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mesofilos, levaduras y hongos filamentosos, bacterias acido lacticas y coliformes totales de
lechuga IV Gama lollo rosso, hoja de roble y trocadero conservada durante 4 dias a 4 °C y
elrestoa7°C

Tabla 7.1. Composicién del suelo y de la solucion nutritiva del sistema sin suelo
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Figura 8.1. Tratamientos de riego en 6 recolecciones, durante 3 afios consecutivos.
Basados en un tratamiento control segun la capacidad de campo (CC), 2 dosis de exceso
(+50% y +25%) y 2 dosis de déficit (-25% y -50%). Se establecieron 4 regimenes de riego
al considerar la lluvia y la evapotranspiracion del cultivo (ETc), como R1 (0-100), R2 (101-
200), R3 (201-300) y R4 (301-400) mm

Figura 8.2. Influencia de los regimenes de agua R1 (0-100), R2 (101-200), R3 (201-300) y
R4 (301-400) mm, sobre el peso de cabeza (A), la compacidad (B), la conductividad

eléctrica del tejido (C) y el contenido en materia seca (D)

Figura 8.3. Influencia de los regimenes de agua R1 (0-100), R2 (101-200), R3 (201-300) y
R4 (301-400) mm en la calidad visual (A) y los malos aromas (B) de la lechuga iceberg IV

Gama conservada durante 13 dias a 7 °C

Figura 8.4. Influencia de los regimenes de agua R1 (0-100), R2 (101-200), R3 (201-300) y
R4 (301-400) mm en la composicion gaseosa, niveles de O2 (A) y de CO2 (B), en el
espacio de cabeza del envase de lechuga iceberg IV Gama conservada durante 13 dias a 7
°C

Figura 8.5. Influencia de los regimenes de agua R1 (0-100), R2 (101-200), R3 (201-300) y
R4 (301-400) mm sobre el pardeamiento del borde (A) y la actividad enzimatica
fenilalanina amonio-liasa PAL (B), en lechuga iceberg IV Gama conservada en airea 7° C

Figura 8.6. Influencia de los regimenes de agua R1 (0-100), R2 (101-200), R3 (201-300) y
R4 (301-400) mm en la actividad polifenol oxidasa (PPO) (A), % de PPO activa (B) y
actividad peroxidasa (POD) (C) de tejido vascular de lechuga iceberg conservado en aire a
7°C

Figura 8.7. Influencia de los regimenes de agua R1 (0-100), R2 (101-200), R3 (201-300) y
R4 (301-400) mm aportados sobre el contenido fenolico total en el tejido vascular de

lechuga iceberg IV Gama conservado en airea7°C



Tabla 8.1. Influencia de los regimenes de agua R1 (0-100), R2 (101-200), R3 (201-300) y
R4 (301-400) mm en el contenido fendlico individual del tejido vascular de lechuga iceberg

IV Gama a dia 0 y tras 2 dias conservado en aire a 7 °C
CAPITULO IX

Figura 9.1. Los cinco tratamientos de riego, basados en la dosis de riego estandares,
aplicados en 6 recolecciones durante 3 afios consecutivos (A). Al considerar el riego y las

lluvias, se establecieron 6 regimenes de riego (B)

Figura 9.2. Influencia de los regimenes de riego en el peso de cabeza (A), longitud del tallo

(B), textura (C) y materia seca (D)

Figura 9.3. Influencia de los regimenes de riego en la tasa respiratoria de la lechuga

romana IV Gama conservadaa 7 °C y con un 5 % de O,

Figura 9.4. Influencia de los regimenes de riego en la calidad de la lechuga romana IV

Gama conservada 3 dias a 4 °C y el resto a 7 °C en atmosfera activa

Figura 9.5. Influencia de los regimenes de riego en el pardeamiento del borde (A),
contenido fendlico (B), actividad fenilalanina amonio-liasa (PAL) (C) y polifenoloxidasa

(POD) (D) del tejido vascular de lechuga romana en IV Gama conservado en aire a 7 °C

