizados para cada nivel y factor.

Como se ha comentado, en este caso se van a utilizar dos variables respuesta,
AL* v Aa* ya que el propio exiracto puede producir un cambio en el color
inicial, por ello se utiliza la diferencia de color enfre el momento final (7h) y el
inicial fras la inmersion. El Ab* presentd una baja regresion, por lo que quedd

descartada para esta optimizacién.

En la Tabla 6.10 se presentan los resultados experimentales y los pronosticados
tfras la aplicacion del disefo Box-Behnken para comprobar el funcionamiento del
modelo.

Tabla 6.9. Valores no codificados de los factores del disefio de Box-Behnken para el té
verde.

, Nivel
oo (o] Simbolo
-1 0 +1
Temperatura (°C) Xi 55 72,5 90
Tiempo (min) X2 5 10 15
Concentracion (%, v/v) X3 5 17,5 30
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Tabla 6.10. Disefio de factores Box-Behnken con los valores experimentales y
pronosticados para té verde.

Tratamiento

Experimental Pronosticada Experimental Pronosticada

1 -1,0402 -1,35137 1,5662 1,76025
2 -2,6391 -2,82369 2,1697 2,22021
3 -2,0503 -1,43317 2,3581 2,19416
4 -3,6799 -2,90549 2.2759 2,65411
5 1,0122 1,20333 0,92%90 0,74046
6 0,9257 -0,26900 1,3399 1,20042
7 -2,6578 -2,68153 2,8357 2,97882
8 -3,2753 -4,15386 3,0982 3,43877
9 -1,9680 -0,76140 1,1615 1,02592
10 -0,0066 -0,84321 1,0190 1,45983
11 -3,7326 -4,64627 2,9719 3,26428
12 -4,2089 -4,72807 3.3994 3,69818
13 -2,5370 -2,26321 2,0436 2,19369
14 -2,2855 -2,26321 2,4109 2,19369
15 -1,5045 -2,26321 2,2155 2,19369
16 -0,77%96 -1,35137 1,5579 1,76025
17 -2,4084 -2,82369 2.3060 2,22021
18 -1,1963 -1,43317 2,6790 2,19416
19 -3,2337 -2,90549 2,7446 2,65411
20 1,1826 1,20333 1,1974 0,74046
21 -0,9464 -0,26900 1,0292 1,20042
22 -2,9961 -2,68153 2,2240 2,97882
23 -5,0470 -4,15386 4,0636 3,43877
24 -1,3661 -0,76140 0.8390 1,02592
25 -0,1739 -0,84321 1,3384 1,45983
26 -5,2314 -4,64627 3,9691 3,26428
27 -5,2703 -4,72807 4,1982 3,69818
28 -2,6217 -2,26321 2,3183 2,19369
29 -2,3641 -2,26321 1,7880 2,19369
30 -2,2665 -2,26321 2,3859 2,19369
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El coeficiente de determinacion de la variable respuesta AL* es del 87,43 % y
86,71 % para Aa*, lo cual indica que se pueden utilizar ambos pardmetros para
calcular la optimizacién de la extraccién (Tabla 6.11). No presenta falta de ajuste
(p>0,05). AL* se aqjusta a un modelo lineal+cuadrados y Aa* se ajusta a un

modelo lineal.

Tabla 6.11. Andlisis de la varianza para las variables respuesta: AL* y Aa*, para el té

verde.
Fuente al MC F P al MC F P
Regresion 6 12,63 26,67 0,000 6 3.65 25,01 0,000
Lineal 3 23,02 48,73 0,000 3 7,21 49,34 0,000
Cuadrado 3 2,18 4,62 0,011 3 0,10 0,69 n.s.
Error residual 23 0,47 23 0,15
Falta de ajuste 6 0.71 1,84 n.s. 6 0.21 1,67 n.s.
Error puro 17 0,39 17 0,12
Total 29 29
R2 (%) 87,43 86,71

* Significativo cuando p<0,05; n.s.= no significativo; gl=grado de libertad; MC= media de
cuadrados.

Se muestran a continuacién las ecuaciones de regresién con los coeficientes no

codificados correspondientes a AL* (Yi+) y Aa* (Yor) (Ecuacidn 13y 14).

Y, = 13,5374 — 0,374501x, —0,0174618x; + 0,00229266x,x; — 0,0226939x,x, (13)

Y..= —2,36031+0,0744417x, — 0,0709813x, + 0,0838448x; (14)

En cuanto al comportamiento de los factores respecto a la variable respuesta
AL* se observa que Xi, X3, XiX1 y X2X2 son los términos significativos de la ecuacion.
Lo que indica que la temperatura y la concentracién tienen un comportamiento
cuadrdtico. El Aa* tiene un comportamiento lineal donde intervienen los fres
factores (X1, X2y Xa). Para interpretar los resultados, hay decir que valores mds

cercanos a cero o positivos de AL* significa que las lonchas mantienen el color
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respecto a su color inicial. En Aa* valores cercanos a cero o incluso negativos
indican menor coloracion rojiza-parda. En la gréfica de superficie (Figura 6.6 a)
se observa que, en el caso de AL* es la temperatura el factor que mds influye
aungue se observan los valores mds cercanos a cero a la temperatura mds baja
y con el tiempo mds corto. Respecto a Aa* (Figura 6.6b) es el tiempo el que
interviene en la extraccion, donde a tiempos mds cortos se obtienen valores mds

bajos de Aa*.

Al graficar el comportamiento del factor temperatura respecto a la
concentfracién (Figura 6.7 a y b) se observa que en general a menor
concentfracion se obtienen valores cero o positivos AL* respecto a los tiempos
mds largos y cortos de tratamiento (Figura 6.6 a). También se observa que a
menor tiempo de tratamiento y baja temperatura de extraccién se obtienen los

valores mds bajos de Aa* (Figura 6.6 b).

En cuanto a las grdficas que representan tiempo respecto a concentraciéon
(Figura 6.7 ay b), ala concentracién mds baja usada se obtienen los valores mds
cercanos a cero o positivos de AL* (Figura 6.8 a) y los mds bajos posibles de Aa*.
En el caso de AL* su ecuacién evidencia que el tiempo no es un factor que
influya de forma importante en este diseno. Para Aa* al ser lineal, los tres

factores influyen en diferente medida.

Da*

90 2

80

0
Temperatura (°C) 0 Temperatura (°C)

Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 6.6. Graficas de superficie tridimensional donde se comparan los factores
tiempo (min) y Temperatura (°C) para la variable respuesta variacion de luminosidad
(a) y variacion de coordenada a* (b).
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Figura 6.7. Grdficas de superficie tridimensional donde se comparan los factores
concentracion (%) y Temperatura (°C) para la variable respuesta variacién de
luminosidad (a) y variacién de coordenada a* (b).

Da*

0 . 10
Tiempo (min) Tiempo (min)

Concentracién (%) Concentracién (%)

Figura 6.8. Grdfica de superficie tridimensional donde se comparan los factores
concentracion (%) y tiempo (min) para la variable respuesta variacion de luminosidad
(a) y variacién de coordenada a* (b).

La optimizacion de la extraccidén en agua de té verde se realizd en base a las
dos variables respuesta AL* y Aa*. Como se venia observando en el
comportamiento de los factores en las gréficas de los tratamientos ensayados las
siguientes condiciones dptimas de extraccién fueron una temperatura del agua
de 55°C aplicada durante 7 minutos y a una concentracién del 5 %, con lo que
se obtendria AL* de 1,01 y para Ac* es de 0,66. Se obtuvo una deseabilidad

compuesta para esta optimizacién de 0,6896.
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6.3.3.4. CARACTERIZACION GENERAL DE LOS EXTRACTOS OPTIMIZADOS

Para caracterizar las soluciones de té verde, gjo y salvado de trigo optimizados,
en su forma final para la aplicacién en las patatas, para ser evaluados como
soluciones anfipardeantes en PMP. Se determinaron el pH, el contenido total de
fenoles, la actividad antioxidante y la capacidad de inhibicién de la PPOp (%
IPPOp) tal y como se describieron en capitulo 5, y el color instrumental segin lo
establecido en este capitulo (apartado 6.3.2.2). Los extractos preparados por
friplicado y las soluciones fueron obtenidos como se indica en Tabla 6.12 .

Tabla 6.12. Resumen de las condiciones exfraccidon para la preparacién de las
soluciones cuyo destino es aplicaciéon en PMP,

Tratamiento éptimo

Extracto T t Conc.**
(°C) (min) (%)
AJO 90 15 30 0,821994 % IPPOp= 59,3
SALVADO 4] 15 30 0,818325 % IPPOp= 59,1
| AL*=1,01
TE VERDE 55 7 5 0,689615
Aa*=0,66

*d= deseabilidad. ** Concentracion % (v/v).

