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RESUMEN

Los vegetales frescos cortados son altamente perecederos y es por esto que hoy en dia se
estudian alternativas que empleen productos naturales y que complementados con la
refrigeracidon permitan alargar la vida util de los mismos.

Es asi que en el presente trabajo se estudio el efecto del empleo de aceites esenciales de
especias sobre la calidad nutricional, sensorial y microbiolégica de tomate fresco cortado
almacenado en atmdsfera modificada y refrigeracion. En una primera instancia se realizd
una prueba sensorial de aceptabilidad por atributos para elegir el estado de madurez del
tomate cortado en rodajas y una prueba de ordenamiento por preferencia para
seleccionar la forma de presentacion del mismo. Es asi que resulté seleccionado el estado
rojo claro presentado en bandeja rectangular de telgopor. Luego se evalud el efecto de
los aceites esenciales de laurel y romero durante el almacenamiento en atmdsfera
modificada y refrigeracion. Asi, los tomates de madurez rojo claro fueron lavados,
desinfectados (CIONa 150 ppm, 5 min), secados y cortados en rodajas de 7 mm. Se
colocaron 6 rodajas por bandeja, aceite esencial (AE) de laurel y romero (0, 15, 30, 50 y
100 ul) en un papel de filtro sobre un lateral de la bandeja y se envasaron con film PD
961 (Cryovac®) para almacenarlos a 5°C por 13 d. Los respectivos controles no se
envasaron con AE. La mejor combinacion esencia-concentracion se seleccioné utilizando
un indice visual que contempld la presencia de hongos, bacterias, exudado y deterioro en
las rodajas. EI AE de romero (30 y 50 ul) y laurel (30 uL) mostraron un menor indice de
deterioro respecto de los controles, aunque el mas efectivo fue el AE de romero (30 ul).
Esta combinacion logré un menor indice de dafo de las rodajas de tomate al disminuir el
ataque de microorganismos y lograr un mejor aspecto general al cabo de los 13 dias. Esta
combinacién (AE de romero, 30 uL) se empled en un segundo ensayo en cual se observé
gue produjo un menor ablandamiento de las rodajas a partir del dia 8, sin afectar
significativamente la pérdida de peso, el contenido de sélidos solubles y la acidez de las
rodajas de tomate rojo claro respecto de las rodajas de tomate control. El tomate
minimamente procesado continud con la maduracion ya que los parametros de color asi
lo demostraron, aungue no hubo diferencias entre rodajas controles y tratadas. Si bien la
capacidad antioxidante (medida con los radicales DPPH y ABTS™) y el contenido de
fenoles totales (empleando el reactivo de Folin-Ciocalteau) y acido ascdrbico (por HPLC-
DAD) disminuyeron durante el almacenamiento refrigerado no hubo diferencias
significativas entre muestras control y tratadas.También se logré una atmdsfera
modificada pasiva que alcanzé niveles cercanos a 17:2% de 0,:C0,.Se identificd (por CG-
MS) la presencia de los compuestos volatiles a-pineno, canfeno, p-cimeno, 1,8-cineol y L-
canfor en el AE de romero empleado. Mientras que, luego de 4 d de almacenamiento, el
1,8-cineol y L-canfor fueron los compuestos mayoritarios en la atmdsfera de las bandejas
tratadas y los Unicos presentes en las rodajas de tomate. Por otro lado, el empleo de AE
de romero (30 ul) retrasé significativamente el recuento de bacterias meséfilas totales,
hongos y levaduras. A partir de dicha flora nativa se aisld tanto un hongo filamentoso y se
identific6 mediante claves taxondmicas como Aspergillus fumigatus, como dos levaduras
gue se identificaron como Candida guilliermondii y Kloeckera spp. mediante el kit API°
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20C AUX. Se enfrentaron distintas concentraciones de estos microorganismos ante 30 ul
de AE de romero, hallandose que A. fumigatus fue mas susceptible que C. guilliermondliy
Kloeckera spp. También se analizaron distintas concentraciones de AE frente a la
concentracion sensible de microorganismos, halldndose que dichos % de inhibicion se
incrementaban con la cantidad de AE, siendo A. fumigatus el microorganismo mas
sensible.

Los resultados muestran que el empleo de AE de romero en combinacién con un
empaqgue en atmdsfera modificada pasiva y refrigeracion permite mantener en mejor
condicidn a rodajas de tomate. No se vio mayormente afectada la calidad nutricional y
sensorial respecto de las muestras controles, pero si se logré mantener una mejor calidad
microbioldgica. EI AE de romero ejercio6 un efecto antimicrobiano a diferentes
concentraciones para la flora nativa aislada e identificada: A. Fumigatus, Candida
guilliermonddi y Candida spp. Los compuestos terpénicos adsorbidos en el tomate y
mayoritarios en la atmdsfera que rodea al tejido fueron 1,8-cineol y L-canfor, por lo que
pareciera ser que estos compuestos serian los responsables del efecto antimicrobiano
observado y que permitié finalmente incrementar el tiempo de vida util del tomate fresco
cortado almacenado en atmdsfera modificada y refrigerado.



1 INTRODUCCION




1.1 TOMATE

1.1.1 Morfologia

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una planta perteneciente a la familia de las
solanaceas (Solanaceae), siendo uno de los frutos tipo baya mas estudiados. Esto se debe
a su importancia nutricional y econémica puesto que es una de las especies horticolas
mas cultivadas a nivel mundial, gracias a su gran adaptabilidad, variabilidad,
caracteristicas organolépticas y usos.

El fruto de tomate es una baya de pulpa tierna y jugosa, de forma generalmente sub-
esférica, globosa o alargada, presenta varios tamanos dependiendo de su variedad.

Estd compuesto basicamente por un pericarpio, tejido locular, placenta y semillas.

e El exocarpio o epicarpio estd compuesto por una epidermis que no posee estomas,
y varias capas subepidérmicas de tipo colenquimatico (pared gruesa).

e El mesocarpo esta compuesto por células parenquimaticas y haces vasculares.

e El endocarpio se compone de una capa celular que delimita las cavidades loculares.
También son parte del pericarpio las paredes radiales del fruto llamadas septos, que
separan las cavidades loculares, y la pared interna llamada columela (Ho y Hewitt,
1986; Gillaspy et al., 1993).

e El tejido locular colinda con la placenta (dado que surge a partir de ésta), y se
expande durante el desarrollo hasta rodear completamente las semillas.

e Semillas se componen del embridn, el endosperma vy la cubierta seminal que es la
capa mas externa de la semilla derivada a partir del tegumento que rodea

inicialmente al évulo (Chamarro, 1995).
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Figura 1-1: Vista externa, corte longitudinal y transversal de tomate

1.1.2 Variedades
Dependiendo de su estado de madurez puede ser de color rojo, rosado, amarillo o verde
y de forma redonda, achatada o alargada. Presenta varios tamafios dependiendo de su

variedad (Figura 1-2).

Las variedades mas comunes son:

e Redondo: Su didmetro varia entre 65 y 100 mm. Se denominan redondos sélo a
aquellos frutos que cumplen con el didmetro especificado. En la provincia de Buenos
Aires constituye el tipo mas comun con un 60% del volumen total de produccion.

e Cherry: Variedad que produce gran cantidad de frutos pequefios, del tamafio de una

cereza, didmetro menor a 40 mm. Tiene un sabor ligeramente dulce, aportado



mayoritariamente por la sacarosa y esta caracteristica lo hace uno de los mas
apetecibles al consumidor.

e Perita: variedad hibrida, sus caracteristicas comunes son la forma oblonga o de pera,
el sabor suave y la gran cantidad de pulpa.

e Platense: Variedad de madurez media tardia, es un fruto de forma globular
achatada y de consistencia firme. Su tamano varia de medio a grande, con un peso
aproximado 250-300 gr. Excelente sabor. Pese a esta descripcion el tomate Platense
no proporciona un buen porcentaje de rendimiento puesto que posee mayores

problemas en cuanto a la conservacidn postcosecha respecto a otras variedades.

Redondo Cherry Perita Platense

Figura 1-2: Principales variedades de tomate

1.1.3 Valor nutricional

El agua representa entre el 88 y el 95 % del peso del fruto de tomate correspondiendo el
mayor valor a los cultivares de industria y el menor a los tipos cereza (o cherry). Con ese
alto contenido en agua su valor nutritivo no puede destacarse por su poder energético,
sino en sus sales y vitaminas (Tabla 1-1). Aunque hay otras frutas y hortalizas con
mayores contenidos vitaminicos, el alto consumo del tomate lo convierte en la principal
fuente de vitaminas en muchos paises. Por ejemplo en Estados Unidos el tomate no
ocupa ningun lugar destacado en cuanto a concentracién de componentes nutricionales,
de hecho el tomate ocupa entre los principales frutos y hortalizas el 16° lugar como
fuente de vitamina A y el 13° como fuente de vitamina C. En términos de consumo, sin
embargo, el tomate es la 3° fuente de ambas vitaminas en este pais, dado por el alto

volumen de tomates consumidos.



Tabla 1-1: Composicion de frutos de tomate (USDA, 2008).

Nutrientes Unidad Valores
por 100 g
Agua g 94,52
Energia Kcal 18,00
Proteinas g 0,88
Lipidos totales g 0,20
Carbohidratos g 3,89
Fibra, total dietaria g 1,20
Azucares, totales g 2,63
Minerales
Ca mg 10,00
Fe mg 0,27
Mg mg 11,00
P mg 24,00
mg 237
Na mg 5,00
Zn mg 0,17
Vitaminas
Vitamina C mg 13,70
Tiamina mg 0,037
Riboflavina mg 0,019
Niacina mg 0,594
Vitamina B-6 mg 0,080
Folato, DFE ug 15,00
Vitamina B-12 Mg 0
Vitamina A, equivretinol Mg 42,00
Vitamina A, Ul U 833
Vitamina E (alfa-tocoferol) mg 0,54
Vitamina D (D2 + D3) ug 0
Vitamina D U 0
Vitamina K (filoquinona) ug 7,90
Grasas
Acidos grasos saturados totales g 0,028
Acidos grasos mono-insaturados totales g 0,031
Acidos grasos poli-insaturados totales g 0,083
Colesterol mg 0

El tomate contiene (20 mg 100 g!) de acido ascérbico, cantidad moderada que aporta
entre el 20 y 40% de la racidn diaria recomendada (Binoy et al., 2003), de igual manera
aporta cerca del 20% de las cantidades diarias necesarias de vitamina A.

Por otro lado en los ultimos afios el tomate ha sido muy estudiado cientificamente por el

efecto beneficioso que parece tener sobre el organismo humano, varios estudios



confirman que este vegetal parece ser una fuente inagotable de propiedades curativas y
preventivas.

El licopeno es un carotenoide que da lugar al color rojo caracteristico de los tomates, el
mismo se encuentra entre 2,5 y 3 veces mds concentrado en la piel que en la pulpa (Binoy
et al., 2003). Posee propiedades antioxidantes y actua protegiendo a las células humanas
del estrés oxidativo, uno de los responsables de las enfermedades cardiovasculares,
cancer y envejecimiento (Rao y Agarwal, 1998). Numerosos estudios epidemioldgicos
sugieren que el consumo de licopeno tiene un efecto beneficioso sobre la salud,
reduciendo la incidencia de patologias cancerosas (sobre todo de pulmdn, prdstata y
tracto digestivo) y cardiovasculares (Giovannucci y Clinton, 1998). Si bien adn no se
conocen exactamente los mecanismos de su accidn protectora, se cree que actua sobre el
estrés oxidativo el cual estd ligado al proceso de carcinogénesis (Kris-Etherton et al.,

2002).

1.1.4 Madurez del fruto

Tras la fertilizacién de los évulos, los carpelos se transforman en un érgano complejo que
da lugar a un fruto maduro. Las plantas de tomate producen frutos rojos carnosos como
resultado de un proceso de desarrollo que incluye tres fases (Gillaspy, 1993). La primera
fase comienza en el estadio de antesis el cual esta relacionado con el desarrollo del ovario
(cuajado). En la segunda fase, el crecimiento del fruto ocurre principalmente como
consecuencia de divisiones celulares, es en esta fase donde comienzan a desarrollarse los
embriones. En la tercera fase termina la division celular y el fruto continda creciendo a
través de expansidn celular hasta que alcanza su tamafio final. El tiempo necesario para
gue el ovario se convierta en fruto maduro puede tardar entre 7 y 9 semanas desde la
antesis (Chamarro, 1995). Esto es conocido como estado verde debido a que si bien el
fruto se encuentra superficialmente de color verde (Figura 1-3), al realizar un corte del
fruto el desarrollo del gel ha ocurrido al menos en forma completa en uno de los loculos,
por lo que se considera que el fruto ha llegado a madurez fisioldgica. Este estado

constituye el minimo grado de desarrollo necesario para realizar la cosecha (Figura 1-4).



Figura 1-3: Vista exterior e interior de los estados de madurez del tomate: a) verde, b) verde
maduro, c) pintdn, d) rosado, e) rojo palido y f) rojo. (Baez y Contreras, 2013)

La madurez comercial se refiere al estado en el cual el fruto es requerido por el mercado,
en este estado de desarrollo el producto relne los requisitos para ser utilizado y
consumido (Figura 1-3 y 1-4). La sobremadurez es el estado que sigue a la madurez
comercial y la preferencia por parte de los consumidores disminuye, fundamentalmente
porque el fruto se ablanda y pierde parte del sabor y aroma caracteristicos. Sin embargo,
es el punto adecuado para la elaboracion de dulces o salsas. La madurez comercial puede
coincidir o no con la madurez fisioldgica. En la mayor parte de los frutos el maximo
desarrollo se alcanza antes que el producto alcance el estado de preferencia de los
consumidores pero en aquellos que son consumidos inmaduros tales como pepino,
zuchinis, chauchas, arvejas, hortalizas baby, etc. la madurez comercial se alcanza mucho

antes que la fisiolégica (FAO, 2007).
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Figura 1-4: Calidad organoléptica de un fruto en funcién de su madurez. (FAO, 2007)



Una vez que el fruto esta completamente desarrollado y las semillas alcanzan la madurez
fisiolégica, la respiracién se incrementa junto con la sintesis de etileno, lo que lleva a la
maduracion. Esto trae como consecuencia cambios bioquimicos y fisioldgicos que afectan
pardmetros como color, textura, aroma, sabor y contenido nutricional.

Como se describié anteriormente, en la maduracidon ocurren reacciones de sintesis y
degradacion, por ejemplo el desarrollo de color rojo caracteristico se debe a Ia
acumulacién de licopeno y B-caroteno y degradacion de clorofila (Hanson et al., 2004).
Una alta proporcién de la materia seca del fruto de tomate maduro esta aportada por los
azucares (glucosa y fructosa) y acidos orgdnicos (Davies y Hobson, 1981), los cuales
contribuyen al sabor del mismo. Los cambios de textura o ablandamiento se asocian con
alteraciones en las paredes celulares, mientras avanza el desarrollo del fruto se observa
un incremento en la hidratacidon de los polisacaridos, muchos polimeros de la pared
(principalmente pectinas y hemicelulosas) sufren procesos de depolimerizacién vy
solubilizacion (Rose et al., 2003).

Todas estas modificaciones en los componentes de pared se atribuyen a la accion de
diversas enzimas presentes en el apoplasto tales como galactosidasa (Smith et al., 1998),
entre otras.

El marcado incremento de la respiraciéon y produccion de etileno ocurren desde el
comienzo de la maduracién y son caracteristicas especificas de los frutos climatéricos
como el tomate. En estos frutos la respiracién es minima al inicio de la maduracién, para
después comenzar a aumentar alcanzando un maximo conocido como pico climatérico y
luego decae. En tomate, este pico en la respiracion es precedido por el aumento en la
produccién de etileno.

La respiraciéon es el proceso mediante el cual diferentes compuestos organicos como
carbohidratos, proteinas y grasas son oxidados a compuestos mas simples (CO, y H,0)
consumiendo oxigeno y con una consecuente liberacion de energia (Kader, 2002). Parte
de esta energia se elimina como calor, y una fraccién importante se almacena como ATP
para su utilizacidon en otras reacciones metabdlicas. La tasa respiratoria es un parametro
importante en la vida poscosecha de los productos fruti-horticolas, puesto que Ia
velocidad de deterioro (perecibilidad) es directamente proporcional a la velocidad de
respiracion. Asi por ejemplo, productos como el tomate con tasas respiratorias

moderadas (10-20 mL CO, kg™ h™, a 5 °C) muestran una capacidad de almacenaje mas
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elevada que hortalizas con alta tasa respiratoria como por ejemplo brécoli (40-60 mL CO,
kg* h, a5 °C).

A su vez, el etileno (C;Hs) es una hormona vegetal, responsable de regular muchos
aspectos del crecimiento, desarrollo y senescencia y es fisiolégicamente activo en
cantidades traza (< 0,1 ppm). Es producida por todos los tejidos de plantas superiores y
por algunos microorganismos. Su produccidon puede incrementarse debido a algunos
factores como el estado de madurez en la cosecha, los danos fisicos, la incidencia de
enfermedades, el incremento de la temperatura (hasta 35-40 °C) y el estrés por sequia,
entre otros. Por otra parte, los niveles de C,H; pueden reducirse durante la postcosecha
con el almacenamiento a baja temperatura y/o reduciendo el nivel de O, (< 8%) vy

elevando el de CO, (> 2%).

1.1.5 Producciény consumo

El tomate es una de las hortalizas de mayor produccion y valor econdmico, puesto que su
demanda aumenta continuamente junto con su cultivo, comercio y distribucién. La
superficie mundial del tomate fresco cultivado en el afio 2007 fue de 4 millones de has.
(Tabla 1-2), con una produccién de 126,2 millones de toneladas y un rendimiento medio

de 27.289 Kg ha™ (FAO, 2007).

Tabla 1-2: Produccidn, superficie y rendimiento de los principales paises productores en el mundo
(FAO, 2007)

Paises Produccion (t) Superficie (ha) Rendimiento (Kg/ha)
Asia 67.798.472 2.827.803 23.975
- China 33.645.000 1.455.200 23.120
- Turquia 9.919.673 270.000 36.739
- India 8.585.800 479.200 17.916
Europa 20.497.562 594.643 34.470
-UE 15.764.070 300.901 52.389
América N. y Central 15.468.766 327.554 44.712
- EEUU 11.500.000 175.000 65.714
- Méjico 2.900.000 130.000 22.307
América Sur 6.415.428 141.088 45471
- Brasil 3.364.438 56.678 59.360
- Chile 1.270.000 19.500 65.128
Africa 14.507.140 660.215 21.973
- Egipto 7.550.000 194.000 38.917
- Tinez 1.000.000 26.300 38.022
- Marruecos 1.140.000 20.000 57.000
Mundo 126.246.708 4.626.232 27.289
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Gran parte de la produccién de tomate se destina al procesamiento industrial. Los
principales paises procesadores de tomate que concentran el 90 % de la produccion
mundial son Estados Unidos, seguido por China, Italia y Turquia (Figura 1-5). El resto se
cosecha en el hemisferio sur (Chile, Brasil, Argentina, Australia). Argentina ocupa el
puesto 13 en el ranking y participa en promedio con el 1 % del total mundial (Instituto de
Desarrollo Rural 2013). En la ultima década el hecho mas relevante es el crecimiento de la

produccién china impulsado por su desarrollo econdmico y su enorme poblacion.