Figura 9.6. Influencia de los regimenes de riego en la poblacion de bacterias psicrotrofas
(A), Pseudomonas spp. (B) y coliformes (C) de lechuga romana IV Gama después del

procesado (dia 0) y después de la conservacion 3 diasa 4 °Cy el restoa 7 °C

Fotografia 9.1. Micrografias de hojas de lechuga romana sometidas a -35 % RC (A) y +75
% RC (B)

Tabla 9.1. Numero de réplicas empleadas por pardmetro y régimen de riego

Tabla 9.2. Influencia de los regimenes de riego (-35 % RC, -15 % RC, RC, +15 % RC, +35
% RC y +75 % RC) en la poblacion de bacterias psicrotrofas, Pseudomonas spp. y

coliformes totales de lechuga romana después de la recoleccion
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Figura 10.1. Influencia de la pO, en malos olores, sabor y pardeamiento en lechuga
conservada 10da7°C

Figura 10.2. Cambios de la pO, y pCO; en el espacio de cabeza de lechuga romana
minimamente procesada conservada en luz (24 h), Oscuridad (24 h) y fotoperiodo (12 h de
luz y 12 h de oscuridad) en la zona frontal de la estanteria (fotoperiodo frontal) y trasera de

la estanteria (fotoperiodo trasero), 3da4°Cyel restoa 7 °C

Figura 10.3. Efecto de las condiciones luminicas en la calidad visual y pardeamiento del
borde en lechuga minimamente procesada conservada a 4 °C 3d y el resto a 7 °C. Bajo las

condiciones luminicas anteriores descritas

Figura 10.4. Efecto de las condiciones luminicas en el color (4E") de lechuga romana en
IV Gama, conservada a 4 °C 3d y el resto a 7 °C, bajo las condiciones luminicas

anteriormente descritas

Figura 10.5. Efecto de las condiciones luminicas sobre la salida de electrolitos en romana
minimamente procesada, conservada 3 d a 4 °C y el resto a 7 °C, bajo las condiciones

luminicas anteriormente descritas

Figura 10.6. Efecto de las condiciones luminicas en acido ascérbico (AA +ADHA)
electrolitos en romana minimamente procesada, conservada 3 d a 4 °C y el resto a 7 °C,

bajo las condiciones luminicas anteriormente descritas

Figura 10.7. Efecto de las condiciones luminicas en los compuestos fendlicos en romana
minimamente procesada, conservada 3 d a 4 °C y el resto a 7 °C, bajo las condiciones

luminicas anteriormente descritas

Tabla 10.1. Porcentaje de estomas abiertos y cerrados en lechuga romana en IV Gama

conservada 3d a4 °C y el resto a 7 °C bajo luz y oscuridad
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1. LA LECHUGA

1.1. Origen

Las primeras indicaciones de la existencia de la lechuga datan aproximadamente
del afo 4.500 a.c. en grabados de tumbas egipcias, aunque se piensa que es originaria de la
India (MARM, 2010). Son 3 las teorias sobre su origen (Ryder, 2007): 1) procede de una
forma salvaje de Lactuca sativa, 2) procede de Lactuca serriola y 3) es el producto de una

hibridacién entre especies, la cual es la mas apoyada por los botanicos.

La lechuga representaba la fecundidad de las cosechas de los egipcios. Los romanos
ya conocian diferentes especies de lechuga e incluso desarrollaron una técnica de
blanqueamiento. Ya entonces se le atribuyd propiedades contra el insomnio (Maroto,
2000). El principal uso de la lechuga era como forraje para el ganado y las semillas como
fuente de aceite. En el siglo V d.C., China utilizaba lechugas de tallo para cocinar. Su
cultivo se extendio6 por toda Europa y es probable que Colodn la llevase a América (MARM,

2010).