Los extractos de gjo y salvado presentan lo pHs mds altos (Tabla 6.13). El té verde
tiene un pH de 5,27, que sigue siendo relativamente alto respecto a los pH de
otras soluciones antipardeantes que se han estudiado. Estos datos concuerdan

con los obtenidos en el capitulo 5.

Los valores de inhibicién son altos (>50%), como era de esperar. Si se comparan
los valores con los pronosticados por los modelos (Tabla 6.12) se observa que
porcentaje de inhibicidén pronosticado para el extracto de gjo, es el que se
acerca mds al valor real. Por el contrario, el valores para salvado se alejan un
poco de lo obtenido con uno valor mds alto, a pesar del alto coeficiente de

determinacién del modelo.
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Respecto a los valores de CTF y AAox, el té verde presenta valores medios-altos,
mienfras que en qgjo y salvado son bajos en ambos casos, cerca de un 91 %

menos de AAox que el té verde y un CTF un 48 y 52 % menor que té verde.

Tabla 6.13. Caracterizacion de los extractos optimizados.

Concent.
Extracto pH % IPPOp CTF ** AAox***
Exiracto*
TE VERDE 5,27 £0,0117 11,9+0,2 67,6 £0,9 13,5+0,0 1792+7,7
AJO 6,31 £0,0250 63,713,0 52,5+1,6 6,9+0,2 15,2+0,04
SALVADO 6,25+0,0133 64,0£1,5 64,9 £3,4 6,4%0,1 170£0,2

* mg especia seca/ml solucién diluida (TV 5 %, djo y salvado 30 %)
**mg EAG/ml extracto
***umoles ET/ml extracto

Color en lonchas de patata

A continuacién se presentan los pardmetros de color para observar el
comportamiento de cada extracto aplicado a patata mediante en un ensayo

acelerado, donde se mantuvieron a temperatura ambiente durante 7 h.

Los extractos parece que anadieron cierta luminosidad inicial respecto al confrol
(Figura 6.9 a). Tras 7 horas a temperatura ambiente (Figura 6.9 b) aumentd el
valor de a* para té verde y salvado, pero el gjo muestra el valor mds bajo de a*.
Y en general bagjé la luminosidad con todos los extractos, sin embargo todas las

patatas tratadas con especias mostraron valores mds altos de L* que el control.

Al comparar la luminosidad respecto al parédmetro b* (Figura 6.9 c) se observa
mayores valores de b* para los tres exiractos respecto a al confrol, fras la
inmersion de las lonchas. Después de 7 h a temperatura ambiente, b* aumentd
en cierta medida para todos los casos, es decir, fienden a aumentar su

coloracién mds amarilla (Figura 6.9 d).
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Al aplicar el extracto de té verde (5 %), el gjo (30 %) y el salvado de trigo (30 %)
en patatas, mediante un ensayo acelerado, para estudiar como afecta al color
superficial, parecen alternativas viables en la reduccion del pardeamiento en
PMP vy no solo de la inhibicién de la PPOp. Para ello, seria necesario evaluar
cémo evolucionan las patatas tras ser tratadas con estos extractos , envasadas y
almacenadas a 4 °C durante 14 dias, poniendo a prueba su capacidad para
controlar el pardeamiento, ya que intervienen variables intrinsecas de un

producto minimamente procesado.

En té verde existen estudios, pero no en patata, y en el capitulo 3 de esta tesis ya
se hizo una primera aproximacion al mundo de los extractos naturales. En cuanto
al salvado, se ha explorado la viabilidad de exiracto de salvado de arroz como
inhibidor de la PPO en patata y pldtano, pero con ensayos principalmente in
vitro e in vivo de corta duracién (Theerakulkait y Boonsiripiphat 2007, Sukhonthara
y Theerakulkait 2012, Kubglomsong y Theerakulkait 2013). Del gjo no se ha

enconfrado estudios en este sentido usando el exfracto de forma individual.
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Figura 6.9. Representacion de L* respecto a a* tras la inmersion de las patatas en los
extractos de ajo, salvado y té verde (a) y tras 7 h a temperatura ambiente (b).
Representacion de L* respecto a a* a tras la inmersion (€) y fras 7 h (d).
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6.4. Caracterizacion fendlica de los extractos mediante HPLC.

6.4.1. DISENO EXPERIMENTAL

EXTRACCION EN "
EXTRACTOS ETILACETATO HPLC Muestras analizadas

15 ml muestra

TE VERDE + 30 ml etilacetato

Separaciéndel
sobrenadante

Secadocon
rotavapor

Diluciénen 5 ml
metanol

AJO X 3E>

Filtrado de jeringuilla
0,45um
Andlisis de 20 pl

SALVADO DETRIGO

(o ) 2

Figura 6.10. Diagrama del disefio experimental para la caracterizacién fendlica de los
extractos obtenidos con las condiciones dptimas establecidas.

6.4.2. MATERIAL Y METODOS

6.4.2.1. Preparacion de los extractos de té verde, ajo y salvado de trigo para su
andlisis en HPLC.

Las solucione de especias se prepararon como se ha indicado en Capitulo 5
(apartado 6.3.1.1). Pero para poder ser analizadas en el HPLC, ademds debian
extraerse los fenoles que pueden contener para su identificacion vy

cuantificacioén.

Para ello se tomé como referencia el método de exiraccion de Atoui et al.
(2005). Se anadieron, en un frasco con tapdn, 15 ml de muestra (extracto en
agua de especia) y 30 ml de efilacetato (Panreac; Barcelona, Espaia). Se agitd
durante 5 minutos y posteriormente se centrifugd (Medifriger BL-S, Selecta) a 2000
xg durante 2 minutos. Se recogid el sobrenadante y se repitieron los pasos
anteriores el niUmero de veces indicadas en Tabla 6.14, para una mdxima
extraccidon. Después se juntaron todos los sobrenadantes, se evapord el

etilacetato del sobrenadante con un rotavapor (Buchi, mod. R-200/205) a 40 °C y
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170 mbar de presién. Cuando el extracto estuvo totalmente seco, se anadieron 5
ml de metanol (Oppac, Navarra, Espana) para disolverlo, obteniendo la muestra
final utilizada para el andlisis de HPLC. Se guardaron en congelacién a -75+ 2 °C

hasta su utilizacion.

6.4.2.2. Determinacion del nomero de extracciones en etilacetato a usar para
obtener la maxima cantidad de los fenoles.

Para estimar cudntas extracciones en efilacetato son necesarias para extraer la
mdxima cantidad de polifenoles se realizd un andlisis del contenido total de
fenoles (Folin-Ciocalteu) tras cada extracto de etilacetato (Tabla 6.14). Una vez
preparados los extractos en agua de cada especia se realizaron cinco
extracciones en etilacetato tal como se ha explicado en el apartado anterior
(apartado 6.4.2.1).

Tabla 6.14. Contenido total de fenoles (mg EAG/I) de cada una de las extracciones
en etilacetato.

Té verde Salvado Ajo
1° extraccién 327,1£13,31 72,0+4,03 148,8 61,56
2° extraccion 89,0+ 4,60 33,3+1,95 25,1+1,37
37 extraccion 37,240,777 7.7£1,5 52423
4° extraccion 18,240,802 6,0£0,8 n.c*
Dilucién 1:20 No No
N° extracciones final 4 4 3

*n.c = no cuantificable

6.4.2.3. Hidrdlisis acida y alcalina

Cuando se andaliza la muestra sin hidrolizar se cuantifican los polifenoles libres (PL).
Al hidrolizar las muestras se obtiene la cantidad de polifenoles totales (PT). Para
obtener las cantidad de polifenoles conjugados (PC), lo que se hizo fue restar la

cantidad de polifenoles libres de los totales (PC = PT - PL).

Si a las muestras se les realiza una hidrdlisis alcalina se hidrolizan los dcidos

fendlicos. Si se aplica la hidrélisis dcida se hidrolizan los flavonoles. Los 3-
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flavanoles (catequinas) no se hidrolizan. Se utilizd el método descrito por Lin et al.
(2008).

Hidrdlisis alcalina:

Un mililitro de la alicuota (muestra de extracto) se seca mediante estufa de vacio
(Binder VD53) a 40 °C. Anadir 300 ul NaOH 4 N y mantener a temperatura
ambiente y con atmésfera de N2 durante 18 h. Ahadir 0,15 ml HCI 12 N (37 %)
para conseguir pH 1 y 0,55ml de metanol Filtrar con filtro 0,45 ym para HPLC y
medir en pinchazos de 20 ul. Su destino era el método de HPLC para dcidos

fendlicos (apartado 6.4.2.4).

Hidrdlisis acida:

A 0,5 ml de alicuota se anaden 0,1 ml HCL (12N). Calentar a 85 °C durante 2 h.
Enfriar a temperatura ambiente y anadir 0,4 ml de metanol. Filirar con 0,45 uym y

pinchar 20 yl de muestra por pinchazo. Su destino era el método de HPLC para

de dcidos fendlicos (apartado 6.4.2.4).