Paises industrializadores de Tomate

2% _ 1% 2%

M Estados Unidos
3%

H China

¥ talia

M Turquia

B Chile

H Brasil
Argentina

Australia

Figura 1-5: Principales paises industrializadores de tomate (Instituto Desarrollo Rural- Mendoza,
2013).

La produccién nacional de esta hortaliza se ubica cerca de un millén de toneladas anuales
(SAGPYA, 2008). Buenos Aires, Corrientes, el Noroeste argentino (NOA) y Mendoza se
encargan de abastecer el mercado en fresco, mientras que esta ultima provincia abastece
el 70% del mercado industrializado.

Por su parte, la provincia de Buenos Aires tiene dos grandes zonas dedicadas a la
produccién, una en el cinturdn verde que rodea a la Ciudad Auténoma de Buenos Aires y
La Plata, donde se destacan los municipios de La Plata (268 ha, 66,7 % de la superficie
provincial) y Florencio Varela (23 ha, un 5,7 %) y la otra en el cinturén verde de Mar del
Plata que se encuentra en el municipio de General Pueyrreddn donde se destinan cerca
de 61 ha, es decir un 15,1% de la superficie provincial. Actualmente existen 3856
unidades de produccién horti-fruticolas en la Provincia de Buenos Aires y

aproximadamente un tercio de las mismas se encuentran en el partido de La Plata (CHFBA,
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2005). La produccion total se ubica en unas 3000 ha, de las cuales 1000 corresponden a la
produccién en invernaderos. Esto hace que la regidn mencionada sea una de las
principales proveedoras de frutas y hortalizas de la Ciudad Auténoma de Buenos Aires y
Conurbano bonaerense, siendo el tomate el de mayor volumen de produccién dentro de
las hortalizas de fruto. La produccién en invernaculos ha permitido, por un lado, extender
los periodos productivos, pero principalmente incrementar los rendimientos por unidad
de superficie. En la actualidad el 80% del volumen de tomate producido en la regién se
obtiene bajo cubierta.

En Argentina el tomate es la segunda hortaliza mas consumida (16 kg por persona por
ano), después de la papa (SAGPYA, 2008). Una de las razones de la amplia aceptacion del
tomate se debe al aspecto exterior del fruto (forma, tamafo y color) y a las cualidades
internas como sabor, aroma, textura. La preferencia de los consumidores por distintos
tipos de tomate es variable y dependen en gran parte al uso al que se lo destine. Asi el
tomate perita es adecuado para la producciéon de pasta o puré por su gran proporcion de
pulpa, el tomate cherry se lo emplea en ensaladas y preparacion de platos gourmet, y el
tomate redondo en ensaladas y cortado en rodajas para incorporarlo en sandwiches o
sobre pizzas.

La tendencia actual del consumidor es preferir alimentos que no demanden demasiado
tiempo en su coccién o elaboracion, y que los mismos conserven sus caracteristicas
organolépticas y de calidad, lo cual lleva a la necesidad de realizar estudios para
presentar productos listos para usar o minimamente procesados en fresco, es decir
pelado y/o cortado y en un envase que facilite su consumo preservando sus

caracteristicas sensoriales.
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1.2 VEGETALES MINIMAMENTE PROCESADOS FRESCOS

1.2.1 Clasificacion

El consumo de hortalizas y frutas aporta varios beneficios para la salud, ya que son fuente

de minerales, vitaminas, fibra alimentaria y agua, ademds su aporte caldrico es

significativamente menor al de otros alimentos. Sin embargo en muchos paises el

consumo de vegetales no se cumple con lo recomendado por la Organizacién de las

Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) y por la Organizacion Mundial

de la Salud (OMS), que es de 400 g de frutas y hortalizas por dia por persona. Como se

menciond anteriormente, esto puede ser causa del tiempo de elaboraciéon prolongado

gue necesitan estos alimentos para su preparacién y coccion.

Hoy en dia existe una gran variedad de productos fruti-horticolas en el mercado se las

clasifican en las siguientes gamas:

| GAMA: Vegetales frescos enteros. Constituida por alimentos frescos, como frutas y
hortalizas, conservados mediante métodos tradicionales como la refrigeracion,
deshidratacién y encurtido.

Il GAMA: Productos en conserva. Alimentos a los cuales se les ha realizado un
tratamiento térmico para su conservacion, como esterilizacion. Estos se han
envasado en recipientes herméticos como latas o envases de vidrio. Se los llama
conservas.

Il GAMA: Productos congelados. En este grupo se consideran los alimentos
conservados por frio (congelacién). Estos alimentos son congelados en crudo, por lo
tanto es necesaria su descongelacién para cocinarlos antes de consumirlos. En estos
productos es imprescindible que no se rompa la cadena de frio, por lo que se deben
transportar en condiciones isotérmicas y respetando las condiciones de
almacenamiento y uso.

IV GAMA: Productos minimamente procesados en fresco (MPF): A esta gama la
componen hortalizas y frutas frescas, preparadas mediante operaciones unitarias
como seleccién, pelado, cortado, lavado y envasado. Son conservadas y distribuidas
en refrigeracidn, las mismas estan listas para ser consumidas crudas sin ningun tipo

de operacién adicional.
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e V GAMA: Productos pre-cocidos: son productos tratados por calor, listos para
consumir en forma ya cocida, no frescos. Los mismos se comercializan refrigerados.

En el presente trabajo de tesis se trabajara con rodajas de tomate fresco, por lo que

constituyen productos IV Gama o MPF. A continuacion desarrollaremos mas en detalle

las caracteristicas de los productos y formas de conseguir un producto IV Gama.

1.2.2 Proceso de elaboracion de productos minimamente procesados en fresco.
El proceso de produccién depende de la materia prima y el producto final que se desee
obtener, sin embargo en la mayoria de los procesos de elaboracién de frutas y hortalizas
minimamente procesadas estan presentes similares operaciones unitarias (Figura 1-6).
En el proceso de elaboracién de estos alimentos es importante mantener temperaturas
reducidas desde la preparacién inicial hasta la conservacién posterior, esto permitira
mantener el producto con sus caracteristicas de frescura desde la produccion, pasando
por la elaboraciéon y hasta el consumo. De esta manera el producto mantiene sus
propiedades naturales y de frescura, con la diferencia de que llega al consumidor, lavado,
troceado y dentro de un envase.

Si analizamos en detalle las distintas etapas involucradas en la preparacidon de los

productos IV Gama podemos mencionar:

e Materia prima: La materia prima a utilizar debe ser de alta calidad evitdandose
destinar al procesamiento aquellos productos que hayan sufrido deterioro
pronunciado. En esta etapa se realiza una inspeccion visual con el fin de controlar las
caracteristicas organolépticas del producto ya que se debe asegurar la calidad 6ptima
de la materia prima lo cual es un factor fundamental en la elaboraciéon de MPF.

e Almacenamiento y pre-enfriamiento: Es necesario almacenar la materia prima a
temperaturas de refrigeracion previa a los procesos de transformacion, con el fin de
retrasar los procesos metabdlicos del producto.

e Seleccion y clasificacion: En esta etapa se realiza una seleccion y clasificaciéon de los
productos segun su forma, tamano, color, firmeza, dafios superficiales, etc. Los
vegetales que no cumplan con las caracteristicas deseadas son separados con el fin de

gue estos no perjudiquen la calidad del resto de los vegetales.
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Figura 1-6: Diagrama de flujo de procesamiento minimo de vegetales (Parzanese. 2012).

e Lavado: El objetivo es separar y eliminar sustancias extranas que pueden estar
presentes en los vegetales, frutas u hortalizas, después de su recoleccién y transporte,
mediante la utilizacién de agua a 4 °C. Puede realizarse en forma manual o mecanica.

e Pelado: Esta operacidn consiste en separar la corteza o piel del vegetal, en caso de
gue asi se lo requiera. Se debe evitar que durante el pelado el producto no sufra otros
dafios fisicos ni quimicos. Se puede utilizar diferentes métodos como pelado al vapor,
pelado al cuchillo, pelado por abrasién, los cuales no causan deterioro en las
caracteristicas del producto.

e Reduccion de tamano y cortado: El objetivo es dar forma y tamano definido a las

frutas y hortalizas y el tipo de corte que se desee obtener (cubos, rodajas, tiras,
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rallado, etc.). Estas operaciones causan dafios mecanicos y cambios metabdlicos y
fisiolégicos lo que ocasiona el rapido deterioro del tejido vegetal. Por lo que es
necesario enfriar el producto hasta 4°C inmediatamente después del cortado.

e Lavado y desinfeccion: Es una etapa importante del proceso, puesto que influye en la
inocuidad y vida util del producto final. Su objetivo es eliminar los fluidos celulares
qgue fueron liberados tras el corte y que pueden favorecer el crecimiento microbiano y
el pardeamiento (Ahvenainen, 1996; Artés, 2000), se consigue disminuir la
contaminacién microbiana inicial por efecto del lavado-desinfeccién con hipoclorito

sodico (100-150 ppm a pH 6,5) (Artés- Hemandez et al., 2009).

Se han desarrollado sistemas de desinfeccién como alternativa al uso de cloro y sus
derivados para conservar adecuadamente al producto vegetal y prolongar su vida util.
Estas alternativas se aplican en forma previa o posterior a la de secado, dependiendo de
los requerimientos de cada una. Se utilizan tratamientos fisicos como tratamientos
térmicos de alta temperatura (en agua o aire), tratamientos UV-C, atmosferas
modificadas, tratamientos quimicos con antioxidantes, agentes de recubrimiento,
texturizantes (soluciones salinas), conservantes (acido benzoico vy sérbico), vy
antimicrobianos naturales (aceites esenciales).

e Secado: Es una etapa importante para garantizar la calidad durante el tiempo de vida
util del producto. Dependiendo de sus caracteristicas se puede realizar un secado
centrifugo, o secado por aire frio. El proceso de secado debe remover al menos la
misma cantidad de agua que el producto retuvo durante su procesamiento (Kader,
2007).

e Envasado: Tiene como finalidad proteger al producto de dafios fisicos, quimicos o
microbioldgicos durante el almacenamiento y comercializacién. Para esto se utilizan
bolsas o bandejas cubiertas procurando controlar su peso neto y sobre todo la
ausencia de materias extraflas provenientes de desperfectos en la linea de
procesamiento.

e Distribucidon y comercializacion: En esta etapa se debe garantizar la integridad de la
cadena de frio, para evitar la pérdida de calidad y la disminucién de la vida util del

producto, lo que ocasionaria finalmente una importante pérdida econdmica.
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1.2.3 Cambios en procesos fisiologicos y metabodlicos

Los vegetales frescos cortados sufren varios cambios en su estructura y composicién. Los
mismos son consecuencia de la manipulacién durante su procesado, esto expone a los
tejidos internos a la atmdsfera, promoviendo la deshidratacién y rapido deterioro
observando cambios en la textura (debido a la pérdida de agua) y en el color atribuido al
pardeamiento oxidativo en las superficies cortadas (Brecht, 1995). La rotura del tejido por
el corte incrementa la velocidad de respiracidn, y por lo tanto un consumo mas rapido del
0O, en el envase, especificamente en vegetales climatéricos ocurre también el aumento de
la produccién de etileno, lo cual contribuye a la sintesis de enzimas involucradas en
reacciones bioquimicas de maduracion. Ademas, el corte aumenta la superficie de tejido
susceptible de alteracién microbiana.

Como se menciond anteriormente durante las operaciones de corte y pelado las
membranas sufren modificaciones, liberando enzimas que reaccionan con sustratos
provocando pérdida de calidad sensorial y nutricional del vegetal. La alteracion mas
comun es el pardeamiento enzimatico que se presenta generalmente en frutas vy
hortalizas peladas y troceadas. Esta reaccion es catalizada por las enzimas
polifenoloxidasas (PPO). Estas en presencia de oxigeno (02) hidroxilan compuestos
fendlicos presentes en los tejidos vegetales que terminan generando o-quinonas, las
cuales producen pigmentos pardos o melaninas.

De igual forma, debido a la deshidratacidn hay pérdida de firmeza del vegetal ocasionado
por la accién de las enzimas pectin esterasas (PE) y poligalacturonasas (PG). Las cuales
catalizan reacciones de hidrdlisis de las sustancias pécticas. Las pectinas forman parte de
la pared celular otorgando la textura caracteristica a los tejidos vegetales. Cuando estas
enzimas hidrolizan compuestos pécticos se produce la pérdida de turgencia celular y de la
textura natural del producto.

Lo descrito anteriormente indica que los alimentos de IV-Gama son muy vulnerables a la
contaminacién microbiana, esto sumado a su rdpido deterioro reducen el periodo de
comercializacién del producto. Por lo tanto resulta indispensable combinar tecnologias
poscosecha con una adecuada refrigeracién a fin de poder extender el periodo de vida

util para su comercializacion.
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1.2.4 Tecnologias poscosecha en productos minimamente procesados

Generalmente los productos MPF presentan mayor perecibilidad, su corta vida util tiene
como consecuencias problemas en la produccién y distribucidn de los mismos.

Dependiendo del producto, de las tecnologias de poscosecha, y de su implementaciodn, la
vida de los productos minimamente procesados suele ser de entre 7 y 14 dias. Las

tecnologias de conservacién comunmente aplicadas son:

1.24.1 Refrigeracion

Cuando los vegetales se exponen a temperaturas bajas, por encima de las de congelacion,
se inactivanlas enzimas responsables de catalizar reacciones de deterioro. De igual
manera, se ocasiona la disminucién en la velocidad de reproduccién y crecimiento de
microorganismos patégenos. En estas condiciones se evidencia una menor tasa
respiratoria, asi como también una reduccidn en la produccién y sensibilidad al etileno.
Por lo tanto, es indispensable mantener la cadena de frio desde la produccién hasta la

comercializacion del producto.

1.2.4.2 Atmosfera modificada

Los productos minimamente procesados se envasan utilizando peliculas plasticas
poliméricas, siendo importante considerar la permeabilidad del envase, ya que esto
lograra modificar la atmdsfera en el interior del mismo. Se debe tomar en cuenta que los
vegetales continlan respirando y como consecuencia se produce, dentro del envase, una
disminucion en el contenido de O, y un aumento del de CO,.En muchos casos se crea una
atmdsfera modificada de elevada humedad relativa (90-95%) enriquecida en CO, por la
actividad respiratoria del producto y con baja concentracién de O,, para reducir la
deshidratacion, el metabolismo del producto y la velocidad de reacciones involucradas en
el deterioro (Lépez Galvez et al., 1996). La respuesta a las atmdsferas modificadas
depende del tipo de producto y del grado de madurez de los vegetales frescos cortados.
Para el caso de tomate maduro y entero, se recomienda 3-5% de O,y 3-5% de CO,,
aunqgue esta tecnologia es poco utilizada ya que los resultados alcanzados no son muy
marcados en este producto, como si lo son en otros (Suslow y Cantwell, 2000).

Actualmente existen gran variedad de materiales poliméricos de distinta permeabilidad
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con los cuales es posible satisfacer los requerimientos y especificaciones de envasado de

productos de la IV Gama.

1.2.4.3  Otras tecnologias

Hoy en dia se estdn empleando cada vez mds tecnologias combinadas en el
procesamiento de los alimentos puesto que resulta dificil que un Unico tratamiento logre
cumplir con todos los objetivos deseados (Alzamora et al., 1993). Algunas de estas

tecnologias son:

1.2.4.3.1 Agregado de ciertos sustratos al agua de lavado
En el agua de lavado se adicionan sustancias con efectos antimicrobianos, desinfectantes,

antioxidantes, reguladores de la maduracion y/o estabilizantes del color y textura El cloro
es el desinfectante industrialmente mas empleado, siendo su forma mas efectiva la del
acido hipocloroso (HCIO). (Gonzalez et al., 2005). También el ozono (Os) resulta ser muy
beneficioso en el lavado de productos frescos cortados, ya que reduce la flora microbiana
en la superficie de los alimentos (Gonzalez et al., 2005).

Sin embargo la tendencia actual del consumidor es buscar y consumir alimentos que no

tengan tratamientos quimicos pero que garanticen la inocuidad y calidad de los productos.

1.2.4.3.2 Tratamientos con luz ultravioleta C (UV-C)
Esta tecnologia es no ionizante, no deja residuos quimicos, no es téxica y se aplica en seco

por lo que reemplazaria el lavado y el consecuente secado posterior del producto.

La luz UV-C se aplica en productos minimamente procesados con el objetivo de reducir la
carga microbiana dado su gran efecto germicida a 254 ni. (Allende et al., 2006) aunque
también se han hallado resultados satisfactorios en retrasar la maduracién (Civello et al.,
2007) y sintomas de dano por frio (Vicente et al., 2005). Los costos del equipamiento

necesario no son elevados.

1.2.4.3.3 Aceites esenciales
La creciente demanda de alternativas a los antibidticos y productos quimicos aplicados en

alimentos ha incrementado la investigacidén sobre el potencial de los extractos vegetales,
en especial de los aceites esenciales como agentes antimicrobianos. Diversos estudios

determinan que los aceites procedentes de: clavo de olor, canela, mostaza, orégano,
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romero y tomillo son los que poseen una actividad antimicrobiana mas acentuada (Deans,

1987).

En el presente trabajo se combinara esta ultima tecnologia para la conservacién de

tomate cortado, por lo que a continuacién se detalla mayor informacién de la naturaleza,

propiedades y usos de los aceites esenciales.
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1.3 ACEITES ESENCIALES

1.3.1 Generalidades

Se denominan aceites esenciales (AE) al conjunto de los principales productos organicos
gue existen en diversas partes de las plantas obtenidas a partir de las mismas mediante
destilacién en corriente de vapor. Son mezclas complejas de hasta 100 componentes,
entre ellos: compuestos alifaticos de bajo peso molecular (alcanos, alcoholes, aldehidos,
cetonas, y ésteres), monoterpenos, sesquiterpenos, y fenilpropanos que determinan el
aroma caracteristico de la planta donante (Batish et al., 2008).

Se conocen aproximadamente 3000 plantas con potencial antimicrobiano, de las cuales
300 tienen importancia comercial (Burt, 2004). Los principales extractos vegetales con
actividad antimicrobiana son los aceites esenciales. Los mismos son clasificados por su
consistencia y se denominan con el mismo nombre de la planta de la cudl provienen
(planta donante), por ejemplo: AE de romero, AE de orégano, AE de jazmin, AE de

eucalipto.