1.2. Taxonomia

La lechuga es una planta anual y autdgama, perteneciente a la familia Compositae,
cuyo nombre botanico es Lactuca sativa L. Existe una gran variedad de tipos y cultivares.
En general, las variedades de lechuga se pueden clasificar en grupos en funcién de como
se organizan las hojas en estado maduro (si forman o no cogollo). Una clasificacion

adecuada seglin el MARM (2006) es la siguiente:

Lactuca sativa v. capitata

Cultivares acogollados. Durante su crecimiento se van ensanchando mas que
alargando, hasta formar cabezas compactas. A este tipo pertenecen las lechugas llamadas
Iceberg cuyo primer cultivar se desarrolld en Estados Unidos en 1948, y las lechugas
Batavia y Trocadero de origen europeo. La densidad y peso de estas Ulltimas es menor que
la de Iceberg (500 y 1000 g, respectivamente). A menudo, el nombre de Batavia va

acompaiiado del color del cultivar rojo o verde, para su diferenciacion.



Introduccién General

(A) (B) (©)

Fotografia 1. Lechugas acogolladas. (A) Iceberg, (B) Batavia, (C) Trocadero.

Lactuca sativa v. longifolia

Son las conocidas como Romanas o Cos, las cuales proceden del este del
Mediterraneo, cerca de Turkia. Son lechugas alargadas, acogolldndose ligeramente en la
fase final de la maduracion. Presentan tonalidades variables de verde, desde verde oscuro

en las hojas exteriores mas maduras hasta amarillo en el interior. Su peso es en torno a 750

g.

Romana

Fotografia 2. Lechuga tipo Romana.

Lactuca sativa v. inybacea

Tienen forma de roseta, con hojas mas cortas que las de Romana. Algunas lechugas
de este tipo presentan hojas sueltas y dispersas como las conocidas Lollo o agrupadas, con
el borde ondulado como la Hoja de Roble. Su textura es mas dura que las anteriores,
proceden de Europa aunque también hay cultivos en el Sur de América y algunas zonas de

Estados Unidos.
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(D) (E)

Fotografia 3. Lechuga Lollo rosso (D) y Hoja de roble (E).

Lactuca sativa v. augustana
Tiene hojas y tallos largos sin acogollarse. Son comunes en China y muy diferentes
a las occidentales. Su sabor es amargo. Son cultivadas por sus hojas y su tallo sirve de

alimento para el ganado.

Lechuga de tallo

Foto grafia 4. Lechuga de tallo.

1.3. Evolucion

La primera publicacion sobre lechuga se realizé en los afios 20 del siglo pasado. En
Estados Unidos, Jagger (1923) fue el primero que desarrolld cultivares resistentes
adaptados a un clima estable y gracias al transporte se pudo llevar producto fresco por todo
el pais (Ryder, 2007). Esto supuso un cambio en las practicas de cultivo, desapareciendo la
produccion de lechuga a pequefia escala, por el empleo de grandes superficies, con

variedades mas resistentes al transporte y a la conservacion.

Fue en 1941 en Estados Unidos, cuando se realizo la primera gran produccion de diferentes

tipos de lechuga como la “Great Lake”, de tipo Iceberg . Sin embargo, en el zona del

4



Introduccién General

Mediterraneo, el cultivo de Romana era el mas comtn, comenzando en 1970 la plantacion

de Iceberg (Ryder, 2007).

2. CULTIVO
La lechuga es, en general, un cultivo de trasplante aunque en Estados Unidos
también se realiza en siembra directa. Se comienza con la germinacion, que transcurre en
torno a 30 dias en semillero hasta alcanzar 5 6 6 hojas, para continuar con el trasplante en

suelo. Los ciclos son de unos 100 dias en funcion de la variedad y época del afio (Tabla 1).
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Tabla 1. Ciclos de cultivo en funcion del cultivo y la época.

Iceberg  Trocadero Romana Batavia Escarola Hoja de Lollo rosso y
roble verde
Ciclos de cultivo
Verano 45-65 40-60 50-70 40-60 45-65 40-60 50-70
Invierno  56-105 55-88 60-110 55-105 55-110 55-88 65-115
Tabla 2. Costes de cultivo por variedades.
Iceberg Trocadero Romana  Batavia  Escarola Hojade Lollo
roble rosso y
verde
Costes de cultivo 7000- 7000-7500 6000- 8100- 8400- 12000 8400-
(€/ha) 11000 11100 8500 12000 12000

Brote
Batavia

28-39
28-67

Brote
Batavia

10000-12000

Brotes de
Lollo rosso

33-45
30-69

Brotes de
Lollo rosso

6500-7000
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La fecha de recoleccion se determina en funcioén del destino, sobre todo por el
estado de desarrollo de la parte aprovechable y por la compacidad del cogollo, en el
caso de especies que lo formen. Ademas, la industria de IV Gama requiere lechugas de

excelente calidad con gran tolerancia a las operaciones de procesado (Gil y col., 2012).