6.4.2.4. Descripcion de los métodos para la medida de dcidos fendlicos,
flavonoles y 3-flavanoles mediante HPLC.

El método para dcidos fendlicos aplicado en este estudio se utiliza para
cuantificar tanto los dcidos fendlicos (320 nm) como los flavonoles (360 nm).
También se utilizd un método para la cuantificacién de los 3-flavanoles

(catequinas).

Todas las muestras antes de ser analizadas fueron filtradas con una jeringuilla-filtro

de 0,45 umy en todos los casos se utilizaron 20 ul de cada muestra.

Se andalizaron en un cromatdégrafo Waters 2695 (Waters, USA) equipado con
detector variable UV/VIS Waters 996 (Waters, USA). Para la separacion se utilizé

una columna LiChrosphere RP-18, 5 um, 250x4 mm (Merck; Darmstadt, Alemania).
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Para el andlisis de los dcidos fendlicos y flavonoles la fase movil utilizada fue
agua/dcido acético (98/2, v/v) a un flujo de 0,8 ml/min. La deteccién para
dcidos fendlicos se realizé a 320 nm y para los flavonoles se realizd a 360 nm,

método desarrollado por Martinez (2013).

Para el andlisis de 3-flavanoles la fase mévil utilizada fue agua/dcido perclérico
(0,06% v/v) a un flujo de 1 ml/min. La deteccidon para dcidos fendlicos se realizd a

280 nm, basado en el método descrito por Davidov-Pardo (2012).

6.4.2.5. Identificacién y cuantificacion de fenoles en base a patrones
6.4.2.5.1. Reactivos de patrones

Todos los patrones fueron de grado analitico para HPLC. Acido cafeico, dcido p-
cumarico, dcido ferllico, dcido sindpico, quercetina (+)catequina vy (-
Jepicatequina de Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, Alemania). Acido gdlico y
cafeina de Panreac (Barcelona, Espafia). Acido clorogénico, miricetina,
kaempferol, (-)epicetequin  galato, (-)epigalocatequin galato vy (-

Jepigalocatequina de Extrasynthese (Genay, Francia).

6.4.2.5.2. Rangos de las rectas patrén

Los resultados obtenidos con los patrones se presentan en Tabla 6.15. En el caso
de los dacidos fendlicos se prepararon en metanol y el rango de la recta patrén
fue de 0,6 a 30 mg/l para el dcido clorogénico y de 1 a 50 mg/l para dcido

cafeico, p-cumarico, ferdlico y sinapico.

Los patrones de flavonoles se prepararon también en metanol. El rango de las
rectas patrén fue de 10 a 100 mg/I para los tres flavonoles estudiados (miricetina,

quercetina y kaempferol).

Los patrones de los 3-flavanoles se prepararon en 50/50 (agua /metanol, v/v). El

rango de las rectas patrén fue de 2 a 200 mg/! para dcido gdlico, (+)catequina,
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(-)epigalocatequina (EGC), (-)epigalocataquingalato (EGCG), (-)epicatequina
(EC) vy (-)epicatequingalato (ECG). Para la cafeina fue de 20 a 400 mg/I.

Tabla 6.15. Tiempos de retencion, espectro y ecuaciones de cada compuesto patron.

Abs (nm)  FENOL Tiempo Retencion (min) Espectro (nm) Ecuaciones R?

Ac. Clorogénico 15,65 2180/3255 y =22598x - 35423 09997
Ac. Cafeico 17.15 2156/2391/3232  y=38931x-27579 09998

320  Ac.P-Cumarico 2198 227413089 y = 45360x - 2213 09998
Ac. Fer(lico 2248 2168/2356/3232  y=38275x-28349 09999
Ac. Sinapico 2,70 237913232 y =33576x +3029.4 09994
Miricefina 26,95 (213,3) /253313730 y=12901x- 108557 09975

360 Quercefina 30,23 254413706 y =22812x - 50369 09993
Kaempferol 3371 265,11 363,6 y =29650x - 40161 0,9995
Ac. Galico 10,32 214572698 y = 15045 - 6331,5 09999
(+)Catequina 35,25 2781 y = 3984,3x - 7665 09999
(-JEpigalocatequina 36,60 2698 y =1006,6x - 6883,6 1

280 (-)Epigalocatequin galato 49,24 2733 y = 6480,6x - 50267 0,9945
Cafeina 49,51 272,2 y = 16236x - 529620 0,998
(-)Epicatequina 50,69 2781 y = 3887,9x + 65,095 09993
(-)Epicatequin galato 60,03 2769 y=9999.3x- 11411 09997

En las ecuaciones de cuantificacion de los patrones: y representa el drea (UA); x
representa la concentracién del patrén (mg/l).
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6.4.2.5.3. Perfiles correspondientes a los patrones analizados:

016 4
0.14 5
0.12- :
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0.06
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0.02 /\
0.00-
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Figura 6.11. Perfil de los tiempos de retencién para la recta patrén de los acidos
fendlicos: dcido (1) clorogénico, (2) cafeico, (3) p-cumarico, (4) fertlico y (5) sinapico.
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Figura 6.12. Perfil de los tiempos de retencién para la recta patrén de flavonoles: (1)
miricetina, (2) quercetina y (3) kaempferol.
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Figura 6.13. Perfil de los tiempos de retencion para la recta patrén de 3-flavanoles: (1)
dcido gdlico, (2) (+)catequina, (3) (-)epigalocatequina (EGC), (4) (-)epigalocatequin
galato (EGCG), (5) cafeina, (6) (-)epicatequina (EC). (7) (-)epicatequin galato (ECG)).
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6.4.3. RESULTADOS Y DISCUSION

En general se han identificado y en algunos casos cuantificado, la mayoria de
los principales compuestos fendlicos indicados en bibliografia (Tabla 6.1).
Tabla 6.16. Concentraciones (mg/l) de los compuestos fendlicos identificados y

cuantificados mediante HPLC para cada uno de los extractos (té verde, salvado vy
qjo).

Familia Fenol Libres Conjugados Totales
Té verde
Ac. Fendlicos Ac. Gdlico 364,493 n.d.** 364,493
(19,625)* (19,625)
Ac. p-cumarico n.d. 36,950 36,950
(4,604) (4,604)
Flavonoles Miricetina 212,489 276,543 320,740
(2,326) (2,255) (0,284)
Quercetina n.d. 87,148 87,148
(5,766) (5,766)
Kaempferol n.d. 43,612 43,612
(2,473) (2,473)
3-Flavanoles Cafeina 3909,270 n.d. 3909,270
(64,636) (64,636)
EGCG 3258,960 n.d. 3258,960
(51,117) (51,117)
EGC 2629,241 n.d. 2629,241
(5.866) (5.866)
ECG 685,836 n.d. 685,836
(18,891) (18,891)
Ajo
Ac. Fendlicos Ac. sinapico n.c.*** n.c. 1,352
(0,077)
Ac. fertlico n.c. n.c. 1,143
(0,022)
Ac. p-cumarico n.c. n.c. n.c.
Salvado
Ac. Fendlicos Ac. fertlico 31,083 2,011 33,095
(0,712) (0,248) (0,901)
AcC. p-cumarico n.c. n.c. n.c.

*Desviacién estandar. ** n.d.= no se ha detectado; ** n.c = no cuantificable.
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En el extracto de té verde se detectd el deido gdlico que pertenece a los dcidos
hidroxibenzoicos, también encontrado en diversos trabajos (Ragaert et al. 2007,
HorZi¢ et al. 2009, Unachukwu et al. 2010, Lopez De Dicastillo et al. 2011). El dcido
p-cumarico pertenece a los dcidos hidroxicindmicos, sin embargo, este
compuesto se ha encontrado conjugado en su totalidad. También se han
enconfrado los tres flavanoles estudiados, miricetina, que era el compuesto
mayoritario de este grupo, quercetina y kaempferol solo en su forma conjugada,
lo que coincide con la bibliografia, ya que en todos los casos detectaron los
flavonoles como compuestos glicosidados (Kim, Mi-Jeong et al. 2005, Ragaert et
al. 2007, Erol 2013). Los 3-flavanoles son los compuestos fendlicos caracteristicos
del té verde, por ello se analizaron para caracterizarlo. Como era de esperar se
encontraron tres de los principales 3-flavanoles (EGCG, EGC y ECG), siendo el
mayoritario el EGCG como indican todos los estudios sobre té verde. Y por otro
lado se encuentra la cafeina (xantina), compuesto estimulante del sistema
nervioso central que forma parte de las propiedades del té y que resulta ser el
compuesto fendlico mayoritario del extracto del té verde. (Atoui et al. 2005,
Unachukwu et al. 2010, Lépez De Dicastillo et al. 2011, Erol 2013, Kubglomsong y
Theerakulkait 2013)

En el exiracto de ajo sélo se enconfraron dcidos fendlicos aunque en ofros
estudios se habian encontrado flavonoles (Lanzotti 2006, Gorinstein et al. 2008). El
compuesto mayoritario fue el dcido cafeico y en menor medida se detectaron
ferdlico y sindpico. También se identificd el dcido p-cumario pero no se pudo
cuantificar (<1 mg/l). El dcido cafeico, es biosintetizado mediante una
la hidroxilacién la cual produce el ester cafeico del dcido shikimico, el cual se
convierte a dcido clorogénico. Ambos dcidos fendlicos pueden ser sustratos de
la enzima PPO  (Vdmos-Vigydzd 1981). Aunque debido a su baja concentracion
parece gue no tiene mayor efecto sobre la reaccién, ya que, al menos en los

resultados in vitro, el extracto de ajo funciona de forma eficaz como inhibidor del

283


http://es.wikipedia.org/wiki/Hidroxilaci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_shik%C3%ADmico
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=%C3%81cido_clorog%C3%A9nico&action=edit&redlink=1

CAPITULO 6

pardeamiento. Los compuestos no fendlicos puede que tengan una mayor

influencia sobre la reaccion enzimdtica en este caso.