1.3.2 Clasificacion
Los aceites esenciales se pueden clasificar segun diferentes criterios como consistencia,
origen, y naturaleza quimica.
e Segln su consistencia: los aceites esenciales se clasifican en esencias fluidas,
balsamos y oleorresinas.
Las esencias fluidas son compuestos liquidos, volatiles a temperatura ambiente.
Los bdlsamos son extractos naturales obtenidos generalmente de un arbusto o un arbol,
poseen consistencia mas espesa, y son poco volatiles, pero muy susceptibles a sufrir
reacciones de polimerizacion.
Las oleorresinas tienen el aroma de las plantas en forma concentrada, generalmente son
liquidos muy viscosos o sustancias semisdlidas, por ejemplo oleorresina de pimentdn,
pimienta negra, clavo, etc. También se conocen como oleorresina a los extractos
vegetales obtenidos mediante el uso de solventes, los mismos deben estar libres de
dichos solventes. Se utilizan para sustituir especias de uso alimenticio y farmacéutico

gracias a su estabilidad y facilidad de incorporar al producto terminado.
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e Segun su origen los aceites esenciales se pueden clasificar como naturales o
artificiales y sintéticos.

Los naturales se obtienen directamente de la planta y no sufren alteraciones fisicas o
guimicas posteriores, puesto que su rendimiento es muy bajo son generalmente muy
costosos.
Los artificiales se obtienen mediante enriquecimiento de la misma esencia con uno o
varios de sus componentes, p.ej. esencia de anis enriquecida con anetol.
Los sintéticos se producen por la combinacién de sus componentes, los mismos son
producidos por sintesis quimica, por lo tanto son mas econémicos y generalmente
utilizados como aromatizantes y saborizantes p.ej. esencia de vainilla, limén, etc.

e Segun su naturaleza quimica, debido a su compleja composicién con diferentes tipos
de sustancias, los aceites esenciales se clasifican de acuerdo al tipo de compuestos
mayoritarios presentes.

Debido a la variacion de compuestos del aceite esencial incluso dentro de la misma
especie, se aplica el término quimiotipo el cual se refiere a una entidad quimicamente
distinta, la cual lo hace diferente por sus metabolitos secundarios, pequefnas variaciones
como ambientales, geogréficas, etc. Las mismas no afectan su composicion morfolégica
pero producen cambios significativos a nivel de fenotipo quimico. Es asi que se
encuentran AE monoterpenoides (p.ej. hierbabuena, albahaca, salvia, etc.),
sesquiterpenoides (p.ej. pino, junipero, etc.) y fenilpropanoides (p.ej. clavo, canela, anis,

etc.).

1.3.3 Caracteristicas fisicas de los aceites esenciales

Los aceites esenciales son volatiles y liquidos a temperatura ambiente, son incoloros o
ligeramente amarillos posterior a su destilacién. Presentan una densidad inferior a la del
agua. Son apolares, por lo tanto poco solubles en agua, son liposolubles y pueden ser
extraidos de los productos donantes a través de la destilacién por arrastre con vapor de
agua. Son solubles en alcoholes y en solventes orgdnicos como cloroformo, éter, etc.
Varios factores influyen en la composicién de un aceite, entre ellos estan el origen de la

planta, la especie, condiciones climaticas y de crecimiento. De igual manera influyen la

23



destilacidn, y la forma de conservar el aceite, puesto que al ser sustancias volatiles deben
almacenarse adecuadamente para proteger su integridad.

Al analizar la fraccidén volatil de la misma por cromatografia gaseosa, se logra identificar
los componentes mayoritarios y los porcentajes relativos de los mismos. Mediante este

método se puede identificar practicamente la totalidad de la fraccion volatil analizada.

1.3.4 Caracteristicas quimicas de los aceites esenciales
Se ha comprobado que los aceites esenciales estan compuestos por componentes
voldtiles o metabolitos secundarios sintetizados a partir de distintas rutas metabdlicas,
por ejemplo:

e Via metabdlica del dcido mevaldnico: Terpenoides

e Via metabdlica del dcido siquimico: Fenil propanoides

e Via metabdlica de biosintesis de acidos grasos: Compuestos alicilicos.

1.3.4.1 Terpenoides

Son un grupo de compuestos naturales que conforman sustancias quimicas que derivan
biosintéticamente del acido mevalénico (AMV) que origina el compuesto isopentenil
pirofosfato (Porter y Spurgeon, 1983). A partir de alli se sintetizan por una conexién
“cabeza con cola” de unidades de isopreno, el cual esta constituido por cinco atomos de
carbono. Por consiguiente los compuestos con un solo isopreno son los hemiterpenos
(C5), monoterpenos los de dos (C10), sesquiterpenos los de tres (C15), diterpenos con
cuatro (C20), triterpenos con seis (C30), tetraterpenos con ocho (C40), etc., estas
estructuras se resumen en la Tabla 1-3. Es asi que todos ellos pueden ser divisibles
formalmente en unidades de isopreno, cuya unién sera en general en forma de “cabeza
con cola” (regla del isopreno). Si cumplen esta regla seran terpenos regulares, mientras
gue si no la cumplen seran terpenos irregulares. Esta regla no tiene en cuenta si el
compuesto contiene dobles enlaces o grupos funcionales oxigenados, sino solamente el
esqueleto carbonado.

La mayoria de monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos y triterpenos son compuestos
ciclicos, con estructuras tipicas de cada uno de estos compuestos como B-pineno, p-
cimeno, acido abscisico, vitamina A y colesterol, aunque también se encuentran ejemplos

de sustancias lineales como el fitol. Los tetraterpenos, p.ej. los carotenoides, difieren del
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resto de grupos de compuestos isoprenoides en que no presentan ciclacién del esqueleto
de carbono principal, con excepciones como en el caso de B-caroteno (Duan y Moeller,
2001; Sirisomaet al. 2001).

Tabla 1-3: Clasificacién de terpenoides y algunos ejemplos de los mismos.

Unidades Mombre
Clasificacidn de Carbonos del Estructura
isopreno CoOMmpuesto
Hemiterpeno 1 & Isoprenc iL'“f
Monoterpeno 2 10 p-cimeno
%

Sesquiterpeno 3 15 Acide o,

Alscisicn . . .

W,
e ™, T, g
Vitamina A [ Hri**; S e R
e

Diterpenao 1 20 T

Fitol | | -
Triterpeno 6 30 Colastera |

L4
H
HO"

Licopeno R . '

Tatraterpeno 4 40
VJ )
EI'I:EI'DTEI'IG _Mr:\..-‘bq._am.ﬂq‘_aﬁ.a ;_w‘;
Mgt

Los componentes mayoritarios de los aceites esenciales pueden llegar al 85% del total, y
el resto se presentan como trazas. Estudios demuestran que los componentes de menor
proporcién cumplen funciones importantes en la actividad antimicrobiana debido al
efecto sinérgico entre ellos, por lo tanto el aceite esencial entero tendrd una mayor

actividad que la mezcla de sus principios activos mayoritarios.
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Los terpenos mds comunes presentes en los aceites esenciales son los de menor peso

molecular, por lo tanto son los mas volatiles como los monoterpenos y sesquiterpenos.

e Monoterpenos

Estan compuestos por 10 atomos de carbono y poseen dos unidades de isopreno. En su
estructura pueden presentar hidrocarburos, alcoholes, aldehidos y compuestos
oxigenados que componen isémeros tanto funcionales como de posicidn y geométricos
(Tabla 1-4). Son considerados como una de las grandes familias de productos naturales
(Grayson, 2000). Los olores que emanan de las plantas, flores y frutas son debido a la
liberacion de monoterpenos, en general. También se han hallado en las familias de
angiospermas, y en menor medida en hongos y plantas no vasculares (Guenther, 1982).
Estos compuestos pueden o no cumplir la regla del isopreno, (unidn cabeza-cola)
pudiendo presentar estructuras aciclicos o ciclicas mono- y bi-ciclicos (Porter y
Spurgeon, 1983). En el presente trabajo empleamos el AE de romero, donde se han
hallado compuestos tales como: a- y B-pineno, canfeno, p-cimeno, B-felandreno, 1,8-

cineol, L-canfor, B-mirceno, entre otros (Turek y Stintzing, 2012; Szummy et al., 2010).

Tabla 1-4: Clasificacién de monoterpenos segun su estructura y ejemplos de los mismos.

ACICLICD
fircenc
Hidrocarburo
saturado
Limalal Geramial
O
Hidrocarburos g“—-"“m
oxigenados 3
o
MOMNOCICLICO
p-cimeno B =felandreno Limonena
Hidrocarburo -u-
saturado [Tj
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e Sesquiterpenos

Su estructura la componen 15 dtomos de carbono y 3 unidades de isopreno, estan
ampliamente distribuidos en la naturaleza en plantas no vasculares y con mayor
frecuencia en hongos. Presentan gran variedad ya que se pueden encontrar
hidrocarburos, alcoholes, cetonas, ésteres, glicésidos y alcaloides sesquiterpénicos.
Tienen una volatilidad relativa y varios de los compuestos estan presentes en aceites
esenciales.

No son metabdlicamente inertes, se sintetizan y catabolizan rapidamente en el
metabolismo vegetal. Ya que los sesquiterpenos tienen una unidad de isopreno mas que
los monoterpenos presentan mayor variabilidad estructural y funcional, debido a esto y
segln el numero de anillos de la molécula, se los puede clasificar en aciclicos,

monociclicos, biciclicos, triciclicos y tetraciclicos.

1.3.4.2 Fenilpropanos
Son sustancias naturales que se encuentran mayormente en los vegetales, su estructura
se caracteriza por un anillo aromatico unido a una cadena de 3 atomos de carbono vy

derivados del acido shikimico, su cadena lateral puede presentar insaturaciones o
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funciones oxigenadas (aldehido y carboxilo). Generalmente el anillo aromdtico esta

sustituido en los carbonos 3, 4 y 5, por grupos hidroxilo, metoxilo, principalmente.

1.3.5 Usos de los aceites esenciales en alimentos

En varias investigaciones los aceites esenciales han demostrado propiedades
antibacterianas, antimicéticas, antiparasitarias e insecticidas (Burt, 2004; Gutierrez et al.,
2008, Ponce et al., 2008). Algunos de los aceites esenciales que han sido ensayados en
alimentos son: eucalipto (Melaleuca alternifolia), romero (Rosmarinus afficinalis), menta
(Mentha piperita), rosa mosqueta (Rosa moschata), trébol (Syzygium aromaticum), limén
(Citrus limonum), orégano (Origanum vulgare), etc.

Diversas hierbas aromadticas y especias han sido utilizadas durante siglos como
condimentos para alimentos, pero también como preservantes. Hoy en dia los aceites
esenciales son muy estudiados para su uso en la industria de los alimentos por sus
propiedades medicinales y antimicrobianas. El desarrollo de tecnologias no tradicionales
de conservacion de alimentos, donde su finalidad es la conservacion de las caracteristicas
originales del alimento, abrié el camino a la aplicacién combinada de distintos métodos,
proporcionando un amplio campo de investigacidn para los extractos de aceites
esenciales. Un ejemplo de esto, es la aplicacién de peliculas comestibles enriquecidas con
extractos vegetales y diferentes sustancias con propiedades antimicrobianas vy
antioxidantes. Las peliculas comestibles disminuyen las pérdidas de humedad, de aromas
y la permeabilidad al O,, reduciendo el deterioro del alimento. El enriquecimiento con
aceites esenciales de las peliculas comestibles permite la lenta liberacién del agente
antimicrobiano prolongando su acciéon (Ramos et al., 2010).

Debido a que los efectos antimicrobianos generados por los aceites esenciales siguen en
estudio, son escasos los reportes que indican su aplicaciéon en alimentos, sin embargo
dentro de estas investigaciones se ha mostrado un efecto positivo al utilizar aceites
esenciales en fase vapor principalmente en empaques activos (Skandamis y Nychas, 2002;
Avila-Sosa et al., 2012).

Tzortzakis (2007) evalud la calidad de dos vegetales como fresa y tomate, los cuales
fueron expuestos a vapores de aceites esenciales de eucalipto y canela. Donde se

demostré que los dos vegetales, ademds de tener una proteccion contra
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microorganismos conservaron su calidad al estar expuestos a vapores de aceites
esenciales. Tzortzakis (2007) también menciona que existe un uso potencial al incorporar
aceites esenciales en fase vapor en empaques o envases activos.

De igual forma Phillips et al., (2011) comprobaron el poder antifingico de una mezcla de
aceites esenciales en fase vapor de bergamota y naranja, al exponerlos en tomates vy
granos. En este estudio se demostrd que la mezcla de aceites esenciales en fase vapor no
fue tan efectiva en reducir la poblacion de A. Alternaria en tomate pero si funcioné como
antifungico y no alterd las propiedades organolépticas de los granos.

De la misma manera varios estudios in vitro han investigado propiedades antimicrobianas
del aceite esencial de romero (R. officinalis), mostrando como resultado que este aceite
esencial exhibié un amplio espectro de accidn antimicrobiana para bacterias tanto Gram
positivas como Gram negativas (Moreira et al.,2005), de igual forma el aceite esencial de
romero mostré una apreciable actividad antibacteriana contra cepas de E.coli,
S.typhimurium, S. enteritidis y S.sonnei, con halos de inhibicion entre 19,8 y 25 mm para
las cepas evaluadas (Moreira et al., 2005). Un estudio similar demuestra que el aceite
esencial de R. officinalis presenta importante actividad antibacteriana contra las cepas
recién mencionadas, ademas de poseer una notable actividad antifungica contra Candida
albicans, Trichophyton tonsurans, y Trichophyton rubrum (Bozin et al., 2007).

Si bien existen numerosos estudios sobre la actividad antimicrobiana del aceite esencial
de Rosmarinus officinalisL., debe tenerse en cuenta que in vivo suelen requerirse mayores
concentraciones de los extractos para obtener resultados similares a los estudios in vitro
(Ponce et al., 2008).

En general la eficacia de los extractos puede verse afectada por ciertos componentes de
los alimentos, se cree que altos niveles de grasa y/o proteinas en el alimento protegen a
las bacterias de la accién de los extractos (Moreira et al., 2005).

No sélo deben tenerse en cuenta las propiedades intrinsecas del alimento, sino también
las extrinsecas, tales como temperatura, caracteristicas de los microorganismos, etc. Es
importante analizar la influencia de estos factores en la actividad antimicrobiana de los
extractos propuestos para determinar las condiciones éptimas de aplicacion (Gutierrez et
al., 2008).

El empleo de aceites esenciales, debe ser en una concentracion tal que logre un efecto

benéfico en la conservacion del producto sin ser rechazado por el consumidor al detectar
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un aroma o sabor excesivo, y por otro lado debe emplearse un tipo de hierba aromatico
que usualmente se consuma con el alimento a fin de no producir un rechazo por parte del
consumidor. Las hierbas aromaticas que suelen emplearse para acompafiar un plato que
contenga tomate fresco suelen ser ajo, perejil, orégano, laurel y romero. Se ha empleado
el aceite esencial de ajo con buenos resultados (Ayala-Zavala et al., 2009), al igual que la
aplicacion de aceite esencial de orégano y romero mostraron una disminucion
significante en la microflora de vegetales frescos cortados como lechuga, remolacha,
rdcula (De Azeredo et al., 2011).

Es por ello que en este trabajo se emplearan aceites esenciales naturales de algunas de
estas hierbas aromaticas como técnicas alternativas que complementen a la refrigeracion

y la atmésfera modificada tendientes a conservar la calidad de tomate fresco cortado.
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2 OBIJETIVOS




2.1 OBJETIVO GENERAL

e Optimizar el uso de tecnologias alternativas, a fin de preservar la calidad y

extender la vida Gtil de tomate fresco cortado.

2.1.1 Objetivos especificos

® Seleccionar el tipo de aceite esencial que mantenga la vida postcosecha vy la

calidad de tomate fresco cortado.

® Analizar el efecto del aceite esencial seleccionado sobre la calidad nutricional,

sensorial y microbiolégica de tomate fresco cortado.
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3 Materiales y Métodos
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3.1 EVALUACION SENSORIAL

3.1.1 Seleccion del estado de madurez

Para determinar el estado de madurez de tomate a emplear se realizé un anlisis
sensorial de aceptabilidad por atributos, evaluando los parametros de color vy
aceptabilidad general mediante una escala heddnica.

El analisis se realizé con un total de 70 panelistas no entrenados, agrupados de a 10
personas a los cuales se les entregd una encuesta y las muestras a evaluar. El modelo de

la evaluacion se presenta en la Figura 3-1.
EVALUACION DE ACEPTABILIDAD POR ATRIBUTOS

Fecha: Nombre: Evaluador N2:

Ud. recibiré cuatro (4) alternativas diferentes de rodajas de tomate. Por favor, evaltie sin degustar, la aceptabilidad
de cada atributo. Marque con una cruz la casilla correspondiente. Evaltie todos los atributos de la primera muestra,
y luego pase a la siguiente, ubicada a la derecha de la anterior.

MUESTRA N2:
Me disgusta Me es Me gusta
Mucho indiferente mucho
o ER e E N O

Aceptabilidad General D D D D |:| D D D D

MUESTRA Ne:

Me disgusta Me es Me gusta

Mucho indiferente mucho

= B e e (s

Aceptabilidad General D D D D D D D D D
MUESTRA Ne:

Me disgusta Me es Me gusta

Mucho indiferente mucho

ot i D e Es O

Aceptabilidad General D D D D D D D D D

MUESTRA N2:
Me disgusta Me es Me gusta
Mucho indiferente mucho
0 EEENE ST T

Aceptabilidad General D I_—_I D D D D D D D

Figura 3-1: Modelo de evaluacion sensorial por atributos
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Se presentaron cuatro muestras que consistian en una bandeja con seis rodajas de
tomate, cada bandeja representd un estado de madurez y fue etiquetada con una
numeracion aleatoria de 3 digitos siendo: 640 verde-maduro, 509 rosa, 330 rojo claro, y
859 rojo. Las bandejas se presentaron a los panelistas en un orden aleatorio.

Los panelistas evaluaron las muestras en orden de presentacién y segun su preferencia en
la escala comprendida entre: “Me disgusta mucho” y “Me gusta mucho”. Con el fin de
asignar un puntaje a las respuestas se utilizé la escala de 1 a 9, siendo 1 la muestra menos
aceptada y 9 a la muestra mas aceptada. De esta manera se estimé el puntaje asignado a
cada atributo y para cada muestra. Los resultados se compararon mediante un analisis de

varianza empleando la prueba LSD de Fisher para la comparacidon de medias (p< 0,05).

3.1.2 Seleccion de bandejas de presentacion

Una vez seleccionado el estado de madurez de los tomates se procedié a evaluar las
bandejas en que se presentard el producto.

Se empled una prueba de ordenamiento por preferencia en la que a un panel de 72
evaluadores no entrenados se les presentd 4 muestras diferentes de bandejas con 6
rodajas de tomate con igual grado de madurez, codificadas con nameros al azar siendo:
330 bandeja de telgopor rectangular, 859 bandeja de telgopor cuadradas, 640 bandeja de
poliestireno ovalada y 509 bandeja de poliestireno rectangular y profunda.

Mediante una encuesta los evaluadores ordenaron las bandejas segun su preferencia
colocando el cddigo de la muestra que les gusta menos a la que les gusta mas de

izquierda a derecha, como se muestra en el modelo de planilla (Figura 3-2).

ORDENAMIENTO POR PREFERENCIA

NOMBRE: CONSUMIDOR N°:

Usted recibira cuatro bandejas con tomates. Por favor, evaluando sé6lo el tipo de bandeja
(no los tomates), ordénelas segiin su grado de preferencia, escribiendo el codigo de la
muestra que menos le gusta a la izquierda siguiendo hacia la derecha con la que mas le
gusta.

gusta menos gusta mds

Figura 3-2: Modelo de evaluaciéon sensorial de ordenamiento por preferencia.
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Para el andlisis de los resultados se dio el puntaje desde 1 a 4 en orden creciente de
preferencia.

Se calcularon las sumas de los ordenamientos para cada muestra y se evaluaron
estadisticamente con la ayuda del test de Friedman. Este test determina si las sumas de
los ordenamientos totales para cada muestra difieren significativamente. La formula del

estadistico de Friedman es la siguiente:

12
"Nk (k+1)

(R*+R5 + ...+R%) — 3N (k+ 1)

Donde: N es el numero de evaluadores, k el nimeros de muestras y R,%, R22,... etc., las
sumatorias de los ordenamientos de cada muestra. Se determina si hay diferencias
significativas si el valor de F es mayor a los valores tabulados para determinados valores
de Ny k.

Se calculan las diferencias de todos los pares de muestras. Estos valores se comparan con

los obtenidos en la siguiente férmula:

K (K+1)
6

a
IMU-Mv| > Z> [N
Z(a=0,05)=1.96
Donde Mv es las sumatoria de las muestras.
Para que dos muestras se consideren diferentes significativamente debe corroborarse la

condicién anterior.

3.2 TRATAMIENTO CON ACEITES ESENCIALES

3.2.1 Material vegetal

Se utilizaron tomates (Solanum licopersicum) de la variedad Redondo los cuales fueron
adquiridos en un comercio de la ciudad de La Plata.

Los frutos fueron preseleccionados, descartando los que tenian algin defecto en su

superficie o no tenian la madurez adecuada para el ensayo. Luego se lavaron con agua
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potable, se sumergieron en una solucion de agua clorada (NaClO 150 ppm) durante 5 min,
se secaron y finalmente se cortaron en rodajas de 7 mm descartando la base y la seccion

superior que circunda el peciolo. Se colocaron 6 rodajas por cada bandeja.

3.2.2 Seleccion del tipo y concentracion de aceite esencial

Para la seleccién del tratamiento se ensayaron esencias de laurel y romero puras
extraidas de hojas del material vegetal correspondiente mediante destilacién por arrastre
con vapor de agua provistas por la catedra de Fitoquimica de la Facultad de Ciencias
Agrarias y Forestales de la UNLP .Se colocaron 6 rodajas en bandejas de telgopor
rectangulares, las cuales contenian una tira de papel de filtro impregnada con distintos
volumenes (0, 15, 30, 50 y 100 ul) de cada esencia ensayada y fijada en un lateral de la
bandeja. A las muestras control no se las sometié al tratamiento con aceites esenciales.

Siendo el volumen de la bolsa 1.8 Lts. La concentracion de AE se muestra a continuacion.

Volumen de AE (uL) 15 30 50 100
Conc. en envase (uL/L) 8.3 16.7 27.8 55.5

3.2.3 Envasado y almacenamiento

Las bandejas control o tratadas ya conteniendo las rodajas de tomate se envasaron con
film PD961 (Cryovac®) que posee las siguientes caracteristicas: Permeabilidad: O,: 3000
cm>.m™, CO5: 9.800 cm>®.m™ 24 h a 23 °C, V. de agua: 80.08 cm®.m?24 ha 23 °C.

Se utilizé una selladora de calor (Limpari CC400) para cerrar las bolsas y se almacenaron a
5 °C durante 16 dias. El ensayo se realizé por duplicado y se utilizaron 30 tomates con un

total de 120 rodajas distribuidas en 20 bandejas entre muestras tratadas y controles.

3.3 EFECTO DE LA ESENCIA SELECCIONADA SOBRE LA CALIDAD DE LAS
RODAIJAS DE TOMATE

Se utilizaron frutos de tomate de variedad Redondo los cuales fueron adquiridos en un
comercio de la ciudad de La Plata. Se desecharon frutos con defectos en su estructura, de
la misma manera que los que no presentaban la madurez apropiada.

Como se menciond anteriormente en la seccién 3.2 los tomates se lavaron en agua
corriente, luego con agua clorada, se secaron, se cortaron en rodajas y se colocaron en

bandejas que tenian una cinta de papel filtro impregnado con la esencia seleccionada de
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romero al 30 uL. Se prepararon 36 bandejas con 6 rodajas de tomate cada una, utilizando
un total de 54 tomates. Posteriormente se envasaron con film PD961 (Cryovac®) y se
almacenaron a 5 °C por 0, 4, 8 y 12 dias. En cada dia de muestreo se retiraron 3 bandejas
por tratamiento para evaluar distintos aspectos de la calidad en tejido fresco que se
detallan en la seccidon 3. Con el fin de realizar ensayos posteriores se congeld muestra con

N, liquido y se almacend a —80 °C. El ensayo se realizo por triplicado.

3.4 PARAMETROS EVALUADOS

3.4.1 indice de deterioro

En los distintos dias de muestreo se utilizé un indice visual que discriminaba los diferentes
tipos de deterioro que presentaron las rodajas de tomate preparadas como se indica en la
secciéon 3.2. Es asi que se establecié un indice que abarcaba presencia de hongos y
bacterias, exudado, deshidratacién y deterioro general en cada rodaja de tomate, para lo
cual se empleé una escala de 1 a5, siendo:

1= muy bueno, 2= bueno, 3= regular, 4= malo 5= muy malo

El indice de dafio se calculé mediante la siguiente formulacion:

Y indice * N2 de rodajas puntuadas

indice de deterioro= .
N2 total de rodajas

3.4.2 Pérdida de peso

Para determinar este pardmetro se pesaron las bandejas inmediatamente después de
colocar las rodajas de tomate y antes de envasarlas con el film en el dia 0. De la misma
forma se pesaron las bandejas retirando el film a los dias 4, 8 y 12 de almacenamiento.
Los resultados se expresan como % de pérdida de peso con respecto al peso inicial y se
calculé mediante la siguiente ecuacion.

eso inicial-peso final
% PP= (p P ) *1

peso inicial
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3.4.3 Actividad respiratoria

Se colocaron 6 rodajas de tomate en un frasco hermético de vidrio de 3000 mL durante 15
min a 5 °C, y mediante un sensor IR (ALNOR compu-flow, modelo 8650) se determind la
produccién de CO,, el ensayo se realizé por triplicado, y los resultados se expresaron como

mL de CO, kg*h™ y se calcularon mediante la siguiente ecuacion:

(COZ(F)— COZ(I)) * (V frasco)
W fruto
t

Produccién de CO,=

Donde: CO,r)y COy) son las concentraciones del gas al inicio y al final del periodo de 15
min, V es el volumen del frasco hermético, W es el peso del producto analizado y t es el
tiempo transcurrido durante la medida (15 min). Se realizaron 3 medidas por tiempo de

almacenamiento y tratamiento.

3.4.4 Color
Se utilizé un colorimetro (Minolta, Modelo CR-400), las medidas se tomaron entre loculos
de cada rodaja de tomate y se obtuvieron las medidas L*, a* y b* y con esto se calculé el

angulo Hue mediante la siguiente férmula:

Hue=arc tg (b*)

ax

Se realizaron 40 medidas por tiempo de almacenamiento y tratamiento.

3.4.5 Acidez, pH y sdlidos solubles

Se trituraron 6 rodajas de tomate con una Minipimer (Braun MR400), se pesaron 10 g del
triturado, se los colocd en un vaso de precipitado y se agregaron 200 mL de agua
destilada. Empleando un peachimetro se tomd el pH inicial y se titulé la muestra con
NaOH 0.1 N hasta llegar a pH 8.2 (AOAC, 1980). Los resultados se expresaron como
porcentaje (%, g de acido citrico cada 100 g de tejido).

Para la determinacién de sdlidos solubles se utilizé un refractdmetro digital (HI 96801), en

el cual se deposité una pequena cantidad del triturado de tomate hasta cubrir el prisma,
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el valor de sélidos solubles de cada muestra se reportd en la pantalla del refractometro
en °Bx.

Se trabajé por triplicado para cada tratamiento y tiempo de almacenamiento.

3.4.6 Textura

Para este analisis se utilizd un texturémetro (Texture Analizer TA.XT, Stable Micro System
Texture Technologies, Scarsdale, NY), provisto de una sonda plana de 3 mm de didmetro.
Las rodajas fueron analizadas mediante un ensayo de penetraciéon (4 mm) con una
velocidad de 0.5 mm s registrando la fuerza aplicada vs. distancia de ruptura. La ruptura
se realizé en la zona radial del pericarpio, tomando 3 medidas por rodaja llegando a un
total de 60 determinaciones del tratamiento y tiempo analizado.

Los resultados se expresaron como la deformacién del tejido calculada en la pendiente de

lacurva (Ns™).

3.4.7 Contenido de Fenoles Totales

Para la preparacién del extracto a utilizar se congelaron las muestras en N, liquido, se
trituraron con un molinillo y se pesaron 3 g para luego agregarle 10 mL de etanol 96 %
v/v, se agitdé por 1 min, y posteriormente se centrifugd la mezcla a 13.000 rpm en una
centrifuga (Sorvall ®) durante 10 min a 4 2 C. El sobrenadante resultante se recolectd y
almacend a -80 °C para los analisis posteriores.

La determinacion de fenoles totales se realizd segun Singleton et al.,(1999) con algunas
modificaciones, para ello se utilizaron 100 ulL del extracto y se agregaron 50 ulL de agua
destilada, 50 uL de reactivo de Folin-Ciocalteau (1:1 con agua destilada). Se agité y luego
de 3 min se agregaron 100 mL de solucidon Na,CO3; 20% en NaOH 0.1 N. La mezcla se llevd
a 1500 ul con agua destilada y se incubd por 90 min. Se midié la absorbancia a 760 nm.
en espectrofotometro y se utilizd acido clorogénico como estdndar para la realizacién de
la curva de calibracién. Para cada dia de almacenamiento y tratamiento, se realizaron dos
moliendas y dos extractos de cada una, los cuales se cuantificaron por triplicado. Los

resultados se expresaron como mg de acido clorogénico por g de tejido.
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3.4.8 Capacidad antioxidante empleando ABTS"*

Para determinar la capacidad antioxidante mediante el reactivo ABTS*" se prepararon 5
mL de solucién acuosa de ABTS'7 mM conteniendo K,S,05 2.45mM y se la mantuvo en
ausencia de luz de 12 a 16 h a temperatura ambiente. Previamente a realizar los andlisis
se mantuvo el reactivo en agitacidn y se diluyd con etanol hasta logar una absorbancia de
0.7, estimandose una concentracion de 2.45 mM.

El analisis se realizé con 20 ul de extracto preparado como se menciond en la seccidn
2.2.4, y se agregd 1mL de reactivo ABTS", se agitd y luego de 6 min se midid su
absorbancia a 734 nm. Las muestras se analizaron por triplicado, y los resultados se

expresaron como porcentaje de reduccién de ABTS " por g de tejido.

3.4.9 Capacidad antioxidante empleando DPPH’

En este andlisis se utilizd un extracto preparado como se menciond en la seccién 3.4.7 del
cual se tomaron diferentes alicuotas (0, 25, 50, 75, y 100 ul), se agregd agua destilada
hasta llegar a 250 uL en tubos a los que se les adicioné 1 mL de reactivo DPPH" (radical
2,2-difenil-1-picrilhidrazil) 40 mM preparado previamente en etanol. Se efectué una
cinética de consumo del radical estable DPPH® a lo largo del tiempo para lo cual se
efectuaron las medidas de disminucion de absorbancia a 515 nm en un
espectrofotémetro (UV-Mini modelo 1240, Shimadzu Corporation, Japdn) hasta los 60
min, tiempo al cual se alcanzé un plateau en la absorbancia. De igual forma se midi6 la
absorbancia después de 60 min de reaccién de la muestra que contenia solo etanol
(blanco).

El porcentaje de DPPH’ remanente a los 60 min fue graficado vs. el volumen de extracto
agregado determindndose la cantidad de tejido éptima para reducir la concentracién de
DPPH® al 50 %, esto se definid como ECs. Los resultados se expresaron como capacidad
antioxidante (ECso’, g') con la finalidad de llegar a una relacién directamente
proporcional: mayor valor numérico, mayor capacidad antioxidante. Los analisis se

realizaron por triplicado.

3.4.10 Determinacion de Acido Ascorbico
Para la determinacién de vitamina C o acido ascdrbico se pesaron 5 gr de tejido de
rodajas de tomate congeladas, se trituraron y afladieron a 6 mL de una solucién acuosa

de acido citrico al 3% p/v. La mezcla se agitd por 10 min en bafio de hielo y protegido de
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la luz, luego se centrifugd a 14.000 x g, 10 min y 4°C. El sobrenadante se separé y filtré a
través de un filtro de 45 pum y fue analizado inmediatamente o congelado en N, liquido y
conservado a -80°C hasta su andlisis. Para cada tratamiento y tiempo de almacenamiento
ensayado se realizaron dos moliendas, efectuando dos extractos para cada una de las
mismas. El extracto ya filtrado se analizé en un cromatografo HPLC Waters Model 6000A
(Milford, MA, USA), acoplado a un detector UV-Visible. Se empled una columna C18 (5
um de didmetro de particula; 4,6 mm de didmetro interno; 25 cm de longitud), usando
como fase movil, KH,PO4 0,2 M, llevado a pH 2,2 con 4acido ortofosférico (HsPO4). Se usd
un flujo de 0,8 mLmin. La deteccién de AsA se realizé a 254 nm. Los resultados se

expresaron como cantidad de Acido Ascérbico mg por 100 g™

3.4.11 Determinacidon de compuestos volatiles por cromatografia gaseosa.

Los compuestos volatiles presentes tanto en el aceite esencial (AE) de romero como en
las rodajas de tomate y la atmdsfera que rodea a las mismas en las bandejas controles y
tratadas fueron analizados y cuantificados mediante cromatografia gaseosa utilizando un
CG (Agilent Technologies 7890 A) equipado con una columna HP-5 (30 m de longitud,
0.320 mm de ID, 6.25 um espesor de pelicula) utilizando un detector de ionizacidon de
llama (FID). Las condiciones de corrida empleadas, consistieron: T° inyector: 240°C, T°
detector: 280°C y T° horno que empled el siguiente programa: 2 min a 40 °C, con
incrementos de 3 °C min* hasta 100 °C y 10 °C min! hasta 240 °C con un tiempo total de
corrida de 41 min. Se utilizé Helio como gas de corrida a flujo constante de 1 mL min™.
Para analizar el patrén de AE se inyectaron 2 pL de una mezcla de AE de romero diluido
en diclorometano (10 pL de AE en 25 mL finales de CH,Cl;). Por otro lado se inyectaron
500 pL de muestra gaseosa de la atmédsfera que rodea las rodajas de tomate empacadas.
Finalmente se analizé los volatiles presentes en las rodajas de tomate. En este ultimo
caso se trituraron y homogenizaron secciones de rodajas con una Minipimer (Braun MR
400), se pesaron 20 g del homogenizado, se colocaron en un vial de 60 mL cerrado
herméticamente y con septum para luego ser calentadas en un bano termostatico a 70 °C
durante 60 min. Posteriormente se tomaron 500 pL de muestra gaseosa o headspace
para ser inyectados en el cromatdgrafo. Los resultados se expresaron como porcentaje de

area de cada compuesto respecto del compuesto mayoritario en el almacenamiento.
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Con el fin de confirmar la identidad de los picos se efectud un andlisis empleando un CG
HP 5890 Series Il Plus, acoplado con un detector de espectrometria de masas HP 5972
equipado con una columna HP5-MS, (30 m x 0.25 mm x 5 um). Las condiciones de corrida
fueron: T° de inyector: 200 °C, T° del horno: 5 min a 40 °C; 20 °C min™* hasta 250 °C; Gas
de corrida: Hidrégeno, T° de interface: 300 °C; T° de fuente de iones: 280 °C; Presion en

el espectrémetro de masas: 10” Torr; Energia de electrén: 70 eV.

3.4.12 Determinacion de O, y CO, por cromatografia gaseosa

La composicion de la atmdsfera gaseosa dentro de los empaques que contenian las
bandejas con rodajas de tomate se determind y analizd mediante un cromatégrafo de
gases (CG Agilent Technologies, modelo 7890 A) con una columna HP-Plot/Q (30 m x
0.530 mm ID, pelicula de 40 um), usando Helio como gas de corrida con un flujo de 5 mL
miny empleando un detector de conductividad térmica (TCD). Se trabajé con el inyector
a 200 °C, detector a 230 °Cy se utilizé un programa de calentamiento del horno de 4 min
a 35 °C y 24 °Cmin™ hasta 155 °C, siendo el tiempo total de corrida de 9 min. Se
inyectaron 200 uL de muestra gaseosa. La atmédsfera de los empaques fue analizada por
triplicado, para todos los tiempos y tratamientos analizados. Se efectué una curva de
calibracion de cada compuesto con sus respectivos patrones estandares. Los resultados

se expresan como porcentaje de O,y CO, dentro de la atmdsfera del empaque.

3.4.13 Recuento de bacterias aerobias mesdfilas totales, hongos y levaduras

Se efectuaron recuentos en muestras control y tratadas en todos los dias de muestreo.
Para ello, las rodajas de tomate se procesaron con una Minipimer (Braun MR400), se
pesaron 25 g del procesado, se colocaron y homogenizaron en 225 mL de agua peptona
estéril 0.1 %.