Por Ultimo, el salvado de trigo presenta una concentracién de fenoles
relativamente baja, de los cuales sélo pudo ser cuantificado el acido ferulico, lo
que es légico, ya que es el dcido fendlico mayoritario en el salvado. Sin
embargo, hay que fener en cuenta que existen estudios que establecen que la
mayoria de los fenoles presentes en el grano del trigo son insolubles y ligados a
los componentes de la pared celular (Verma et al. 2009). También se detectd

acido p-cumarico pero no se pudo cuantificar.

Por los resultados obtenidos, el Unico fenol comuin para todas las especias, en las
condiciones establecidas en este estudio, fue el p-cumdrico, y por la poca
cantidad detectada no parece plausible que sea el principal componente que
actla como inhibidor. Puede que sea una actuacién combinada de algunos
compuestos y/o puede que sean compuestos no fendlicos, los que realmente

estén actuando como inhibidores de la reaccion de PPO.

6.5. CONCLUSIONES DEL CAPITULO
Optimizacién de la extraccién en agua de té verde, ajo y salvado de trigo

En base a los resultados del MSR, en la extraccidn de ajo influye principalmente el
grado de concentracion del mismo, mostrando una capacidad predicha para
inhibir la PPOp de 59,3 %., en las condiciones de extraccién obtenidas (90 °C- 15

min)

En la extraccién de salvado de trigo, también es la concentracién el que influye
en mayor medida. La md&xima concentracién en las condiciones de extraccién

Optimas de 41 °C y 15 minutos se obtenia una % IPPOp del 59,1 %.
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La exftraccidn de té verde, ftiene la particularidad de ser efectiva
(aproximadamente 70 % IPPOp), independientemente de las condiciones de
procesado y concentracién. En base a las variables AL* y Aa* la extraccion
optimizada se readlizaba aplicando 55 °C durante 7 minutos y usando la menor

concentracion evaluada.

Perfil polifendlico de los extractos de té verde, ajo y salvado de trigo

En el perfil polifendlico del extracto de té verde se encontraron p-cumarico
como dcidos fendlicos y, entre los flavanoles, la miricetina fue el compuesto
mayoritario. También se cuantificaron compuestos caracteristicos del té verde, el

dcido gdlico y 3-flavanoles.

En los perfiles polifendlicos de los extractos de salvado de trigo y gjo sélo se
detectaron dcidos fendlicos. En ajo dcido sindpico, ferllico y p-cumdrico en muy
bajas concentraciones. En el salvado de trigo sdlo se identificaron dcido ferdlico

y p-cumarico, y cuantificado sélo el dcido ferdlico.
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CAPITULO 7

CAPiTULO 7. Estudio del efecto de la aplicacién de
soluciones naturales de té verde, ajo y salvado de trigo en la

calidad de patata minimamente procesada.

7.1. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Una vez establecidas las condiciones 6ptimas de las extracciones en agua para
cada una de las especias, y redlizada su caracterizacidén. Era necesario
comprobar, en planta piloto, la efectividad de estos extractos aplicados sobre
PMP (cv. Monalisa).

Existen estudios donde se explora el uso de especias para extender la vida Util de

productos minimamente procesados:

Martin-Diana et al. (2008) usaron té verde como posible agente conservante en
lechuga minimamente procesada y que ya ha sido comentado en ofros

apartados (Capitulo 3, apartado 3.1).

Diversos autores han llevado a cabo una serie de investigaciones sobre extracto
de salvado de arroz en patata y pldtano como posible alternativa en la
reduccion de la actividad de la polifenol oxidasa y como consecuencia al
pardeamiento (Theerakulkait y Boonsiripiphat 2007, Boonsiripiphat y Theerakulkait
2009, Sukhonthara y Theerakulkait 2011, 2012, Kubglomsong y Theerakulkait 2013).
Optimizaron su extraccién, analizaron su actividad como inhibidor, estudiaron su
acciéon cuando era desgrasado el salvado y redlizaron estudios de corta

duracion sobre patata y pldtano en puré o en lonchas.

Ihl et al. (2003) estudiaron diferentes combinaciones de compuestos con el
objetivo de aumentar la vida Util de la lechuga minimamente procesada. Para
ello utilizaron extracto de ajo cuyo solvente era el agua y lo combinaron con

dcido citrico, cloruro cdlcico o pectina. Observaron mejora en el color pero no
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microbiolégicamente, probarian con una mayor concentraciéon de ajo (>250

a/l).

7.2. OBJETIVO

Evaluar el efecto que tienen los extractos seleccionados de té verde, salvado de
trigo y djo en la calidad de patata minimamente procesada (cv. Monalisa)

almacenada durante 14 a dias 4 °C.

7.3. DISENO EXPERIMENTAL

TRATAMIENTO DiAS DE PARAMETROS
ANTIPARDEANTE ANALISIS ANALIZADOS
( ) = & “N
-P[ CONTROL > COLOR
> TEXTURA
-b[ 5 % TE VERDE > pH
PROCESADO
u | Dia:0,3,7,10 y 14 .
MINIMO I:> > Solidos solubles
> 30% AJO
» % Humedad
> Composicién
30% SALVADO DE atmésferade
TRIGO bolsa
—/ _ . y

Figura 7.1. Disefio experimental para la evaluaciéon de la calidad de PMP tratadas
con soluciones naturales basadas en extractos de té verde, ajo y salvado de trigo.

Se prepararon fres bolsas de 225 g (formato para consumidor) por tratamiento y
dia de andilisis (0, 3, 7, 10 y 14) (Figura 7.1). Las lonchas que fueron sumergidas
solo en agua, fueron las muestras conftrol. El resto fueron sumergidas 7 minutos en

las soluciones 5 % de té verde, 30 % de qjo y 30 % de salvado de trigo a 4 °C. El
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dia previo al ensayo se prepararon las extracciones de las especias segun lo
descrito en Capitulo 6 y se guardaron a 4 °C hasta su dilucion en las barquetas

para el fratamiento de las patatas al dia siguiente en el procesado.
7.4. MATERIAL Y METODOS

7.4.1. Procesado minimo de las PMP

El procesado de la patata (cv. Monalisa) se realizé tal y como se ha descrito en
Capitulo 1 (apartado 1.3.1 para Blogue A). Las patatas una vez desinfectadas,
peladas y laminadas, fodo el proceso lo realizaron sumergidas en agua a 4 °C.
Una vez cortadas y escurridas eran sumergidas 7 min en las soluciones naturales
seleccionadas, en una proporcién 1:3 y a una temperatura de 4 °C, después
eran escurridas y envasadas en bolsas con 225 g de lonchas de patata, y

almacenadas durante 14 dias a 4 °C.

La preparacién de las soluciones naturales, se realizd como se ha descrito en el
Capitulo 6 (apartado 6.3.1.1), aplicando las condiciones de extracciéon
establecidas (6.3.3.4), filtrado con tela de queseria o, en el caso del salvado,
centrifugar a 8000 xg durante 10 min a 4 °C. El filtrado obtenido se volvié a filtrar
al vacio papel de filtro con Whatman n°® 1 y se guardaban hasta su uso a 4 °C

con barrido de N2 en el espacio de cabeza.
7.4.2. Métodos de andlisis

7.4.2.1. pH
Este método de andilisis ha sido descrito en detalle en el Capitulo 1(apartado
1.3.2.1).

7.4.2.2. Contenido en sélidos solubles totales
Este método de andlisis ha sido descrito en detalle en el Capitulo 1(apartado
1.3.2.2).
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7.4.2.3. Contenido de humedad

El método de andilisis ha sido descrito en detalle en el Capitulo 1(apartado

1.3.2.3). Para el cdlculo del porcentaje de humedad se aplica la Ecuacién 2.