Para el recuento de bacterias aerobias mesodfilas se realizaron diluciones por duplicado de
101, 10'2, 10’3, para el recuento del dia 0, y diluciones de 10'2, 10’3, 10% 107 para los
recuentos de los dias 4 en adelante. La dilucién 10" se sembré en profundidad colocando
sobre la placa estéril la dilucidon correspondiente y luego el agar PCA a una temperatura
de 30 °C aproximadamente, mientras que las diluciones sucesivas se sembraron en
superficie adicionando el indculo sobre el medio de cultivo PCA. Las placas se incubaron

durante 2 dias a 37 °C.
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De la misma forma se efectud el recuento de hongos y levaduras, en medio de cultivo
YGC. Las placas sembradas se incubaron 5 dias a 20 °C. Los resultados se expresaron
como el log de unidades formadoras de colonias por g de tejido (log UFC g). El andlisis
microbioldgico se realizé tanto para muestras controles como para tratadas.

De estos recuentos se aislaron dos levaduras y un hongo para su identificacién, y para
comprobar el efecto de la inhibicién fungica con aceite esencial de romero.

3.4.14 Identificacion de los microorganismos aislados de rodajas de tomate.

3.4.14.1 Hongo filamentoso

Del recuento microbioldgico general se aislé6 una colonia de hongo filamentoso
sembrando en triangulo (por puncién con ansa de punta) en medio DRBC para luego
incubar a 30 °C por 7 dias. Una vez terminado este aislamiento se procedié a la
clasificaciéon morfoldgica de la colonia siguiendo la metodologia propuesta por Pitt y
Hocking (1999). Para ello se realizd por triplicado, cultivos de dicha colonia sembrando en
tres puntos equidistantes en los medios Czapeck, G25N (Glicerol 25%) y Malta, los
mismos se incubaron durante 7 dias a 5, 25 y 37 °C. Durante el tiempo de incubacion se
analizaron los didmetros maximos alcanzados por cada colonia, color y textura, color de
los pigmentos liberados al medio de cultivo y se observaron al microscopio las estructuras
reproductivas. Para examinar el material fungico se tomaron porciones de agar y se
cubrieron con un portaobjetos, se sometieron al calor del mechero hasta aparecer las
primeras burbujas, y con un cubre objetos se hizo una presidn suave sobre el vidrio y se
utilizé un microscopio LEITZ Laborlux 12® (LEITZ, Germany) con aumento de 400X para
analizar la estructura de la hifa reproductiva y en 1000X para analizar la forma de los

conidios.

3.4.14.2 Levaduras

Del recuento microbioldgico general se tomaron las colonias presentes en cada placa y se
realizé una tincion con Cristal Violeta fin de identificarlas, se realizd una observacién
microscopica mediante la cual se pudo conocer su estructura morfoldgica.

Para la identificacién de las levaduras aisladas se utilizd el sistema API 20 C Aux de la
empresa Bio Merieux (Francia).Cada galeria APl 20 C AUX contiene 20 cupulas con
sustratos carbonados deshidratados que permiten realizar 19 pruebas de asimilacion. Los

sustratos son: D-glucosa (GLU), glicerol (GLY), 2-cetoglutarato (2KG), L-arabinosa (ARA),
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D-xilosa (XYL), adonitol (ADO), xilitol (XLT), D-galactosa (GAL), inositol (INO), D-sorbitol
(SOR), metil-aD-glucopiranésido (MDG), N-acetil-glucosamina (NAG), D-celobiosa (CEL),
D-lactosa (LAC), D-maltosa (MAL), D-sacarosa (SAC), D-trehalosa (TRE), D-melezitosa
(MLZ), D-rafinosa (RAF).

Las cupulas se inoculan con un medio minimo semisodlido y las levaduras crecen si son
capaces de utilizar el sustrato correspondiente, la galeria permite identificar un total de
34 especies diferentes. Para realizar la siembra se partié de un cultivo de 24 hs de la
levadura a identificar, se realizé una suspensién en 2 mL de solucién salina al 0,85% p/v
hasta obtener una turbidez igual a 2 de la escala de McFarland. Se transfirieron 100 uL de
esta suspension a una ampolla de C Medium provisto por el fabricante y se homogeneizé
evitando formacion de burbujas, de esta suspensidon se tomaron 150 pL, se llenaron las
cupulas y se incubaron a 29 °C durante 48-72 horas.

La aparicién de turbidez con respecto al testigo indica una reaccién positiva que debe
anotarse en la hoja de resultados en la cual los diferentes nutrientes estan separados en
grupos de tres y se adjudica a cada uno, en caso de ser positivo, un valor diferente: 1 para
el primero, 2 para el segundo y 4 para el que ocupa el tercer lugar. Sumando cada triplete
se obtiene un numero de siete cifras que constituye el perfil numérico el mismo que
servira para la identificacién mediante el Catalogo Analitico o el Programa Informatico de

Identificacidon suministrado por el fabricante.

3.4.15 Efecto antifuingico del aceite esencial de romero frente a microorganismos

aislados.

3.4.15.1 Concentracion de AE de romero constante (30 ul)

Se procedid a preparar los microorganismos aislados de la siguiente manera:

-El hongo filamentoso, se inoculd con ansa redonda en agar papa dextrosa PDA (Merck,
Alemania) inclinado durante 5 dias a 30 °C. Después de la incubacion se afiadieron 10 mL
de solucién de esporas (0,01 % lauril sulfato de sodio, y 1% de glucosa) a los tubos. Los
conidios se aflojaron raspando suavemente con un anza y se realizaron diluciones
seriadas. A fin de determinar el numero total de conidios se sembraron en superficie de
agar malta (extracto de malta 1%, extracto de levadura 2% y agar agar 2%) 100 ulL de tres

diluciones consecutivas, los cuales se homogenizaron con perlas estériles. Las cajas se
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incubaron por 5 dias a 30 °C y una vez terminada la incubacién se procedié a hacer el
recuento de conidios mL™.El numero de conidios totales se corroboré mediante un
recuento en camara de Neubauer.

-Para la preparacién del indculo de levaduras, se siguié la misma metodologia que en el
hongo filamentoso pero empleando como medio de cultivo agar YGC® (BIOKAR, Beauvais,
Francia) y agua de peptona (0,1% p/v) para las diluciones seriadas. Las cajas se incubaron
por 48 h a 30 °Cy una vez terminada la incubacidn se procedié a hacer el recuento de UFC
mL™.

Para determinar la capacidad inhibitoria de los vapores de aceite esencial de romero 30
ulL sobre el hongo filamentoso y las dos levaduras aisladas se procedid segun se detalla a
continuacion. Se inocularon 100 uL de las diluciones que contenian recuentos del orden
de 10°-10" UFC totales en superficie de cajas con agar malta para el hongo filamentoso e
YGC para levaduras. Para someter dichas placas al efecto de los vapores de AE de romero
se disefid un sistema similar al que estaban expuestas las rodajas de tomate durante el
almacenamiento descrito en la seccidén 3.2.2 y 3.2.3. Esto consistid en colocar las placas
ya sembradas sobre las bandejas de telgopor rectangular conteniendo la cinta de papel
de filtro embebida con 30 uL AE de romero y recubiertas con el film PD961. Se ensayd la
posibilidad de que las placas sembradas estuvieran tapadas o no. Dicho sistema (placas
en envase similar al empacado de las rodajas de tomate) se incubd durante 5 dias a 30 °C
en el caso del hongo y por 48 h a 30 °C para las levaduras para finalmente realizar el
recuento por placa. Los ensayos se realizaron por duplicado y se los compararon frente a
un control. Debido a que el efecto inhibidor del aceite esencial se determind sobre las
colonias y conidios que habian sido inoculadas en la caja, se reporté graficamente el

efecto inhibidor sobre el niUmero de colonias totales por placa o caja de Petri.

3.4.15.2 Concentracion de AE de romero variable
Se estudio el grado de respuesta e inhibicion frente a diferentes concentraciones de AE
de romero. A tal fin se empled la misma metodologia descrita en el punto anterior, es
decir se aplicé un sistema andlogo al empleado con las rodajas de tomate. Asi se adhirid
en las bandejas la cinta embebida con distintas cantidades de aceite esencial de romero
(15, 30, 50, 100 uL), empleando como control el sistema sin presencia de aceite esencial.

Para los estudios de inhibicion se emplearon medios malta e YGC para los hongos
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filamentosos y las levaduras, respectivamente. En la superficie de los medios de cultivo se
inocularon 100 uL de una solucién de 10° UFC mL?, gue corresponden a un total de 10?
conidios y 10% levaduras por placa. Las placas se envasaron con bolsas PD961 incubando a
30 °C durante 48 h o 5 dias para las levaduras y los hongos filamentosos,

respectivamente.

3.5 ANALISIS ESTADISTICO

Los experimentos se realizaron de acuerdo a un disefio factorial. Los datos se analizaron
por medio de un ANOVA con el software InfoStat y las medias se compararon con la
prueba de LSD a fin de determinar las diferencias minimas significativas a un nivel de

significancia a=0,05.
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4 RESULTADOS




4.1 Seleccion del estado de madurez

Los alimentos minimamente procesados que se ofrecen en el mercado como frutas y
hortalizas deben ser organolépticamente aceptables e inocuos, es decir, presentar buena
calidad, esta calidad percibida por el consumidor depende de algunas variables, las
mismas determinan caracteristicas sensoriales del producto logrando su aceptabilidad.
Generalmente el consumidor prefiere alimentos que conserven sus caracteristicas
originales, desde el punto de vista nutricional como organoléptico.

Estas caracteristicas de calidad se mide a través de distintos parametros sensoriales, los
cuales pueden ser visuales (color, forma, tamafio, brillo); olfatorios (aroma y olor); tactiles
y auditivos (textura, firmeza) y gustativos (amargo, acido, dulce o salado).

En el presente trabajo se utilizd observacion visual de rodajas de tomate con distintos
grados de madurez (Figura 4-1) con el fin de conocer el de mayor aceptabilidad para los

consumidores.

Rojo palido

640 509 330 859

Figura 4-1: Muestras presentadas a los panelistas en una evaluacion sensorial por atributos, se
detallan el estado de madurez y el cédigo de las muestras con tres nimeros aleatorios

Se emplearon 70 evaluadores no entrenados (hombres y mujeres) en la evaluacion
sensorial, donde se pudo observar que tanto las mujeres (Figura 4-2A) como los hombres
(Figura 4-2B) calificaron con mayor puntaje en los dos atributos evaluados, al estado de
madurez rojo, y el menor puntaje al estado pintdn. De igual manera se observa que las

mujeres otorgaron puntaje similar a las muestras de estado rojo palido y rojo, sin
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embargo en el caso de los hombres se observé un puntaje creciente mientras aumenta el
grado de madurez.

De esta manera el estado rojo palido obtuvo mayor aceptabilidad sobre todo por parte de
las mujeres, ventajosamente este estado de madurez permite un mayor tiempo de
comercializacién al presentar menor ablandamiento y menor ataque de microorganismos
en comparacién al estado de madurez rojo. Es por esto que se eligi6 el estadio rojo palido

para las posteriores evaluaciones.
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Figura 4-2: Valores promedios (escala 1 a 9) obtenidos por los atributos evaluados Color y
Aceptabilidad general en rodajas de tomate de distintos estados de madurez (Pintén, Rosado,
Rojo palido y Rojo) otorgado por Mujeres (A) (LSDcoior =0,88 y LSDacept. =0,89) y Hombres (B)
(LSDcolor =0,95 y LSD acept.= 0,95) en un ensayo sensorial de aceptabilidad por atributos. Las letras
distintas indican diferencias significativas en un test de LSD a un nivel de significancia 0,05.
Minusculas: estadistica de Atributo color, Mayusculas: estadistica de Atributo Aceptabilidad
General.
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4.2 Seleccion de bandejas para presentacion de producto

Los consumidores finales evaluan la calidad de frutas y hortalizas de la IV gama segun
diferentes parametros como firmeza, apariencia, sabor, aroma e inocuidad del producto,
pero sobre todo, para la mayoria, el motivo fundamental de la compra repetida de estos
productos se rige fundamentalmente por la apariencia (visual) y presentacion del
producto (Kader,1992). Es por esto que una vez elegido el estadio de madurez, se realizd
un analisis sensorial de ordenamiento por preferencia con diferentes tipos de bandejas

para la presentacién del producto (Figura 4-3).

Bandeja polipropileno Bandeja telgopor Bandeja polipropileno Bandeja telgopor
rectangular cuadrada ) ovalada rectangular

330

509

Figura 4-3: Muestras presentadas a los panelistas en una evaluacidn sensorial de ordenamiento
por preferencia, se detallan el material y la forma de las bandejas y el cddigo de las muestras
compuesto por tres nimeros aleatorios.

Las muestras fueron evaluadas por un panel de 72 consumidores no entrenados, donde
se pudo observar que prefirieron tanto las bandejas de telgopor cuadrada y rectangular
sin diferencia significativa entre ellas, mientras que las bandejas de polipropileno no
fueron las preferidas por los consumidores (Figura 4-4).

De esta forma se eligidé trabajar con bandejas de telgopor rectangulares puesto que su

forma permitia un mejor manejo del producto durante el almacenamiento.
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Figura 4-4: Puntaje segun preferencia de las distintas bandejas y formas de presentacion de las
rodajas de tomate. 1= Gusta menos, 4= Gusta mas. Las letras distintas indican diferencias
significativas en un test de LSD a un nivel de significancia 0,05. (LSD= 0.95).

4.3 Seleccion de concentracion y aceite esencial

Los componentes de los aceites esenciales han mostrado propiedades como
antioxidantes y antimicrobianos naturales (Jang et al., 2007). Para evaluar esta propiedad
en tomate fresco cortado, como primer paso se debid hallar la dosis que lograra retrasar
en mayor magnitud el deterioro de las rodajas. Para esto se evaluaron aceites esenciales
de romero y laurel con distintas concentraciones (0, 15, 30, 50 y 100 ul). Las cuales se
impregnaron en un papel de filtro a un extremo lateral de las bandejas y se procedio
como se indicara en las seccién 3.2. Se evalud la calidad al dia 11 y 16 de almacenamiento
a 5 °C con el fin de observar el grado de deterioro en las rodajas. Como se indicé
anteriormente, para la eleccidn del mejor tratamiento se calculé un indice de deterioro
gue califica el exudado, desarrollo microbiano, aceptabilidad, y por lo tanto, si las rodajas
de tomates eran comercializables. En las rodajas que no fueron tratadas con aceite
esencial se observd mayor crecimiento microbiano que se fue intensificando con el
avance del almacenamiento, hallandose a los 16 dias un desarrollo de colonias color
blanco y circulares de aspecto pegajoso (Figura 4-5 A), también se observd un incremento

en el desarrollo fungico(Figura4-5 B).
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Figura 4-5: Apariencia de rodajas de tomate con levaduras (A), y desarrollo fungico (B) luego de
16 dias.

Se cuantificé el avance del deterioro empleando un indice con una escalade 1 a5 en
orden ascendente de deterioro. Los valores 3 y 4 del indice utilizado fueron considerados
como no comercializables, mientras que el indice 2 pertenecia a un puntaje con calidad
relativamente baja pero aun comercializable. Las concentraciones de aceites esenciales
de laurel y romero ensayados no mostraron mayores diferencias entre si al dia 11 de
almacenamiento (Figura 4-6). Si bien todas lograron un menor indice de deterioro
respecto del control la concentracién de romero 30 ul pareceria ser la mas efectiva.

Si bien al dia 16 de almacenamiento las muestras tratadas con aceite esencial de laurel en
concentraciones de 30 ulL y 100 uL mostraron diferencia significativa frente a la muestra
control la efectividad no fue muy marcada en comparacién con aceite esencial de romero.
Por otro lado se observé una diferencia notable en el desarrollo microbiano con el resto
de las rodajas tratadas y controles puesto que el aceite esencial de romero al 30 uL logré
disminuir el indice de deterioro en las rodajas de tomate. Estos resultados permitieron
elegir el aceite esencial de romero con una concentracion de 30 ulL para efectuar los

ensayos posteriores.
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Figura 4-6: Efecto de los aceites esenciales de romero y laurel con diferentes concentraciones
sobre el deterioro de rodajas de tomate almacenadas a 5 °C y evaluadas durante 11 y 16 dias.
Nivel 1= bueno, 2= regular, 3= malo, 4= muy malo. Letras distintas indican diferencias
significativas en un test LSD de Fisher a un nivel de significancia de 0,05. (LSD= 0,79).

En la Figura 4-7 se muestra la apariencia de las rodajas de tomate control y tratadas con
aceites esenciales de laurel y romero en concentraciones de 15, 30, 50, 100 ulL
almacenadas durante 16 dias, en la cual se observa lo que se describié anteriormente, un
mayor desarrollo microbiano en las rodajas controles respecto a las rodajas tratadas con
aceite esencial, al igual que una mayor calidad del producto tratado con aceite esencial
de romero 30 ulL. Trabajos similares en vegetales y en productos carnicos han
comprobado que la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales se ve beneficiada
junto con una baja temperatura de almacenamiento (Skandamis y Nychas, 2000). En
general los vegetales tienen un bajo contenido de grasa lo que contribuye obtener
resultados exitosos con los aceites esenciales (Burt., 2004). El empleo de aceite esencial
de tomillo y de sus componentes que han sido probados en vegetales como lechuga y
zanahorias baby, parecen ser eficaces frente a la flora natural que causa su deterioro en
niveles de 0.1 — 10 uL g™ en el agua de lavado (Wan et al., 1998; Singh et al., 2002). En
ensaladas de berenjena (Skandamis y Nychas, 2000) se comprobd la efectividad del aceite
esencial de orégano en concentraciones de 7 — 21 uL g* inhibiendo y reduciendo la
poblacién final de Escherichia coli O 157:H7. Estos tratamientos revelan que cada
producto en particular respondié eficazmente a una concentracién y tipo de aceite

esencial que deben ser ensayados en cada caso.
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Figura 4-7: Apariencia de rodajas de tomate control y tratadas con aceites esenciales de romero y
laurel (15, 30, 50, 100 uL) almacenados a 5 °C por 16 dias.

4.4 Empleo de aceite esencial en tomates frescos cortados almacenados a
5°C

Una vez seleccionado el aceite esencial de romero con una concentraciéon de 30 ulL se
realizd un ensayo en el cual se evalué el efecto del mismo sobre la calidad de las rodajas
de tomate comparandolas con un control sin tratamiento durante 13 dias. Donde se
observaron caracteristicas de deterioro iguales a las encontradas en el ensayo de
seleccion de concentracién y tipo de aceite esencial, estas caracteristicas fueron:
desarrollo de hongos y bacterias, exudado en bandejas, y deshidratacién superficial en las
rodajas como se muestra en la Figura 4-8.

El indice de deterioro aumentd de manera evidente en las rodajas controles. En cambio
en las rodajas tratadas se observé menor exudado y mayor firmeza al tacto luego de 8 y
13 dias de almacenamiento. Si bien en el almacenamiento a 5 °C el indice de deterioro
fue mayor en las rodajas controles que en las tratadas, no se observd desarrollo de
hongos y bacterias hasta los primeros 8 dias de almacenamiento en ambas muestras, sin

embargo luego de 13 dias se observd desarrollo microbiano en ambos grupos, aunque
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con menor porcentaje en las rodajas tratadas con aceite esencial (Figura 4-9). Estos
resultados demuestran que el tratamiento con aceite esencial de romero 30 ulL fue

efectivo para reducir el desarrollo microbiano y para alargar la vida util del tomate fresco

cortado.

Control Tratado

Figura 4-8: Apariencia de rodajas de tomate control y tratadas con aceite esencial de romero 30

uL almacenadas a5 °C por 13 dias.

Indice Deterioro

z
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Figura 4-9: indice de deterioro de rodajas de tomate control (C) y tratadas (T) con aceite esencial
de romero 30 ulL durante el almacenamiento a 5 °C. Letras distintas indican diferencias
significativas en un test de LSD a un nivel de significancia de 0,05. (LSD= 0,34).

4.4.1 Firmeza

La calidad de la mayoria de las frutas y vegetales se ve influenciada por factores como las
condiciones climaticas, la variedad, etapa de madurez y condiciones de almacenamiento.
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Durante estos procesos la firmeza puede deteriorarse, originando un ablandamiento de la
fruta lo cual no es deseado por el consumidor (Gémez et al, 1998). La firmeza es un
atributo de calidad importante en la seleccién de frutas frescas, la comercializacion de
productos aceptables requiere de un control especial en los cambios de textura lo cual es
facil de aplicar conociendo los factores que influencian este atributo mediante el uso de
tecnologias combinadas a la refrigeracién, de esta forma Rodoni et al., (2010) lograron un
retraso en el ablandamiento de tomate tratdndolo con ozono. En la Figura 4-10 se
observa que en los primeros 4 dias de almacenamiento no existieron diferencias entre
muestras controles y tratadas, pero a partir del dia 8 de almacenamiento las muestras
tratadas se mantuvieron significativamente mas firmes que los controles hasta el final del

almacenamiento.
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Figura 4-10: Firmeza en rodajas de tomate control (C) y tratadas (T) con aceite esencial de romero
30 ul almacenados a 5 °C por 13 dias. Letras distintas indican diferencias significativas en un test
de LSD de Fisher a un nivel de significancia de 0,05. (LSD=0,064).

4.4.2 Pérdida de peso

La pérdida de peso se incrementé durante los 13 dias de almacenamiento a 5 °C como se
observa en la Figura 4-11, las muestras tratadas perdieron peso de forma mas lenta que
las controles, alcanzando un porcentaje de 1.4% de pérdida de peso frente a un 2.2% que
presentaron las rodajas de tomate control, posiblemente el bajo porcentaje de pérdida de
peso tanto en las rodajas control como en las tratadas podria deberse a la reducida
permeabilidad del empaque utilizado. Es probable también que el menor deterioro por
atague microbiano contribuya a explicar la menor pérdida de peso en las rodajas tratados.

Lépez-Rubira et al., (2007), reporté resultados similares en cuanto al porcentaje de
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pérdida de peso en granadas tratadas con UV-C y almacenadas en atmésfera controlada.
Otros estudios realizados en vegetales minimamente procesados como pimiento
reportaron porcentajes de 2.46% (Koide y Shi, 2007). Los diferentes porcentajes
alcanzados en estos estudios se deben a variables como el tipo de producto, tiempo de

almacenamiento y empaque utilizado durante el mismo.
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Figura 4-11: Pérdida de peso de rodajas de tomate control (C) y tratados (T) con aceite esencial de
romero 30 uL, almacenados a 5 °C por 13 dias. Las letras distintas indican diferencias significativas
en un test de LSD de Fisher a un nivel de significancia de 0,05. (LSD=0,90).

4.4.3 Actividad respiratoria

La respiracién es el proceso metabdlico mas significativo en la fisiologia de frutas y
vegetales, se basa en la degradacién de sustancias presentes en las células como almidén,
azucares y acidos organicos mediante oxidacion de los mismos. Suslow y Cantwell (2000)
reportan valores de actividad respiratoria entre 7 y 12 mL CO, kg'1 h™ a 10 °C en tomate
entero, en la Figura 4-12se observd que la tasa respiratoria de las rodajas de tomate fue
significativamente mayor a este valor desde el dia inicial presentando valores de 16 - 34
mL CO, kg* h™lo que probablemente se relacione con el dafio ocasionado por el
procesamiento minimo que incrementa la actividad respiratoria. A los dias 4 y 8 de
almacenamiento las muestras tratadas presentaron un ligero aumento en la respiracion
lo cual puede deberse a una respuesta frente al tratamiento con aceite esencial hasta
lograr mantener en equilibrio la atmdsfera, sin embargo al dia 13 de almacenamiento los
valores de la tasa respiratoria fueron mayores en las rodajas controles que en las rodajas

tratadas, alcanzando un nivel de 33.4 mL CO, kg h™. Esto se podria deber al mayor
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deterioro y apariciéon de flora microbiana ya que puede ser que se perciba también la

respiracion de los microorganismos presentes.
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Figura 4-12: Tasa respiratoria de rodajas de tomate control (C) y tratados (T) con aceite esencial
de romero 30 ul almacenados a 5 °C por 13 dias. Letras distintas indican diferencias significativas
en un test de LSD de Fisher a un nivel de significancia de 0,05. (LSD= 8,43).

4.4.4 Color

La valoracidon del color tiene especial importancia como parametro de calidad en
horticultura y se relaciona con la concentracién de los distintos pigmentos de los tejidos
vegetales (Jamal et al., 2004). Para la medicién de color se utilizan escalas que dan una
representacion grafica y numérica y definen parametros que los describen, la escala mas
utilizada es la CIE-Lab (Computer Integrated Electronics Laboratory) que contempla los
parametros L*, a*, b* (Figura 4-13) y es un sistema tridimensional que comprende de tres
planos o ejes. L* representa la iluminacion o brillo del color y varia entre 0 (negro
perfecto) a 100 (blanco perfecto), a* comprende la gama de colores verdes (valores
negativos) y colores rojos (valores positivos), b* representa desde el color azul (valores
negativos) hasta amarillos (valores positivos). En el centro se perciben los colores grises
(acromatismo). A partir de estos valores se calcula el croma (a*+b*2)1/2 y Hue (tg! b*/a*),
los cuales representan la saturacién y tonalidad, respectivamente. La variacidon de color
en los tomates se pueden situar en el primer cuadrante ya que pueden estar entre los

colores rojo (Hue= 0) a amarillo (Hue= 90).
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Figura 4-13: Representacion del espacio de color segun la escala CIE-Lab.

En la Figura 4-14 A se muestra la variaciéon del pardmetro L* durante los 13 dias de
almacenamiento, donde podemos observar un ligero avance en la maduracién tanto en
las rodajas de tomate control y tratadas, presentando un incremento en los tonos rojos
oscuros y la consecuente disminucién de la luminosidad. De igual manera en la Figura 4-
14 B se puede observar un avance en la maduracién a través del parametro Hue. Estos
resultados demostrarian que el AE de romero no afecta la normal evolucién de la
maduracion. Valores similares son reportados por Hernandez (2013) donde observé que
los parametros L* y Hue del tomate tienden a disminuir durante la conservacién tanto a
temperatura ambiente como en refrigeracién, es decir que hay mayor formacion de

pigmentos rojos haciéndose mas intenso y puro el color del tomate.
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Figura 4-14: Variacion de los parametros de color: L* o luminosidad (A) y Hue o tonalidad (B) en
rodajas de tomate control (C) y tratados (T) con aceite esencial de romero 30 ulL almacenados a

5°C por 13 dias. Letras distintas indican diferencias significativas en un test de LSD de Fisher a un
nivel de significancia de 0,05. (LSD,»=1,53 y LSD};,.=3,46).

44,5 Acidez

La acidez es otro parametro importante de calidad ya que influye en las caracteristicas
organolépticas del producto por lo tanto en la aceptacion del consumidor. En el tomate la
acidez se debe a la presencia de acidos organicos siendo el acido citrico junto con el
malico los mayoritarios representando el 13 % de materia seca. Con el fin de evitar
errores en la medida se analizaron muestras completas de tomate, ya que la mayor acidez
se encuentra en la zona locular del tomate.

El pH de la pulpa obtenida al triturar las rodajas control y tratadas oscilé entre 4,3 y 4,2
(datos no mostrados), valores que coinciden con los estandares de calidad descritos por
(Baldwin et al., 1998) en los que mencionan que para un buen sabor del tomate debe

tener un pH entre 4 y 5. En la Figura 4-15 se observa que al dia 8 de almacenamiento
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hubo un ligero aumento en el % de acido citrico para las muestras controles sin embargo
este no fue significativo con respecto a las rodajas tratadas, al dia 13 de almacenamiento
se observd una disminucion del mismo tanto para las rodajas controles como para las
tratadas, pero llegando a ser comparable con los dias anteriores de almacenamiento, los
valores que se muestran en el presente trabajo se encuentran dentro del rango indicado
por Cantwell (2004), quien sefiala que la acidez del tomate se ubica dentro del rango de
0,2 a 0,6%. Esto denota que el aceite esencial de romero no alterd la acidez en las rodajas

de tomate.
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Figura 4-15: Acidez titulable porcentual de rodajas de tomate control (C) y tratados (T) con aceite
esencial de romero 30 uL almacenados a 5 °C por 13 dias. Letras distintas indican diferencias
significativas en un test de LSD de Fisher a un nivel de significancia de 0,05. (LSD=0,06).

4.4.6 Contenido de sdlidos solubles

Las cualidades organolépticas estan relacionadas con la composicion quimica, Baldwin et
al., (1998) consideran que la relaciéon entre sélidos solubles y la acidez es un buen
indicador para el sabor y el aroma de los tomates. En el presente trabajo el contenido de
solidos solubles no mostré diferencias significativas entre el producto control y el tratado
como se observa en la Figura 4-16 presentando un promedio de 4,2 y 4,3 °Bx en rodajas
controles y tratadas respectivamente durante el almacenamiento. Aguayo y Artés., (2004)
consideran que para tener un aroma y un sabor 6ptimos, los tomates deben tener un
contenido en sdlidos solubles de entre 4 y 6 °Bx lo cual indica que los valores obtenidos

en el presente trabajo se encuentra dentro del rango de calidad descrito por estos
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autores. Asi también se observa que el tratamiento con aceite esencial de romero no

provoco alteraciones indeseables en este atributo de calidad organoléptica.
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Figura 4-16: Sélidos solubles de rodajas de tomate control (C) y tratados (T) con aceite esencial de
romero 30 ul almacenados a 5 °C por 13 dias. Letras distintas indican diferencias significativas en
un test de LSD de Fisher a un nivel de significancia de 0,05. (LSD=0,65).

4.4.7 Capacidad antioxidante

Los antioxidantes son compuestos que aumentan la velocidad de ruptura de radicales
libres, impiden o retrasan la oxidacidon de otras moléculas a través de la inhibicion de la
propagacion de la reaccién de oxidacién.

El contenido de antioxidantes depende de diferentes variables que pueden ser genéticas
o ambientales. Segun Hart y Scott (1995) el contenido de antioxidantes de tomate
depende de muchos factores, sobre todo de la variedad del fruto, la etapa de madurez y
las condiciones de crecimiento. También influyen en el contenido de antioxidantes
factores de postcosecha como dafio mecanico, almacenamiento, y procesamiento.

En el presente trabajé se utilizaron dos métodos para la determinacion de la capacidad
antioxidante en las rodajas de tomate, estos métodos emplean radicales estables

diferentes como DPPHe y ABTS™.
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4.4.7.1 Empleo de radical estable DPPHe

Esta técnica utiliza el radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPHe), este radical es estable
debido a la deslocalizacion por resonancia del electron desapareado, el mismo genera
una coloracién violeta-purpura caracterizada por una banda de absorcidn en solucion
etandlica centrada alrededor de 515 nm.(Molyneux, 2004). Cuando una disolucién de
DPPHe toma contacto con una sustancia que puede donar un atomo de hidrégeno o con
otra especie radical (Re) se produce la forma reducida DPPH-H o DPPH-R con la cual se
observa el cambio de color y por lo tanto pérdida de absorbancia.

Los resultados de esta técnica se reportan como EC50 que es la concentracion media
inhibitoria, lo que quiere decir, la cantidad de extracto fresco que es capaz de consumir
el 50% de DPPHe.

El tiempo que demanda esta reaccidon depende del tipo de compuestos fendlicos, ya que
segln lo definido por Brand-Williams et al., (1995) el acido ascérbico, acido isoascérbico e
isoeugenol, reaccionan de manera casi inmediata, mientras que derivados de acido
benzoico o cindmico lo hacen al cabo de una hora.

Por lo tanto se deben estudiar las cinéticas de reaccion de cada alimento a analizar. En el
caso de las rodajas de tomate la cinética realizada inicialmente es rdpida, siendo mas
lento el consumo de DPPHe luego de 10 min (Figura 4-17). Esto sugiere que el principal

contribuyente al poder anti-radical de tomate es el acido ascérbico.
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Figura 4-17: Cinética de la reaccion de consumo entre el reactivo DPPH® por parte de un
extracto de rodajas de tomate
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En la Figura 4-18 se observa la capacidad antioxidante de rodajas de tomate mediante la
técnica del radical DPPH", la misma disminuyé al dia 4, en las rodajas tratadas frente las
rodajas control, sin embargo al dia 8 de almacenamiento se mantuvo constante hasta el
dia 13 donde hubo una ligera disminucidn tanto en rodajas controles como en tratadas
sin presentar diferencias significativas. Estos resultados indicarian que el tratamiento
utilizado no afectd la capacidad antioxidante de las rodajas de tomate que disminuye

lentamente durante el almacenamiento.

60 4 d mC BT
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Figura 4-18:Poder antioxidante (ECs™), medido con el radical DPPH’, de rodajas de tomate
control (C) y tratadas (T) con aceite esencial de romero 30 ul almacenadas a 5 °C durante 13 dias.
Las letras distintas indican diferencias significativas en un test de LSD de Fisher a un nivel de
significancia de 0,05. (LSD=7,74).

4.4.7.2 Empleo de radical estable ABTS"*

El empleo del radical ABTS “se fundamenta en la decoloracién del catién-radical 2,2-
azinobis-3-etilbenzotiazolino-6-sulfonato (ABTS“). Este radical se genera mediante la
adicién de un agente oxidante como el persulfato de potasio, y presenta una absorcién a
734 nm. El radical capta un protdén y se produce la forma reducida, generando una
decoloraciéon del compuesto y pérdida de absorbancia.

En la Figurad-19se observa que la capacidad antioxidante disminuyd ligeramente al dia 4
de almacenamiento permaneciendo constante hasta el dia 8, para luego disminuir al dia
13 de almacenamiento. El perfil de cambios mostrados por la capacidad antioxidante
medida con ABTS" fue practicamente similar al mostrado por la capacidad antioxidante

medida con DPPH".

65



mc =y
o 8 cd
bc

ED .
sg ——
T
o 0O 6
= S
9
5SS s
o o
- T
gx ¢

3 -

0 4 8 13

Diasa5°C

Figura 4-19: Poder antioxidante, medido con el radical ABTS™, de rodajas de tomate control (C) y
tratadas (T) con aceite esencial de romero 30 uL almacenadas a 5°C durante 13 dias. Letras
distintas indican diferencias significativas en un test de LSD de Fisher a un nivel de significancia de
0,05. (LSD=0,27).

4.4.8 Contenido de fenoles totales

Los compuestos fendlicos poseen una estructura quimica capaz de ejercer una accién
antioxidante puesto que captan radicales libres neutralizando especies reactivas de
oxigeno e iones metalicos quelantes. En el tomate se encuentran compuestos fendlicos
como acido clorogénico y cafeico en su mayoria, también estdn presentes acidos
cumarico y ferulico (Nuez, 1995), y pueden encontrarse compuestos flavonoides como
quercetina y naringenina (Chassy et al., 2006; Luthria et al., 2006). Estos compuestos se
encuentran en mayor concentracion en la piel del tomate. En el presente trabajo se
utilizé el método que emplea reactivo de Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1999) para
cuantificar compuestos fendlicos, el cual se basa en la reaccion de los fenoles con
agentes oxidantes ya que el reactivo de Folin-Ciocalteu contiene molibdato y tungstato
sodico que reaccionan con antioxidantes fenélicos. A un pH basico los fenoles reducen el
complejo fosfomolibdico-fosfotlngstico en éxidos de color azul. A bajas concentraciones
la absorbancia de estos compuestos es proporcional a la concentracién de fenoles
presentes en las muestras. En la figura 4-20 se observa la recta de calibracidn con acido

clorogénico empleada para efectuar los calculos de nuestros resultados.
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Figura 4-20:Recta de calibracién realizada con acido clorogénico para la determinaciéon de
compuestos fendlicos totales utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteu y midiendo la absorbancia
a 760 nm.

Como se observa en la Figura 4-21 el contenido de compuestos disminuyd a lo largo del
almacenamiento en rodajas tratadas y controles, aunque los valores fueron un poco
menor en las rodajas tratadas al dia 4 y 8. Al dia 13 de almacenamiento, el contenido de
compuestos fendlicos disminuyd un 9% respecto del valor inicial y fue comparable en
ambas muestras, Vallverdd et al. (2011) describen un comportamiento similar en
tomates cortados en cubos sometidos a tratamiento de frio donde reportan la perdida
de fenoles totales en un 32% llegando a valores de 178 mg GAE/100 g materia seca,
Vallverdu et al. (2011) al observaron una disminucién progresiva y significativa de
fenoles totales y actividad antioxidante en cubos de tomate comparados con tomates
frescos. Esto se debe a que algunos antioxidantes labiles pueden deteriorarse como
resultado de procesos industriales (Dewanto et al, 2002), por lo tanto se puede decir
que el aceite esencial de romero no alteré el contenido de compuestos fenélicos en las

muestras tratadas.
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Figura 4-21:Fenoles totales en rodajas de tomate control (C) y tratados (T) con aceite esencial de
romero 30 ulL almacenados a 5 °C por 13 dias. Las letras distintas indican diferencias
significativas en un test de LSD de Fisher a un nivel de significancia de 0,05. (LSD=00,22).

4.4.9 Determinacion de Acido Ascoérbico

Los principales antioxidantes hidrosolubles en frutos de tomate son el acido ascérbico
(AsA) y los compuestos fendlicos, es por esto que resulta necesario realizar la
determinacién del acido ascérbico en las rodajas de tomate cortado durante el
almacenamiento. En la Figura 4-22 se observa que el contenido de AsA se mantuvo
constante hasta los 8 dias de almacenamiento siendo comparables con las muestras
control. Al dia 13 hubo una disminucidon significativa con respecto a los dias
anteriormente analizados, sin embargo el contenido de AsA en muestras tratadas fue
similar a las muestras control. Esto indica que el empleo de aceite esencial de romero no
alterd el contenido de AsA en rodajas de tomate.