7.4.2.4. Composicion de la atmésfera interna de las bolsas
Este método de andlisis ha sido descrito en detalle en el Capitulo 2 (apartado
2.4.2.2.4).

7.4.2.5. Textura

El método de andilisis de la textura ha sido descrito en detalle en el Capitulo
1(apartado 1.3.2.5). El texturémetro usado fue TAXTPlus texture analyser (Stable
Micro System) con una célula de carga 30 kg, utilizando 12 lonchas por bolsa

analizada.

7.4.2.6. Color
El método de andlisis del color instrumental ha sido descrito en detalle en el

Capitulo 1(apartado 1.3.2.4).

7.4.2.7. Apreciaciones sensoriales

Se recogieron las observaciones en cada dia de andlisis y fratamiento. Se registrd
la apariencia de las patatas, la existencia o no de zonas coloreadas, es decir, si
se observa pardeado. Se analizaba si olores extranos eran detectados tras albrir
la bolsa y tras cinco minutos, para evaluar la pérdida de la intensidad de lo
detectado inicialmente. Se registrd si habia sequedad superficial de la patata o

en su caso la presencia de exudacion.

7.4.2.8. Andlisis estadistico

Se realizaron cuatro repeticiones por tratamiento y los datos fueron sometidos a
andlisis de varianza (ANOVA) empleando el paguete estadistico IBM SPSS
Statistics 21 para Windows. En el caso de detectar diferencias significativas entfre

los tratamientos (a. = 0,05) se compararon mediante el test de Tukey.
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7.5. RESULTADOS Y DISCUSION

7.5.1. pH

En cuanto al pH de las lonchas tratadas con las soluciones naturales (Tabla 7.1),
todas mostraron valores similares al del control, no parecen influir como lo hacen
otros fratamientos antipardeantes basados en compuestos dcidos. Se
comportaron como si hubieran sido sumergidas en agua, ya que el pH de las
soluciones es similar al del agua (gjo y salvado pH~6,3) y el pH de té verde mds
bajo (pH 5,27) (Tabla 6.13).

Las muestras control fueron las Unicas donde fue evidente la disminucién del pH
a lo largo del tiempo mostrdndose significativamente diferentes a dia 10 y a dia
14 con el menor valor (5,68+0,06). Las patatas fratadas no parecen mostrar
ninguna tendencia concreta a lo largo del tiempo. El rango de pH va desde pH
> 5,6 apH<595.

7.5.2. Contenido de humedad

En cuanto al contenido de humedad (%) (Tabla 7.1), en los 7 primeros dias no se
observaron diferencias significativas entre los fratamientos (p<0,05). Y tampoco
existen diferencias significativas a lo largo del tiempo para las patatas confrol y
las tratadas con té verde o djo (p>0,05). Las lonchas tratadas con salvado de
trigo mostraron un aumento significativo a dia 10 y 14 (p<0,05). En estos dos
Ultimos dias también se observa un comportamiento diferente en las lonchas
tratadas con gjo mostrdndose ligeramente menor el contenido de humedad
(p<0,05).
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Tabla 7.1. Andilisis estadistico del pH, contenido de humedad y sdlidos solubles totales
definen la evolucién de las PMP.

Tratamiento

Control

Té Verde

Ajo

Salvado

Control

Té Verde

Ajo

Salvado

Control

Té Verde

Ajo

Salvado

do

5,89 Co
(0,08)*
5’85 Cab
(0,04)
5,838a
(0,03)
5180 BCa
(0,02)

80,42 A0
(0,14)*
79,40 Aa
(1.0)
79,70 Aa
(0,75)
78,88 A
(0,51)

5’0 Aa
(0.0)
5’0 Aa
(0.0)
5,0 Aa
(0.0)
5,0 Aa
(0.0)

d3 d7
pH
5,82¢k 5,83 ¢c
(0,04) (0,03)
5’75 Aa 5180 BCbc
(0,08) (0,02)
5,94 ¢Ce 5,764
(0,03) (0,03)
5,88 Dbe 57980
(0,05) (0,02)
Contenido de humedad (%)
80,95 Aa 82,70 Aa
(1,15) (2.8)
81,104 80,65 Aa
(0,09) (1,02)
80,70 Aa 79,95 4Aa
(0.58) (1,06)
79,90 ABa 79,79 ABa
(0.55) (0,72)
Sélidos solubles (° Brix)
5’0 Aa 5,7 Cc
(0,0) (0,29)
5’0 Aa 5’0 Aa
(0.0) (0.0)
5’0 Aa 5’5 Bb
(0.0) (0.0)
5,04a 5,5¢b
(0.0) (0.0)

d10

5,768
(0,11)
5,83Ca
(0,04)
593¢o
(0,01)
5[86 CDab
(0,06)

80,7246
(0,41)
80,5246
(0,12)
79,7640
(0,13)
80,28 8ad
(0,14)

5,5 BCc
(0,0)
5,0 Aa
(0,0)
5[5 Bc
(0.0)
5,380
(0,3)

di14

5,48 Aa
(0,06)
5,73 A0
(0,02)
58480
(0,03)
5,72 A0
(0,04)

82,27 Ao
(0,93)
80,55 Acb
(1,153)
79,50 A
(0,38)
80,98 Bad
(0,51)

5,3 Bb
(0.3)
5,0 Aa
(0.0)
5[5 Bc
(0.0)
5[0 Aa
(0.0)

a-c indican diferencias significativas (p<0,05) entre los tratamientos (columna) para cada
dia. A-D indican diferencias significativas (p<0,05) entre los dias de almacenamiento para
cada fratamiento (fila). * Desviacién estdndar (n= 9 para pH y SSTy n=3 para % H)
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7.5.3. Contenido de sdlidos solubles totales

A dia 0 y 3 no se observaron diferencias significativas en el contenido de sdélidos
solubles totales (°Brix) (Tabla 7.1) entre los tfratamientos (p<0,05). Tras siete dias en
almacenamiento comienza a haber cambios en los SST, ya que, excepto con el
té verde, el resto de tratamientos muestran un incremento significativo en SST a lo
largo del tfiempo (p<0,05), y diferencias entre los fratamientos sin una tendencia
marcada (p<0,05). Este comportamiento ha sido observado en anteriores
capitulos (apartados 1.4.1.2 y 3.5.1), en las muestras control, y podria ser debido
al "endulzamiento” que se produce al exponerlas a temperaturas de
refrigeracion. Al aparecer de nuevo este comportamiento, cabe pensar que el
pH de los soluciones aplicadas interviene en este fendmeno, ya que con

soluciones dcidas se ralentizaba la aparicidon del endulzamiento.

7.5.4. Composicion de la atmésfera

20 10
8
15 1
- 6 N
0'10 - o)
B 4 (V)
i B
5
-2
O T T T T . é O
0 2 4 6 8 10 12 14
Tiempo (d)
02 —o—Control —&—Té Verde —&— Salvado —x— Ajo
CO2 —e—Control —8—Té Verde —&— Salvado —¥— Ajo

Figura 7.2. Evolucién del % O2 (lineas azules) y del % CO?2 (lineas rojas) en el interior
de las bolsas de las PMP tratadas con las soluciones de té verde, djo y salvado de trigo
durante 14 dias a 4 °C (IC 95 %, n=3).
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Como se puede observar en la grdfica (Figura 7.2) el contenido inicial de O2 fue
de aproximadamente un 18 % O2 y de 2,5 a 3,5 % de CO-. Tras siete dias en
almacenamiento, las patatas, tanto las confrol como las tratadas, llegaron a una
atmdsfera menor del 1% Oz y de alrededor del 8 % CO», lo cual indica que
puede haberse iniciado la anaerobiosis. Todos los fratamientos se comportan de
forma similar. Este consumo de oxigeno estd relacionado con el aumento en la
tasa de respiracion de las patatas debido a que el procesado les provoca estrés,
que puede llegar a incrementarse 5 veces su tasa respiratoria respecto a la de

una patata entera (Fonseca et al. 2002).

A partir del séptimo dia de andlisis los resultados no mostraron diferencias
significatfivas en ninguno de los casos (p<0,05). Este comportamiento indicaban
que las patatas respiran, estdn vivas tras el procesado ademds de estresadas,
momento en el cual (tras ser “danadas”) se activa la PPO como sistema de
defensa de la patata facilitado ademds por los cortes realizados, que ponen en
contacto los sustratos y las enzimas. Esto es debido a que uno de los productos
finales de la reaccién de la PPO son las quinonas y los polimeros insolubles y
oscuros, melaninas, que impregnan el tejido y sirven de barrera para posibles
infecciones (Vamos-Vigydzd 1981). Lo que puede explicar la tendencia a secarse

la superficie de las patatas control.