Es de destacar que en otras frutas como el kiwi almacenado a 0 °C también disminuy6 el

contenido de AsA durante el almacenamiento.
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Figura 4-22: Contenido de 4cido ascdrbico (AsA) en rodajas de tomate control (C) y tratadas (T)
con aceite esencial de romero almacenadas a 5°C durante 13 dias. Letras distintas indican
diferencias significativas en un test de LSD de Fisher a un nivel de significancia de 0,05. (LSD =
2,23).

4.4.10 Determinacion de CO, y O, en atmdsfera

El dafio fisico que sufren los productos minimamente procesados provoca una respuesta
fisiolégica y bioquimica inmediata del fruto, la cual se manifiesta con la aceleracion del
metabolismo, generando incrementos en su actividad respiratoria e incremento de la
transpiracion. El control de estos efectos causados por el procesamiento puede ser
reducido con enfriamiento de los frutos, es por esto que los alimentos minimamente
procesados deben ser conservados a temperaturas de refrigeracién (Watada et al., 1998).
Adicionalmente el envasado en atmdsferas modificadas es una de las tecnologias
aplicadas para la conservacion y comercializacién de frutas y verduras de la IV gama.
Cuando el alimento es envasado en aire o en una mezcla de diferentes gases la atmdsfera
progresa como consecuencia de la respuesta fisioldgica del fruto y de las caracteristicas
del material de envase hasta alcanzar un estado de equilibrio dindmico o estacionario
(Jacxsens et al., 1999), generalmente la concentracién de O, disminuye y la de CO,
aumenta.

En este trabajo, al emplear el film PD 961 se cred una atmdsfera modificada pasiva donde
los niveles de O, y CO,logrados dentro del envase se analizaron a lo largo del
almacenamiento mediante un cromatégrafo de gases. La identificacion y cuantificacién

de los picos se efectud con sus respectivos patrones. Se observaron los siguientes
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tiempos de retencién: O, a 2.77 min, N, a 2.7 min, y CO, a 8.6 min, segln se detalla en el

perfil cromatografico (Figura 4-23).
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Figura 4-23: Perfil cromatografico obtenido con patrones gaseosos. Los tiempos de retencion son:
0,-2.77 min, N»-2.7 min y CO,-8.6 min.

En la Figura 4-24 se observa los cambios en las concentraciones de O,y CO, dentro del
empaque a lo largo del almacenamiento donde se aprecia que el contenido de O, fue
mayor en el envase de rodajas tratadas frente al envase de rodajas controles, sin
embargo al dia 8 de almacenamiento el contenido de O, disminuyd ligeramente hasta
llegar a la concentracion de 17% tanto para las bandejas controles como tratadas.

De igual manera se observa que el contenido de CO, fue ligeramente mayor en la
atmdsfera de las rodajas controles que en la atmdsfera de rodajas tratadas, siguiendo
esta tendencia hasta el dia 13 de almacenamiento donde el porcentaje de CO,
corresponde a 2.3% y 2.0% en envases de rodajas controles y tratadas, respectivamente.
Artés et., al (1999) obtuvieron resultados similares al analizar la calidad de tomate fresco
cortado envasado en atmdsfera modificada pasiva, donde reportaron una disminucién de
O, y un aumento en los niveles de CO, a 2 °C llegando a concentraciones de 14:6,5% de

02 . COZ
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Figura 4-24:Cambios en los niveles de CO, y O, dentro de los empaques con rodajas de tomate
control (C) y tratadas (T) con aceite esencial de romero 30 ul almacenadas a 5°C durante 13 dias.
Letras distintas indican diferencias significativas en un test de LSD de Fisher a un nivel de significancia
de 0.05. Se emplean letras mayusculas para la los resultados estadisticos de 0, y minusculas para los
resultados estadisticos de CO, (LSD 0, = 2.90, LSD C0,=0.65)

4.4.11 Identificacion de compuestos volatiles

4.4.11.1 Compuestos volatiles en el aceite esencial de romero.

Los aceites esenciales y varios extractos de plantas han provocado interés como fuentes
de productos naturales, estos han sido estudiados por sus posibles usos como remedios
alternativos para el tratamiento de muchas enfermedades infecciosas (Agunu et al.,
2005). Particularmente la actividad antimicrobiana de aceites esenciales y extractos han
sido fundamentales para su aplicacidn en conservacién de alimentos crudos y procesados,
productos farmacéuticos, medicina alternativa y terapias naturales (Friedman et al.,,
2002).

Es por esto que se han realizado diversos estudios sobre la composicion quimica del
aceite esencial de R.officinalis, en los cuales describen que la variabilidad en el tipo y
contenido de los compuestos presentes en el aceite esencial estan influenciados por
factores extrinsecos como condiciones climaticas, tratamiento poscosecha y métodos de
obtencidn del aceite (Al-Sereiti et al., 1999; Miguel et al., 2007).

En el presente trabajo se analizaron los compuestos volatiles, empleando un CG-FID,

presentes en el aceite esencial de romero, el cual fue obtenido por arrastre de vapor. Se
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obtuvo un cromatograma tipico que se muestra en la Figura 4-25. La identidad de los
picos mayoritarios fue comprobada mediante CG-MS y compuestos patrones.
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Figura 4-25:Perfil cromatografico del aceite esencial de romero.

En el aceite esencial de romero se identificaron 7 picos mayoritarios, por lo que en
adelante se consideraron como el 100% de los compuestos presentes en el AE al no
considerarse los picos minoritarios detectados. Los picos se numeraron respectivamente
seglin su tiempo de retencién. En la Tabla 4-1se detalla el nimero de pico, nombre del
compuesto y su cantidad relativa (%). Se aprecia que los compuestos presentes en mas
del 30% son el 6=1,8-cineoly el 4, el cual no pudo ser identificado pero se sospecha que
puede ser B-pineno o Mirceno por el espectro de masa que presenta. También el L-canfor
es importante alcanzando un 18% y finalmente el a- pineno con un 9.1% . Mientras que
como compuestos con una menor concentracién relativa se hallan: p-cimeno (4.37%),

canfeno (3.40%) y un compuesto no identificado X1 (0.81%).

Tabla 4-1: Compuestos mayoritarios detectados por CG en el aceite esencial de romero, tiempos
de retencidn (TR)y cantidad relativa (%).

Pico Compuesto TB %
(min)

1 a-pineno 10.1 9.13
2 Canfeno 10.7 3.40
3 X1 11.4 0.81
4 X2:B-pineno o Mirceno 12.7 33.10
5 p-cimeno 14.1 4.37
6 1,8-cineol 14.4 31.19
7 L-canfor 19.6 18.0

TOTAL 100
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Los aceites esenciales de romero tipicos son ricos en a-pineno, 1,8-cineol y alcanfor,
aungue también estan asociados cantidades variables de otros compuestos como borneol
y verbenona (Bradley,1992). Como se menciond anteriormente las condiciones climaticas
pueden afectar el contenido de los componentes de un aceite esencial (Yesil et al., 2007).
El principal componente de aceites esenciales turcos, marroquies e italianos es el 1,8-
cineol, con mas del 40% (Boutekedjiret, 1999; Bradley, 1992). Mientras que el aceite
francés, espafiol y griego tienen 1,8-cineol, a-pineno, y alcanfor con aproximadamente
porciones iguales (20-30%) (Lawrence, 1995). Aceites esenciales de romero rico en
mirceno soélo se han reportado en América del Sur, en Argentina (Mizrahi et al., 1991),
Uruguay y Brasil (Dellacassa et al, 1999; Larran et al, 2001.; Porte et al., 2000).0jeda-Sana
et al. (2012) analizaron dos variedades de aceite esencial de romero argentino donde
identificaron que uno era rico en mirceno (31,1%) y el otro rico en a-pineno (31,2%), en
estas variedades también identificaron compuestos importantes como 1,8-cineol (18,7-
21,6%) y alcanfor(7,9-15,4%). Las diferencias en la composicién quimica detectada en los
dos fenotipos de romero argentinos cultivadas bajo las mismas condiciones desde hace
mas de 7 afios se determinan principalmente por el genotipo de la plantas (Ojeda-Sana et
al. 2012). Esto explica la diferencia en el contenido de ciertos compuestos presentes en el
aceite esencial de romero. Estos resultados coinciden con los descritos en este trabajo ya
gue aqui se identificaron como compuestos mayoritarios 1,8-cineoly B-pineno o Mirceno

y de concentracion intermedia L-canfor y a-pineno.

4.4.11.2 Compuestos volatiles presentes en la atmodsfera del envase y en el tejido de
las rodajas de tomate

Como era de esperarse las muestras control no presentaron los compuestos volatiles de
AE de romero(datos no mostrados). Mientras que, dichos compuestos volatiles se
retienen dentro del envase del film PD 961 de muestras tratadas y son también
adsorbidos por el tejido de tomate, por lo que se identificaron y cuantificaron durante el
almacenamiento. En la Figura 4-26 se observan los perfiles cromatograficos y el area
relativa de los picos (%) presentes en la atmésfera del envase (Figura 4-26 A y B)y en el

tejido de rodajas (Figura 4-26 Cy D).
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Figura 4-26: Compuestos volatiles analizados en la atmdsfera del envase (A y B) y en rodajas de
tomate tratadas con aceite esencial de romero 30 ul(C y D).Perfil cromatografico(A y C) y area
relativa porcentual de los picos (B y D)durante el almacenamiento a 5 °C.

En la atmésfera del envase se detectaron 6 picos, todos corresponden a los identificados
en el aceite esencial de romero (Figura 4-26 A) aunque no se registrd la presencia del
compuesto 5= p-cimeno. En la Figura 4-26 B se observa que al dia 1 el pico mayoritario es
el 1= a-pineno, mientras que ya al dia 4 y hasta el final del almacenamiento el compuesto
mayoritario fue 6= 1,8-cineol. Los compuestos 1= a-pineno y 2= canfeno disminuyen a lo
largo del almacenamiento hasta un valor retenido en la atmdsfera de 3.8 y
3.3%,respectivamente. El pico 3=X1 se acumuld solo un 15.1% al dia 1 y permanecio
constante hasta el dia 8 luego del cual disminuydé a la mitad. El pico 4= B-pineno o
mirceno era el segundo en importancia al dia 1 con un 68% pero disminuyd
drasticamente al dia 4 (9,9%) para terminar desapareciendo al dia 13. Los compuestos 6=
1,8-cineol y 7= L-canfor fueron los minoritarios al dia 1 aunque luego comenzaron a
acumularse, el 1,8-cineol pasdé a ser mayoritario a partir del dia 4 (51.2%), aunque
también al dia 13 disminuyd su retencidon de manera similar al resto de los compuestos.

En la Figura 4-26 Cse observa el perfil cromatografico de compuestos volatiles analizados
en el tejido de las rodajas de tomate tratadas con aceite esencial de romero donde sélo

sea cumulan el 6= 1,8-cineol y 7= L-canfor. En la figura 4-26 D se observa que estos
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compuestos se adsorbieron en las rodajas de tomate desde el dia 1,concentrandose en
los dias 4 y 8 de almacenamiento.

Los resultados demuestran que la concentracién de todos los compuestos presentes
disminuye al final del almacenamiento, sin embargo compuestos como 6= 1,8-cineol y 7=
L-canfor son los Unicos presentes durante todo el almacenamiento tanto en la atmdsfera
del envase como en las rodajas de tomate tratadas.

Varios autores (Angioni et al., 2004; Papachristos et al., 2004; Pintore et al.,2002;
Sacchetti et al., 2005; Waliwitiya et al., 2005) reportaron resultados positivos en cuanto a
la actividad antimicrobiana, antibacterial, antifingica, antioxidante e insecticida del aceite
esencial de romero en fase vapor, en su mayoria esta propiedad es atribuida a
compuestos presentes en aceite esencial de romero como: 1,8-cineol, a-pineno,
limoneno, canfeno y L-canfor. Por lo descrito anteriormente se puede decir que la
presencia de 1,8-cineol y L-canfor durante el almacenamiento actuaron como
preservantes o antimicrobianos, evidencidndose menor deterioro microbiano en las
rodajas de tomate tratadas con aceite esencial de romero. Sin embargo es dificil atribuir
el efecto antimicrobiano de un aceite esencial solo a uno o unos pocos compuestos
activos, porque en general contienen una mezcla de diferentes compuestos quimicos
mayoritarios (Ojeda et al. 2012)y componentes menores que pueden hacer una
contribucién significativa a la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales. La
actividad antimicrobiana del aceite esencial de romero es el efecto sinérgico de sus
componentes (Jiang et al., 2011).

Si bien al efectuar un tratamiento con AE se coloca una concentracién determinada sus
componentes volatiles pueden, como ya se menciond, retenerse en la atmédsfera del
envase o en el propio tejido; también pueden quedar retenidos en el soporte del papel de
filtro, o perderse por ser permeables al film o barrera empleado, PD 961 en nuestro caso,
por lo que nos podriamos preguntar qué porcentaje efectivo de compuestos fueron los
gue ejercieron el efecto antimicrobiano y de mejora de la calidad integral de las rodajas
de tomate. En la Figura 4-27 se muestra el conjunto de los compuestos volatiles
presentes en atmdsfera del envase y en el tejido del tomate. Se puede observar que,
respecto al total de compuestos sembrados sobre el papel de filtro al inicio del
almacenamiento, sélo un 4,2% de los compuestos volatiles se acumulan al dia 1y

disminuyen progresivamente hasta alcanzar valores cercanos al 1% al dia 13. En particular
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en la atmodsfera del envase se concentran al dia 1 y disminuyen luego mientras que en el
tejido de tomate se acumulan hasta el dia 4 (2%) y recién luego disminuyen.
Estos resultados estarian mostrando que con una muy baja proporcién de AE retenida se

logran efectos beneficiosos en las rodajas de tomate fresco cortado.

M tejido ™atmosfera

Volatiles de AE retenido (%)

1 4 8 13
Dias de almacenamiento a 5°C

Figura 4-27: Porcentaje de compuestos volatiles retenidos en atmdsfera del envase y en tejido de
rodajas de tomate tratadas con aceite esencial de romero 30 uL durante el almacenamiento a 5 °C.

4.4.12 Recuento de bacterias aerobias mesofilas totales, hongos y levaduras

Los productos de la IV gama son mas susceptibles a sufrir desarrollo microbiano sobre
todo en la linea de corte, puesto que las células son dafiadas eliminando barreras
naturales vy liberando nutrientes que promueven el crecimiento de la flora bacteriana.

La determinacién de los recuentos de hongos, levaduras y bacterias aerobias mesdfilas,
estd vinculado con el efecto que tienen los microorganismos deteriorantes sobre Ia
calidad del producto.

En la Figura 4-28 A se observa que el desarrollo de bacterias muestra un incremento
desde el dia 4 de almacenamiento llegando a 4,8 v 5 log UFC g™ para las rodajas de
tomate tratado y control, respectivamente. Si bien este incremento se mantiene durante
el almacenamiento los valores hallados son significativamente menores en rodajas
tratadas.

El desarrollo de hongos y levaduras (Figura 4-28 B) fue progresando a lo largo del
almacenamiento tanto en rodajas controles como en tratadas. Si bien las diferencias

entre tomate control y tratado fueron menores a las observadas para el desarrollo
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bacteriano fueron estadisticamente diferentes registrandose a partir del dia 4 un menor
desarrollo en rodajas de tomate tratadas con 30 ul de aceite esencial de romero hasta el
dia 13 de almacenamiento. Esto podria deberse que a consecuencia del tratamiento con
aceite esencial de romero los microorganismos se vieron afectados disminuyendo su

capacidad de reproduccion.
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Figura 4-28:Recuento de bacterias aerobias meséfilas (A) y hongos y levaduras (B) durante el
almacenamiento a 5 °C de rodajas de tomates control (C) y tratadas (T) con aceite esencial de
romero 30 ulL. Las letras distintas indican diferencias significativas en un test LSD de Fisher a un
nivel de significancia de 0,05. (LSD g,t.=0,23 y LSD 4,,=0,21).

4.4.13 Inhibicidn in vitro con cepas aisladas de rodajas de tomate frente al aceite
esencial de romero.

En el presente trabajo se aislaron 2 cepas diferentes de microorganismos presentes en

forma de colonias circulares (colonias 1 y 2), y un hongo filamentoso (Figura 4-29)

obtenidos durante el recuento microbiolégico de las rodajas de tomate, con el objetivo
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de comenzar el proceso de identificacién de los mismos y determinar la capacidad

antimicrobiana in vitro del aceite esencial de romero.

Figura 4-29: Colonias 1 (A) y 2 (B), y hongo filamentoso (C) aislados de rodajas de tomate.

Para identificar morfolégicamente los aislados (colonias 1y 2) se realizé una observacién
microscopica mediante tincion con Cristal violeta confirmando que ambas colonias

correspondian a dos tipos diferentes de levaduras (Figura 4-30 Ay B).

Figura 4-30: Observacién microscopica de levadura 1 (A) y levadura 2 (B) aisladas de rodajas de
tomate. Aumento 1000 X.

4.4.14 Identificacion morfolégica de los microorganismos

4.4.14.1 Hongo filamentoso

De los recuentos iniciales se aislé una colonia de hongo filamentoso en medio DRBC, la
cual presentd las siguientes caracteristicas: Colonia aterciopelada, color azul oscuro.
Observaciéon microscopica de hifas septadas y cabeza aspergilar.

Posteriormente el hongo filamentoso se identificé morfolégicamente segun Pitt y Hocking
(1999). Este se cultivé en medios malta, G25N y Czapek a 5, 25 y 37 °C, durante siete dias
y se analizd si hubo o no crecimiento midiendo el tamafio maximo de la colonia a
distintos tiempos. No se observé crecimiento fungico a 5 °C hasta los 7 dias en ninguno de

los medios analizados (Tabla 4-2). Sin embargo, a 25 y 37 °C tuvo lugar un crecimiento
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progresivo conforme avanzaba el tiempo en los medios malta y Czapeck, mientras que no

se registré crecimiento en el medio G25N a ninguna temperatura.

Tabla 4-2:Diametro de crecimiento (mm) del hongo filamentoso cultivado a 5, 25y 37°Cen
distintos medios por 24, 48,72 hy 7 dias.

Temp. de Medio de Tiempo de incubacién

incubacién cultivo 24 h 48 h 72 h 7 dias

5°C Malta 0 0 0 0

Czapeck 0 0 0 0

G25N 0 0 0 0

25°C Malta 1 11 25 60

Czapeck 1 10 21 55

G25N 0 0 0 0

37°C Malta 9 35 47 90

Czapeck 8 35 55 90

G25N 0 0 0 0

Se pudo observar el crecimiento del hongo filamentoso aislado, tanto en el anverso como
reverso de la placa de Petri, en los medios de cultivo Czapeck (Figura 4-31 A y B) y malta

(Figura 4-31 Cy D) y sus caracteristicas.