Analizando el comportamiento de los tratamientos para cada dia, las muestras
tratadas con té verde y ajo el dia fres de andlisis mostraron los dos valores
extremos, es decir, el tratamiento con té verde presentd el valor
significativamente mds alto de O2y por ende el mds bajo de COz2 (p<0,05). Y por
el contrario, las muestras fratadas con ajo presentaron el valor mds bajo de O2y
mds alto de CO2 (p<0,05). Sin embargo, el dia 7 de andlisis, no se detectaron
diferencias significativas entre los fratamientos respecto a la concentfracion de
Oz, pero con el COz2 el fratamiento con té verde fue significativamente mds bajo

respecto al resto.
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7.5.6. Color

En cuanto a la luminosidad (L*) (Tabla 7.2) se observé que el control y las
muestras tratadas con la solucidn de salvado de trigo tienen un comportamiento
similar, es decir, existe un descenso significativo de L* al comparar el dia cero
con el resto de dias (p<0,05) y respecto a los otros dos tratamientos (p<0,05), té
verde y gjo. En cuanto al fratamiento con té verde se observd una disminucién
significativa de L* entre el dia cero (73,09£2,10) y el 14 (71,02+2,18) (p<0,05). Sin

embargo, el ajo no mostrd diferencias significativas a lo largo del tiempo.

Comparando los tratamientos entre si para cada dia, decir que las PMP tratadas
con té verde y ajo muestran los valores significativamente mds altos de
luminosidad en todos los dias de andlisis respecto a lonchas Control y Salvado
(p<0,05).

El coordenada a* indica tendencia a colores rojizos en sus valores positivos que
combinado con valores de L* son bajos indicaria tendencia al pardeamiento. En
el momento de la aplicacidén no mostraron diferencias significativas (p>0,05), al
confrario de lo observado en Capitulo 3 con una solucién de té verde, en el que
se observd un incremento en la coordenada ao* respecto al resto tratamientos
(DS+AC o HR+AA), aunque cabe destacar que el valor inicial también fue
cercano a cero (0*=0,05). Hay que tener en cuenta que los extractos fueron
extraido en diferentes condiciones (90 °C-5 min, una extraccidon mds intensa)) y a
una concentracién diferente (2,4 mg TV /ml extracto, un 79 % mds bajo que la

solucidn utilizada en este capitulo).

Todos los fratamientos y el control muestran un aumento significativo en sus
valores de a* entre el dia 0 y el 3 (p<0,05). Las patatas fratadas con salvado de
frigo mostraron el mayor incremento del valor de a* a lo largo del ftiempo
(p<0,05). La solucidon de aqjo aplicada a las patatas produce un aumento
significativo en el Ultimo dia de almacén (1,66+0,51), pero se mantiene

significativamente mds bajo respecto al resto de tratamientos (p<0,05).
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Destaca la falta de diferencias significativas entfre las patatas control y las
fratadas con aqjo (p>0,05). Sin embargo, era apreciable la presencia de
pardeamiento en el caso de las muestras control, y la falta de él en las de gjo.
Esto es debido a que las muestras control presentaban una sequedad superficial
con presencia evidente de almidén seco adherido, lo que aportaba un color
blanguecino dando valores de a* mds bajos, se debe tener en cuenta los valores
bajos de L* en el control, que son un indicativo pardeamiento (ver Figura 7.6).
Este hecho se observa mejor en los grdficos (Figura 7.3) donde se representan

ambos pardmetros.

Por Ultimo, comparando los valores de la coordenada b* para todos los
fratamientos se encontrd un descenso significativo (p<0,05) entre el dia cero y el
resto de dias, es decir, que disminuye la coloracién amarillenta, tendencia ya
observada en Capitulo 3, pero los valores son altos (>25 y <30), ya que con la
aplicacion de compuestos sintéticos como DS+AC o HR+AA los valores bajaban

hasta aproximadamente 19.

Respecto a la comparativa entre los tratamientos a dia cero, los tratamientos
con té verde, gjo y salvado de trigo no mostraron diferencias significativas entre
ellos (p<0,05) y son significativamente mds altas que el control (p<0,05). Este
Ultimo muestra en todos los dias los valores de b* mds bajos respecto al resto de
tratamientos. El dia 10 de andlisis las patatas tratadas con té verde y qjo
mostraron valores significativamente mds altos que en patatas tratadas con
salvado (p<0,05), cuyo valor fue el mds bajo (24,27+2,88). Sin embargo, el dia

catorce estas diferencias desaparecieron (p>0,05).
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Tabla 7.2. Andlisis estadistico de la evolucién del color (L*, a* y b*) de PMP fras ser
tratadas con las soluciones de inmersion de té verde, ajo y salvado trigo y
almacenadas durante 14 dias a 4 °C.

Tratamiento do d3 d7 d10 d14
L*
Control 70,54 Ba 66,39 Aa 67,74 A 67,74 ABa 65,18 Aa
(3.13)* (6,70) (5.58) (4,73) (3,98)
Té Verde 73,09 co 70,49 8Cb 71,21 Asc 71,21 A8b 71,02 4¢c
(2,10) (2,55) (2,37) (2,28) (2.18)
Ajo 72,54 A0 72,21 A0 71,54 Ac 71,54 A0 71,53 Ac
(2.25) (3.13) (2,30 (2.12) (2,01)
Salvado 71,81 Bab 67,90 Aa 66,91 A0 66,91 Aa 68,40 Ap
(2,74) (4,95) (3.83) 3,85) (3.45)
q*
Control 0,026 Aa 1,0380 1,188a 1,148a 1,318a
(0,48) (0,97) (0,639) (0,67) (0,71)
Té Verde 0,020 Aa 1,2880 1,59 ¢cp 1,81¢p 1,85¢p
(0,37) (0,66) (0,629) (0,54) (0,54)
Ajo -0,084 Aa 0,6268a 1,03 Ca 1,31 ¢Ca 1,66bab
(0,43) (0,57) (0,564) (0.51) (0.51)
Salvado 0,058 Aa 1,278 2,34¢Cc 3,050b¢ 2,45¢c
(0,41) (1.17) (0,863) (0.95) (0,81)
b*
Control 25,69 8a 20,68 Aa 19,70 Aa 20,51 Aa 19,66 Aa
(2,32) (3.36) (3.74) (3,04) (3.77)
Té Verde 28,5180 26,104 26,40 A¢ 26,99 Ac 26,79 Ao
(2,16) (2,08) (2.53) (1,96) (1,83)
Ajo 27,7280 25,34 Abc 26,08 Abc 26,46 Ac 26,40 A0
(2,21) (2,75) (2,41) (2,45) (2,20)
Salvado 28,1280 24,45 Ao 24,73 A0 24,27 Ao 25,51 Ap
(2,56) (3,08) (2,81) (2.88) (2,63)

A-D indican diferencias significativas (p < 0,05) entre los dias de almacenamiento para cada
tratamiento (fila). -4 indican diferencias significativas (p < 0,05) entre los fratamientos para

cada dia (columna). *Desviacion estandar (n=36).
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Para evaluar el comportamiento global del color se representan a continuaciéon

los valores de L* respecto a las coordenadas a* o b*.

80 T a 80 T b 8 e
75 T 75 T 75
X m X
L0 0 0 70 ¢ a
- A
A
5 T 5] T &5 T ¢
&0 T T T & 60 T 1
-1 0 1 2 3 4 -1 0 1 2 3 4 -l 0 1 2 3 4
a* a* a*
#Confrol BTéVerde a3avade ¥Aj oConfrol d0 ¢ Contral mlé Verde oControld0 ¢ Confrol mTe Verde
ASavado XA ASavodo kAo

Figura 7.3. Representacion de los pardmetros L* respecto a a* en el momento inicial
(a), tras 7 dias (b) y a dia 14 (¢) de almacenamiento a 4°C.

En la Figura 7.3 a se observa facilmente como las muestras tratadas y el control
tienen valores altos de L* y valores de a* alrededor de cero. En el dia 7 de andlisis
(Figura 7.3 b), comenzaron a diferenciarse dos grupos, un grupo con el confrol y
salvado, con valores que muestran un descenso pronunciado en la luminosidad
y un aumento de los valores de a* (tienden a coloraciones marronaceas) lo que
indica el comienzo del pardeamiento. El ofro grupo estd compuesto por los
fratamientos de té verde y gjo que mantienen la luminosidad alta, aunque
aumentan en los valores de a* pero en menor medida que el otro grupo. Lo que
indica que mantienen bastante bien la apariencia de las lonchas mediante el
confrol del pardeamiento en las condiciones de almacenamiento establecidas
(ver Figura 7.6). Y el dia 14 (Figura 7.3 c) si se compara con las lonchas control, la
solucion de salvado muestra una capacidad inhibicidn del pardeamiento baja.

Sin embargo, el té verde y gjo presentan una capacidad alta.
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Figura 7.4. Representacion de los pardmetros L* respecto a b* en el momento inicial
(a). tras 7 dias (b) y a dia 14 (c) de almacenamiento a 4°C.

Andlizando las grdficas L* respecto a b*, en el dia cero (Figura 7.4 a) no se
observa ningun comportamiento andémalo. Tras 7 dias (Figura 7.4 b), se forman los
mismos grupos diferenciados vistos anteriormente, ya que no hay que olvidar que
los tres pardmetros estdn interrelacionados. El grupo de las soluciones de té
verde y djo mantienen valores similares al control a dia cero. El otro grupo con el
confrol y el salvado producen un descenso de la luminosidad y los valores de b*
en control se distancian significativamente de las lonchas tratadas. En la Figura
7.4 (c), representando los valores tras 14 dias, se diferencia de forma muy
evidente las muestras control de las tratadas con té verde, salvado de trigo o

ajo.
7.5.5. Textura

La textura viene descrita por la fuerza méxima (N) y la distancia (mm) a la que se
produce. En general, una fuerza mdxima alta y una distancia pequeia
indicarian que la patata es firme (dura y poco flexible) y, en el caso de mostrar
valores bajos de fuerza y una distancia grande, indicaria una patata flexible

poco firme.
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En cuanto a la fuerza mdxima (Fmax) a lo largo del tiempo para cada
tratamiento (Tabla 7.3) se observé que a partir del dia 7 los valores aumentaron
significativamente (p<0,05), excepto para el fratamiento con qjo donde el
aumento significativo en los valores de Fmax se produjo el dia 3. El aumento en
fuerza mdéxima a lo largo del almacenamiento, ya habia sido observado en

muestras control y tratadas con HR+AA, en el Capitulo 2 (Bloque A).

Si se comparan los fratamientos entre si para cada dia, cabria destacar que las
PMP tratadas con la solucibn de djo a dia cero muestra el valor
significativamente mds bajo (55,63+4,6 N) respecto al tratamiento con té verde o
muestras control (p<0,05). Y los dias 7, 10 y 14 las PMP tratadas con la solucién de
ajo siguen mosfrando el mismo comportamiento, sin mostrar diferencias a lo
largo del tiempo (p>0.05), mantuvieron en valores de Fmax similares a las patatas

control a dia 0, durante todo el almacenamiento.

Andlizando el pardmetro de distancia (mm) a lo largo del tfiempo, los
tratamientos con djo y el té verde no muestran diferencias significativas a lo largo
del almacenamiento, es decir, mantienen similar flexibilidad aunque aumente la
dureza. El confrol y las muestras fratadas con salvado muestran un
comportamiento similar entre si, donde los valores de distancia no cambian los
dos primeros dias de andlisis, y a partir del dia 7 aumenta la distancia de forma
significativa (p<0,05) es decir, aumenta su flexibilidad a la vez que su resistencia

al corte, puede indicar cierto comportamiento gomoso de las lonchaos.
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Tabla 7.3. Andlisis estadistico de la evolucién de la fuerza mdéxima (N) y distancia

(mm) de las PMP.

Tratamiento

Control

Té verde

Ajo

Salvado

Control

Té verde

Ajo

Salvado

do

61,3640
(8,35)*
66,07 Ac
(7.,55)
55,6340
(4,64)
58,76 Adb
(7,87)

3,42 4c
(0,27)
3,51 Aa
(0,22)
3,38 4a
(0,22)
3,41 A
(0,32)

d3 d7
Fuerza mdaxima (N)
63,14 Aab 73,6080
(8,31) (10,00)
65,2540 68,58 ABb
(5.87) (8,29)
60,31 Ba 61,4680
(7.22) (6.13)
60,44 Aa 70,6380
(8,77) (10,02)
Distancia (mm)
3,49 ABab 3[63 BCa
(0,27) (0,27)
3,564 3,60 Aa
(0,23) (0,30)
3,49 Aab 3,50 Aa
(0.17) (1.3)
3,39 Aa 3,658
(0,33) (0,25)

d10

73,0780
(9,20)
71,8280
(9,67)
63,1780
(7.,29)
69,3580
(6,93)

3,730
(0,30)
316] Aab
(0,29)
3,50 A
(0,26)
3158 ABab
(0,29)

di4

70,07 8
(9.76)
71,548
(8,30)
62,958
(6,58)
68,3680
(10,25)

3,69 co
(0,25)
3166 Aab
(0,16)
3,514a
(0,30)
3,55 ABab
(0,36)

a-c indican diferencias significativas (p<0,05) entre los tratamientos para cada dia

(columna). A€ indica diferencias significativas (p < 0,05) entre los dias de almacenamiento

para cada tratamiento (fila). * Desviacion estandar (n=36).

Para visualizar de forma global los pardmetros de textura, se han representado

los valores de Fmax respecto Dimax, para analizar el comportamiento de las PMP

tratadas con las soluciones naturales.
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Figura 7.5. Representacién de los pardmetros fuerza méxima respecto a distancia en
el momento inicial (dia 0) (a), a dia 7 (b) y a dia 14 (c) de almacenamiento a 4°C.

Cabe destacar que las lonchas tratadas con la solucidén de ajo fueron las que
mantuvieron una firmeza similar a las de las muestras control en el dia cero, es
decir, no han mostrado cambios en la firmeza a lo largo del tiempo (Figura 7.5).
Esto puede estar también vinculado a las apreciaciones sensoriales (apartado
7.5.7) registradas de las lonchas tratadas con gjo, las cuales mantuvieron una

humedad superficial e interior que no se aprecid en el resto de tratamientos.

En cuanto al resto de fratamientos se observa un aumento en la fuerza méxima,
lo cual produce un aumento en la dureza en general. Esto puede ser en parte
debido a la sequedad superficial detectada a lo largo del almacenamiento que
en mayor o menor medida se observé antes o después en el andlisis (apartado
7.5.7). Este comportamiento se observé también en las patatas minimamente
procesadas tratadas con 4-hexilresorcinol y AA y sobre todo en las patatas

control (Capitulo 1, apartado 1.4.2.3).
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7.5.7. Apreciaciones sensoriales

Control Salvado trigo Té verde Ajo
Dia0 | A B AN J \
“V g \) W O > - I AR
A W <

Figura 7.6. Apariencia de las PMP tratadas con cada uno de los extractos optimizados
(té verde, ajo y salvado) respecto lonchas conftrol.

Las apreciaciones registradas acerca de la apariencia son apoyadas por las
fotos que se presentan en Figura 7.6. Las muestras control al séptimo dia ya no
eran aceptables, presentaban un pardeamiento marrondceo y se detectd
almidén (polvo blanquecino) sobre la superficie, asi como una deshidratacién
general de la patata, lo que podria explicar el aumento en la dureza de estas
muestras. Y el olor en bolsa fue normal excepto en el Ultimo dia que ya se

detectaba un ciertos olores extranos.

Las patatas tratadas con salvado de trigo mostraron un cierto pardeamiento a
partir del dia 7 aunque era mds suave que en las muestras control, las cuales ya
no eran aceptables a nivel visual. Tras 14 dias estdn pardeadas pero en menor
infensidad que las control, lo que concuerda con los resultados instrumentales de

color. En cuanto al olor, en los Ultimos dias de almacén si que se detectaron
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ciertos olores extranos, lo cual es légico tras lo comentado sobre la composicion

de la atmdsfera interna de las bolsas.

Las muestras tratadas con las soluciones de aqjo y de té verde consiguieron
mantener una apariencia aceptable de las lonchas a lo largo de los 14 dias de
almacenamiento a 4 °C. Las lonchas tratadas con agjo destacaron por su
luminosidad, que no fue tan evidente en el caso del té verde, pero puede ser
debido a que el extracto de té verde era oscuro, lo que se detectd
instrumentalmente con valores mds altos de a*. En cuanto al olor, en el caso del
fratamiento de té verde el comportamiento fue como el de salvado y control, es
decir, los Ultimos dias se detectd ciertos olores extranos. Sin embargo, en el caso
del djo, inicialmente fue muy evidente el olor de la solucién, punzante y
penetfrante. Segun avanzé el almacenamiento se mantuvo el olor del gjo pero
en menor medida y en los Ultimos dias se mezclaba ligeramente con el olor

extrano que se detectaba en el resto de tratamientos.

Por Ultimo comentar que, asi como el uso de TV en lonchas de patatas producia
una ligera sequedad segUn avanzaba el aimacenamiento, con el uso del gjo fue
todo lo contrario, se mantuvieron con una cierta humedad superficial (como de
recién cortada) durante los 14 dias y, no se observd en absoluto exudacion. Esto
parece que pudo ayudar al mantenimiento de la textura de las patatas similar al

de una patata recién cortada, como se observd a nivel instrumental.

Debido a que en el séptimo dia de almacenamiento se detectd una disminucion
significativa del oxigeno en la bolsa, se realizé un cocinado de las muestras que
mejor aspecto mantenian y se valord si se detectaba en ellas el sabor esperado
de las patatas o si se detectaban sabores extranos. Para ello las lonchas de
muestras control, té verde y djo se cocinaron a 98 °C-10 min (sin sal) (explicado

en detalle en capitulo 3). Se probaron los 5 discos cocinados.