Figura 4-31: Crecimiento al cabo de 7 dias de incubacién a 30 °C del hongo filamentoso aislado de
rodajas de tomate en medios de cultivo Czapeck: anverso (A) y reverso (B) y Malta: anverso(C) y
reverso (D).
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Figura 4-32: Vista microscopica de la hifa fértil del hongo filamentoso aislado de rodajas de
tomate, donde se puede apreciar la cabeza aspergilar, estipe, la vesicula, las fidlides y algunos
conidios. Aumento 1000 X.

En estos medios se observa que el hongo presenta un micelio de textura aterciopelada,
tanto en el anverso como el reverso, de color azul oscuro, siendo un poco mas claro el
obtenido en Czapeck. En cuanto a la observacidon microscopica de la hifa fértil (Figura 4-
32), se puede apreciar la cabeza aspergilar, parte del estipe, la vesicula y las fidlides. Todo
lo descripto anteriormente permitié completar los analisis de identificacién morfolégica
del hongo empleando la clave taxondmica propuesta por Pitt y Hocking (1999). Es asi que
llegamos a identificar que este hongo seria del género Aspergillus perteneciente a los
Hyphomycetes dado que presenta las caracteristicas descriptas en la bibliografia
mencionada: a) forma estipes grandes de paredes gruesas y dpices hinchados llamados
vesiculas. Estas usualmente son esféricas pero pueden ser elongadas; b) Las vesiculas
sostienen fidlides o métulas y fidlides, las cuales usualmente aparecen simultaneamente.
Este caracter lo diferencia de Penicillium donde siempre es sucesiva, es decir fidlides en
distinto grado de desarrollo; c) Los estipes se forman a partir de una célula pie (no todos
lo tienen) y generalmente no son septados, de modo que vesicula, estipe y célula pie
forman una gran célula Unica.

Posteriormente, segun la clave para el género Aspergillus, se siguid el siguiente analisis:
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1 -Colonias en CYA a 25 °C — 37 °C mayores a 35 mm: Coincide con el hongo aislado (pasa
a2).
2- (1) Colonias negras o grises: No coincide con el hongo aislado
Colonias blancas o coloreadas: Coincide con el hongo aislado (pasar a 5)

5- Colonias blancas o coloreadas:

(2)Colonias blancas: No coincide con el hongo aislado
Colonias coloreadas: Coincide con el hongo aislado (pasar a 6)
6- (5) Colonias azules: Coincide con el hongo aislado: Aspergillus fumigatus

Colonias amarillas verdes, o marrén: (pasar a 7)

*Numeros en paréntesis indican de la clave que proviene.

A partir de este analisis se concluyd que el hongo filamentoso aislado de tomate seria:

Aspergillus fumigatus.

4.4.14.2 Levaduras
Para la identificacidn de levaduras se utilizo el sistema APl 20 C Aux Bio Merieux (Francia)
(Land et al., 1979).Luego de inocular las cupulas, la galeria (Figura 4-33) se incubd a 30 °C
por 72 h. La reaccién se considerd positiva cuando habia turbidez en las cupulas para los
sustratos detallados en la Tabla4-3. Para el caso de la levadura 2, el sistema de
identificacion APl 20 C Aux presentd dificultad para leer la turbidez en las clpulas de
crecimiento, siendo este problema ya detectado en la bibliografia (Verweij et al., 1999).

Por lo tanto se utilizé como ayuda una lupa éptica.

Figura 4-33: Aspecto de una galeria API 20 C Aux
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Tabla 4-3: Resultados de asimilacion de carbohidratos para levadura 1y levadura 2.
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Con los resultados de asimilacion de los carbohidratos (Tabla 4-3), con la ayuda del
material provisto por el fabricante y la observacién microscépica, se lograron identificar
los 2 tipos de levaduras las cuales corresponden a:

e Levadura 1: Candida guilliermondii

e Levadura 2: Kloeckera spp (99.3 % posibilidad)

4.4.15 Estudio de la inhibicién microbiana del aceite esencial de romero empleado en
forma de vapor.

Cada microorganismo responde de manera diferencial ante agentes antimicrobianos. Asi
Lépez et al., (2005) comprobaron la efectividad en fase vapor de aceites esenciales de
clavo, albahaca, romero, eneldo y jengibre frente a bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas y frente a hongos como Candida albicans, Penicillium islandicum y Aspergillus
flavus. Los resultados indicaron que los vapores de aceites esenciales tienen mayor efecto
frente a hongos que ante bacterias, adicionalmente los AE de canela y clavo tuvieron
mayor actividad inhibitoria.

En el presente trabajo se analizd si existia diferencia en el efecto antifungico sobre las
distintas colonias aisladas de rodajas de tomate que habian crecido en presencia de 30 uL
de aceite esencial de romero. En primera instancia se analizé la sensibilidad de A.
fumigatus aislado. Para ello se determind inicialmente el recuento de conidios por mL
cuando se cultivé el hongo filamentoso en cajas de Petri cubiertas o no con su tapay a su
vez dichas placas se ubicaron dentro del empaque original o film PD961, un sistema de
almacenamiento analogo al envase de rodajas de tomate. Los recuentos obtenidos se

presentan en la Figura 4-34.
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Figura 4-34: Recuento de A. Fumigatus inoculado en placas de Petri con medio YGC con y sin tapa,
en ausencia (Control) o presencia de vapores de aceite esencial de Romero 30 ulL (Tratado) dentro
del envase. (LSD= 245). Las letras distintas indican diferencias significativas en un test LSD de
Fisher a un nivel de significancia de 0,05.

Los recuentos del hongo filamentoso que crecié en atmdsfera con vapores de aceite
esencial de romero 30 ulL (tratados) fueron significativamente inferiores a los controles. A
su vez el efecto de tapar o no el medio resulté en que muestras control y tratadas no
tuvieron diferencias significativas entre si. Por lo tanto se decidié continuar los ensayos

sin el uso de tapa en las cajas de petri.

4.4.16 Diferentes concentraciones de microorganismos frente a una misma

concentracion de aceite esencial de romero (30 ulL).

4.4.16.1 Efecto sobre A. fumigatus
Una vez decidido emplear el sistema analogo al envase de rodajas de tomate sin tapar las
cajas Petri, se inocularon 10y 10" conidios totales por caja de petri de A. Fumigatus.

Los mismos se muestran en la Figura 4-35.
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Figura 4-35: Recuento del A. fumigatus obtenido luego de haber inoculado10® y 10" conidios
totales en ausencia (C) o presencia de vapores de aceite esencial de romero 30 uL (T) dentro del
envase. El asterisco indica diferencias significativas del tratamiento respecto de su control para
cada concentracién de conidios utilizada en un test LSD de Fisher a un nivel de significancia de
0,05.

El efecto del aceite esencial de romero disminuyd los recuentos fungicos
significativamente con respecto al control cuando se sembraron 10? conidios totales por

placa, logrando una inhibicion cercana al 50% con respecto a la muestra control.

4.4.16.2 Efecto sobre C. guilliermondii
Se evalud el efecto antifungico de los vapores de 30 ulL de aceite esencial de romero

inoculando10? y 10" UFC por placa de C. guilliermondii (Figura 4-36).
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Figurad-36: Recuento de C. guilliermondii obtenido luego de haber inoculado, 10> y 10" UFC
totales por placa en ausencia (C) o presencia de vapores de aceite esencial de romero 30 uL (T)
dentro del envase.
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La ausencia de asterisco indica que no existe diferencia significativa del tratamiento respecto de
su control para cada concentracidn de levadura utilizada en un test LSD de Fisher a un nivel de
significancia de 0,05.

El recuento total de UFC de las diluciones correspondientes a, 10° y 10" disminuyé en
presencia de los vapores de aceite esencial de romero. Sin embargo, no se observé

diferencia significativa entre el control y el tratamiento.

4.4.16.3 Efecto sobre Kloeckera spp
De igual manera que en el ensayo descrito anteriormente se inocularon 102 y 10'UFCde
Kloeckera spp. por caja. En la Figura 4-37 se presentan los recuentos obtenidos en el

cultivo de Kloeckera spp, para muestras controles y tratadas con aceite esencial de

romero.
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Figura 4-37: Recuentos de Kloeckera spp. obtenidos luego de haber inoculado 10% y 10" UFC
totales en ausencia (C) o presencia de vapores de aceite esencial de romero 30 uL (T).

La ausencia de asterisco indica que no existe diferencia significativa del tratamiento respecto de
su control para cada concentracidn de levadura utilizada en un test LSD de Fisher a un nivel de
significancia de 0,05.

En las concentraciones analizadas se observd una reduccion en los recuentos analizados
frente a vapores de aceite esencial de romero, aunque las mismas no fueron significativas

entre muestras controles y tratadas.
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En el caso de los tres microorganismos se observé que no existe inhibicion total en sus
respectivas diluciones empleadas, inclusive en recuentos bajos las muestras tratadas son
comparables con las controles.

Resultados similares reportaron Vesaltalab et al., (2012) al realizar ensayos in vitro donde
comprobaron que los vapores de AE de romero en concentraciones de 50 y 100 ppm
ejercian un efecto fungistatico al controlar el crecimiento de B. cinerea. De igual forma
Duarte et al., (2013) reportan un efecto fungistatico de aceites esenciales de R.
chalepensis y P. auritum sobre Alternaria solanii y mediante una dinamica de inhibicién
concluyen que este efecto puede estar asociado con la cinética de evaporacion del aceite
esencial el cual tiene mayor concentracién de compuestos volatiles durante la fase de
adaptacion del microorganismo.

También se han reportado resultados en donde la aplicacion de AE de flores de Tagetes
erecta estimularon el crecimiento in vitro de A. Solanii (Pupo et al., 2011). Son muy
escasos los estudios del modo de accion de los AE sobre hongos, es por esto que se
deberian realizar futuras investigaciones sobre la accién de los AE y sus componentes,
para definir las causas del efecto observado en cada caso.

Algunos estudios demuestran que los vapores generados por los aceites esenciales
retrasan el ciclo de vida de algunos mohos en la etapa de germinacién, la inactivacion del
conidio presente en el aire por los vapores del aceite esencial es el proceso clave en la
inhibicidn puesto que el conidio, es estable al calor, la luz, y compuestos quimicos, siendo
muy dificil de eliminar (Dao et al., 2008). Este efecto se ha observado solo por contacto
con vapores de aceites esenciales, puesto que los compuestos volatiles pueden unirse a la
hifa reproductiva a diferencia del contacto con una solucién (Reyes et al., 2012).De igual
forma Tulio et al., (2007) han reportado que el uso de vapores generados por aceites
esenciales tiene un mayor efecto antimicrobiano en comparacién con el contacto directo,
esto ha resultado como un impacto eficiente contra mohos ya que gracias a su
crecimiento superficial son mas susceptibles a los vapores de aceites esenciales (Edris y

Farrag, 2003).
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4.4.17 Diferentes volumenes de aceite esencial de romero frente a una misma

concentracion de microorganismo.

El empleo de AE resulta ser efectivo en el control de microorganismos a ciertas
concentraciones. A su vez, Kalemba et al., (2003) mencionan que la concentracion para
ejercer una actividad antimicrobiana en los aceites esenciales depende principalmente de
sus componentes quimicos y el tipo de microorganismo al que debe controlar.

En este sentido Emine et al. (2010) encontraron que los aceites esenciales de lavanda y
romero en fase vapor lograron controlar el crecimiento de B. Cinerea en plantas de
tomate en concentraciones de 1,6 mg mL™ de aire y 25,6 g mL™, respectivamente, y
concluyen que son necesarias concentraciones mayores de AE de romero para ejercer un

efecto antifingico con respecto a otros AE analizados como orégano y lavanda.

4.4.17.1 Efecto sobre A. fumigatus

Se determind el porcentaje de inhibicion de A. Fumigatusincubado en el sistema
analogoal envase de rodajas de tomateempleando distintos volimenes de aceite esencial

de romero (15, 30, 50, 100 uL) como se muestra en la Figura 4-38.
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Figura 4-38: Porcentaje de inhibicidn de Aspergillus fumigatus en ausencia (0 uL) o presencia de
distintos volumenes de aceite esencial de romero. Las letras distintas indican diferencias
significativas en un test LSD de Fisher a un nivel de significancia de 0,05 (LSD=7,76).

Se encontré un incremento significativo en el porcentaje de inhibicion en todos los
tratamientos evaluados frente a la muestra control, sin embargo no se observd diferencia

significativa entre los volimenes de 30 y 50 ul logrando un 41.9 y 44 % de inhibicion,
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respectivamente, mientras que se obtuvo un maximo de inhibicion (55%) al emplear

unvolumen de 100 ulL.

4.4.17.2 Efecto sobre C. guilliermondii
Se calculé el porcentaje de inhibicidn de C. guilliermondii frente a volumenes de 15, 30,

50, 100 ulL de aceite esencial de romero (Figura 4-39).
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Figura 4-39: Porcentaje de inhibicion de C. guillierrmondii incubadaen ausencia (0 ul) o presencia
de distintas volumenes de aceite esencial de romero dentro del envase. Las letras distintas
indican diferencias significativas en un test LSD de Fisher a un nivel de significancia de 0,05 (LSD=
5,51).

Se observd que no existe diferencia significativa en el recuento de C.guilliermondii al
utilizar 0 o 15 uL de AE de romero. Sin embargo se observa un aumento en el porcentaje
de inhibicién al aplicar volumenes de 30, 50 y 100 ul, sin diferencia significativa entre las
mismas, llegando a un maximo de inhibicion de 14%. Por lo que se podria decir que
C.guilliermondii no presenta marcada sensibilidad frente a la variacién en el aumento de

volumen del AE de romero.

4.4.17.3 Efecto sobre Kloeckera spp
Se determind el porcentaje de inhibicion de Kloeckera spp. frente a volimenes de 15, 30,

50, 100 ulL de aceite esencial de romero como se muestra en la Figura 4-40.
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Figura 4-40: Porcentaje de inhibicidn de Kloeckera spp. en ausencia (0 uL) o presencia de distintas
volumenes de aceite esencial de romero. Las letras distintas indican diferencias significativas en
un test LSD de Fisher a un nivel de significancia de 0,05. (LSD = 7,62).

Se determind que el aceite esencial causé un efecto antifungico sobre Kloeckera spp. a
partir de 30 uL, el cual se incrementé al utilizar 50 y 100 uL de AE, llegando a un 25% de
inhibicidn. Por lo que se podria decir que la levadura aislada Kloeckera spp es mas
sensible al aumento en la concentracién de AE de romero respecto de Candida
guillermondii. Segun estos resultados se observa que se necesita una mayor
concentracion de AE de romero para reducir el conteo de los microorganismos
encontrados, comparado con los 30 uL empleados en los envases que contenian las
rodajas de tomate. Sin embargo estos resultados se hallaron al realizar un ensayo in-vitro,
mientras que la seleccién de la cantidad de AE a emplear (seccién 4.3) se efectud in-vivoy
habiendo obtenido buenos resultados. Algunos investigadores como Inouye et al., (2000),
Edris y Farrag, (2003) presentaron resultados similares donde analizaron el
comportamiento in-vitro y concluyen que la diferencia hallada puede deberse a la
naturaleza lipdfila de los aceites esenciales que los hace mas absorbibles por los micelios
fungicos que por el agar debido a la naturaleza altamente lipofilica del micelio fungico en
contraposicién al alto contenido de agua de los medios de agar.

Un amplio efecto antimicrobiano ha sido reportado al emplear aceite esencial de romero.
Asi, Jiang et al. (2011) reportaron que el empleo de aceite esencial de romero resultd
activo contra cepas como S.epidermis, S. Aureus, P. Vulgaris, P. Aeruginosa y E.coli, como
asi también presentd una marcada actividad antifungica contra hongos como C. Albicans,

y A. niger en concentraciones entre 0,03% y 1% (v/v) de aceite esencial de romero.
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5 CONCLUSIONES




El presente trabajo permitié investigar sobre el empleo de tomate minimamente
procesado, como una nueva forma de presentacién de producto, el cual es sometido
a sencillos procesamientos que aumentan su valor comercial y facilitan su consumo,
de igual forma se analizé el empleo de aceites esenciales (AE) como una alternativa de
conservacion del producto envasado en atmdsfera modificada a 5 °C.

Mediante ensayos de analisis sensorial se pudo conocer la preferencia de los
consumidores eventuales de tomate (no entrenados), los cuales eligieron el estadio
de madurez del tomate rojo palido y para su presentacion una bandeja de telgopor
rectangular.

En este estudio se selecciondé al AE de romero30 uL como el tipo de aceite y
concentracion adecuada para una mejor conservacion del tomate cortado en rodajas,
entre varias concentraciones del mismo aceite y de AE de laurel ensayados
previamente.

Durante el almacenamiento a 5 °C el empleo de AE de romero 30 ulL redujo la
proliferacién de microorganismos logrando un menor deterioro y mejor calidad del
producto a los 13 dias de almacenamiento, de igual forma redujo el ablandamiento en
las rodajas desde el dia 8, sin afectar la pérdida de peso, el desarrollo del color,
acidez, contenido de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante del tomate
fresco cortado.

Se pudo cuantificar e identificar (mediante CG-MS) los compuestos volatiles presentes
en el AE de romero como o-pineno, canfeno, p-cimeno, 1,8-cineol y L-canfor, donde
se evidencié que desde el dia 4 de almacenamiento, el 1,8-cineol y L-canfor fueron los
compuestos mayoritarios en la atmodsfera de las bandejas tratadas y los Unicos
presentes en las rodajas de tomate.

Mediante un ensayo microbiolégico se comprobd que el empleo de AE de romero (30
uL) retrasé efectivamente el recuento de hongos y levaduras.

Se aislé un hongo filamentoso el cual se identific6 como Aspergillus fumigatus y dos
levaduras que se identificaron como Candida guilliermondii y Kloeckera spp.

Mediante ensayos in vitro se comprobd que la capacidad fungistatica frente a estos

microorganismos se incrementa al aumentar la cantidad de AE de romero.
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Los ensayos de inhibicién in-vitro mostraron una mayor sensibilidad del hongo
filamentoso A. fumigatus frente a diferentes volimenes de AE de romero, a diferencia

de las levaduras C. guilliermondliy Kloeckera spp. que mostraron menor respuesta.

Estos resultados indican que el empleo de AE de romero 30 ulL permitié incrementar
los beneficios de la refrigeracion y mantener la calidad de tomate fresco cortado al
retrasar principalmente el desarrollo de microorganismos sin ocasionar cambios

importantes en su valor nutricional.
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