Los resultados fueron que las lonchas control sabian a patata cocida normal,

pero su color ya no era aceptable. Las muestras tratadas con té verde también
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sabian a patata cocida. Con la aplicacién en la patata del extracto de ajo se
detectd un ligero sabor a ajo, su caracteristica sensacidén punzante en boca.
Pero era un sabor agradable, aunque no es el sabor esperado de una patata

cocida.

En funcién de los resultados obtenidos para las soluciones de té verde y de gjo
parecen alternativas prometedoras contra el pardeamiento de las PMP (cv.
Monalisa) almacenadas 14 dias a 4 °C. Si se fienen en cuenta los resultados de
la caracterizacion del Capitulo 6 (apartado 6.3.3.4), el exiracto de salvado
presentaba una capacidad de inhibicidn alta, pero al aplicarse en patatas
minimamente procesadas mantiene el grado de inhibiciéon de forma limitada.
Por los resultados, parece que algunos de sus compuestos tienen un papel de
sustratos, que terminan siendo mds potentes que la posible capacidad inhibidora
que se observa al inicio. Los ensayo in vitro, como ya se han comentado tienen
una serie de limitaciones (mayor grado de contacto enzima-inhibidor, tiempo de
exposicion corto y limitaciones en las concentraciones). Pero pueden ser una
herramienta para evaluar y seleccionar previamente compuestos para estudiar

posteriormente en una matriz real de alimento y sus condiciones.
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7.6. CONCLUSIONES DEL CAPITULO

El color instrumental mostré que los tratamientos TV (5 %) y Ajo (30 %) son
capaces de reducir el deterioro visual, controlando el avance del pardeamiento
observado en las muestras control. El salvado ha mostrado una capacidad de

conftrol del pardeamiento limitada (<7 dias).

La textura de la patata, al final del almacenamiento, con respecto al confrol
aumentd en el caso del té verde y del salvado de trigo. El ajo mantuvo valores

similares a los de una patata recién cortada durante todo el almacenamiento.

El pH, SST, y la humedad se mantuvieron en los mismos rangos que el control a lo
largo del almacenamiento, a excepcion con el gjo que mostrd una reduccion

de su contenido de humedad al final del almacenamiento.

Los resultados de color concuerdan con las apreciaciones recogidas durante los
andlisis. Lo que lleva a concluir que un extracto de té verde o de gjo podrian ser

unas alternativas naturales al uso de sulfitos en PMP (cv. Monalisa).
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CONCLUSIONES GENERALES

1. Seleccién inicial de compuestos con capacidad antipardeante como

alternativa a los sulfitos en PMP.

El tratamiento con 0,005 % HR + 2 % AA, lad menor concentracién de HR
evaluada, fue la mejor alternativa al tratamiento de sulfitos, 0,1 % SD + 0,5 %
AC, ya que mantiene la calidad visual de las lonchas de patata

minimamente procesadas durante 14 dias a 4 °C.

La solucién alternativa de 0,5 % NAC + 2 % AC muestra cierto control sobre
el color de la patata a nivel instrumental. Sin embargo, visualmente, se
detectaron defectos puntuales marcados en las zonas de corte, por lo que
solo fue efectivo para controlar el pardeamiento durante 7 dias en patata

cv. Monalisa.

Por ofro lado, cabe destacar que las lonchas de patata tratadas con 0,1 %
SD + 0,5 % AC mostraron una ligera tendencia al blanqueamiento de la
superficie y cierfa exudacion que se detectaba al final del

almacenamiento.

2. Efecto sobre la calidad de la PMP de los modificadores de la textura

aplicados en el procesado.

La aplicacién de un chogque térmico a 50 °C- 5 min previo al tratamiento
anfipardeante 0,005 % HR + 2 % AA, mantiene la calidad visual y de textura

aceptable durante 14 dias almacenadas a 4 °C.

La aplicacién de choques térmicos entre 50-65 °C durante 5 min disminuye

la dureza de las PMP pero la incrementan cuando las PMP son cocinadas,
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esto es debido a que se ha producido la activacion de la enzima PME. Este

efecto es mayor cuanta mds alta es la temperatura aplicada.

El choque térmico afecta a la calidad visual de las PMP al acelerar la
actividad de la PPO. Sin embargo, si se usa combinado con la solucion
antipardeante 0,005 % HR + 2 % AA, se observd una disminucion drdstica del
pardeamiento enzimdtico producido en las lonchas de PMP, principalmente

a las temperaturas de 50 y 60 °C-5 minutos.

La adicion de 0,2 % de CC a las soluciones antipardeantes estudiadas no
muestra ningun efecto en el control del deterioro de la calidad visual ni de
la textura. Pero la aplicacién a las patatas de un choque térmico (55y 65 °C
durante 5 min) con presencia de CC al 2 % en el agua del fratamiento
térmico y, posteriormente tratadas con la solucién antipardeante 0,005 % HR
+2 % AA, no muestra una mejora en la calidad global de las patatas, por lo
que no se justificaria, en las condiciones estudiadas, aplicar esta

combinacién en las patatas minimamente procesadas.

En cuanto al tipo de enfriamiento a utilizar, no se encontraron diferencias
significativas enfre usar un bafo de hielo y hielo liquido, por lo que no
parece justificado el empleo de este Ultimo, dado que incrementa el coste

y puede ocasionar efectos negativos en la calidad.

Validacién de métodos espectrofotométricos de AAox y CTF para lector de

multiplacas.

Se validaron un método para determinar el contenido total de fenoles y otro
para la actividad antioxidante, ambos para lector multiplacas, que
permiten realizar un mayor niUmero de ensayos en menor tiempo, mayor
nUmero de repeticiones y ademds reducir el coste respecto al uso de los

métodos convencionales en cubeta.
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Seleccidn y optimizacién de extractos de especias.

De 14 especias elegidas, solo el té verde, el gjo y el salvado de trigo

presentaron mayor capacidad para inhibir la PPOp.

Se observd una relacion directa entre la actividad antioxidante y el
contenido total de fenoles de los extractos estudiados y respecto a ambas
condiciones de extraccién (55 °C-15 min o 90 °C-10 min). Sin embargo, por
un lado, una mayor capacidad antfioxidante o contenido fendlico no
equivalen a una mayor capacidad en la inhibicion de la PPO, debido a que
son muchos y muy diversos Ios mecanismos por los que se puede inhibir la
reaccion de oxidaciéon de la PPO. Por otro lado, con el uso de extractos de
especias existe una linea muy delgada entre los que podrian actuar como

sustratos y los que, por el contrario, tendrian un efecto inhibidor.

En base a los resultados del MSR, en la extraccién de qjo influye
principalmente el grado de concentfracidén del mismo, mostrando una
capacidad predicha para inhibir la PPOp de 59,3 %, en las condiciones de

extraccién obtenidas (90 °C- 15 min).

En la extraccion de salvado de trigo, también es la concentracién el que
influye en mayor medida. A la mdxima concentracion, en las condiciones
de extraccion dptimas de 41 °C y 15 minutos, se predice un % IPPOp del 59,1
%.

La exfraccion de té verde tiene la particularidad de ser efectiva
(aproximadamente 70 % IPPOp), independientemente de las condiciones
de extraccion. La extraccién optimizada del té verde es a 55 °C y 5 minutos

aplicada a la minima concentracién.
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En cuanto a la caracterizacién fendlica de los extractos, el té verde, que
posee el mayor contenido de fenoles de entre las especias optimizadas,
también muestra la mayor variedad en tipos de fenoles estudiados, tanto
dcidos fendlicos como flavonoles y 3-flavanoles. Sin embargo, los extractos
de djo y salvado de trigo muestran solo dcidos fendlicos y en cantidades

muy bajas.

Capacidad antipardeante de los exiractos de especia seleccionados sobre
la calidad de PMP.

Las soluciones seleccionadas de té verde y de ajo mantienen la calidad de
la patata a lo largo del tiempo de almacenamiento, tanto a nivel visual

como de textura.

La solucién de salvado de trigo mostré una eficacia limitada en el control

del pardeamiento.

Valoracion final.

Las soluciones de té verde y el dgjo, en las condiciones estudiadas, poseen
un potencial antipardeante suficiente como para mantener su efecto a lo

largo de un almacenamiento de 14 dias a 4 °C.

No se pudo establecer qué compuestos son los que producen este efecto,
pero estos resultados se podrian explicar por la existencia de pequefos
péptidos en el caso de té verde y compuestos organosulfurados en el caso
del gjo.

Aun quedarian aspectos a seguir investigando en relacién a la calidad de
las patatas minimamente procesadas tratadas con las soluciones que han
funcionado como antipardeantes, cémo su capacidad antfimicrobiana, los
resultados en ofras variedades de patatas o al emplear atmdsferas

modificadas.
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