En Espatia, el calendario de ciclo de cultivo cubre la produccion todo el ano. Las
zonas de produccion seglin la campafia son:

- Campaia de invierno: Almeria, Cérdoba y Murcia.

- Campaiia de verano: Alava, Granada y Soria.

- Campaiia de primavera/otono: Albacete, Navarra y Zaragoza.

Para cada una de las variedades, las zonas de produccion se seleccionan segiin
los requerimientos edafoclimaticos necesarioa para el cultivo de lechuga.. El coste del
cultivo de lechuga varia segtn el tipo, y se debe principalmente al uso de fertilizantes,

fitosanitarios y agua (Tabla 2).

2.1. Cultivo en suelo

La adaptacion de esta hortaliza a diferentes tipos de suelo es muy buena. Sin
embargo, el mejor desarrollo se obtiene en suelos arenosos-limosos, con materia
orgénica y buen drenaje, situando su pH optimo de 6.7-7.4 (Infoagro, 2012). La lechuga
esté clasificada como una hortaliza medianamente tolerante a la salinidad. La humedad
relativa (HR) mas adecuada para el cultivo es del 60 al 80%. Sin embrago, segtn la
estacion del afio, se recomienda distintos tipos de suelo, por ejemplo:

- En cultivos de primavera: suelos arenosos, pues se calientan mas rapidamente y
permiten cosechas mas tempranas.

- En cultivos de otofio: suelos francos, ya que se enfrian mas despacio que los
suelos arenosos.

- En cultivos de verano: suelos ricos en materia organica, pues hay un mejor
aprovechamiento de los recursos hidricos y el crecimiento de las plantas es mas rapido.
2.2. Cultivo sin suelo

En el cultivo hidroponico (hidro=agua y ponos= trabajo), el suelo es sustituido
por agua incorporando los nutrientes necesarios para el desarrollo del cultivo.

El uso de esta técnica para el cultivo de hortalizas dentro de invernadero ha
aumentado considerablemente en los ltimos 20 afos. En lechuga, se recomiende el uso

de cultivo hidroponico al aire libre porque en invernadero tanto la temperatura como la

7
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HR pueden ser mayores que las deseadas (Infoagro, 2012). El uso de este sistema de
produccion permite asegurar un uso eficiente de agua y de nutrientes. En la Tabla 3 se

detallan las diferencias entre el cultivo en suelo y sin suelo.

Tabla 3. Diferencias entre el cultivo en suelo y el hidroponico.

Cultivo en Suelo Cultivo sin suelo
Preparacion del suelo
Barbecho, rastreo, surcado. Gasto de No existe preparacion del suelo.
herbicidas para el control de malas
hierbas.
Esterilizacion del medio
Vapor, fungicidas quimicos, trabajo Vapor, fumigante quimicos en menor
intensivo, proceso largo dos o tres proporcion, mas facil la esterilizacion vy
semanas. tiempo mas corto.
Enfermedades
Gran numero de enfermedades por Menor incidencia de enfermedades. No se
contaminacion del suelo (bacterias, precisa la rotacion de cultivos, pero
nematodos e insectos), es necesaria la cuando hay una contaminacion del medio
rotacion de cultivos para evitar de cultivo la afectacion es mayor.
enfermedades.
Agua
Bajo rendimiento. Distribucion no No existe estrés hidrico, control total del
uniforme de la irrigacién debido a la baja agua de riego, reduce la pérdida de
capacidad de retencion del suelo, evapotranspiraciony evita la percolacion.
percolacion y alta evapotranspiracion.
Nutrientes
Mala absorciéon de nutrientes por una Control total del aporte de nutrientes,
estructura o pH del terreno incorrecto. uniforme en todas las plantas, facilidad
Hay pérdidas de fertilizantes por lavado. para realizar ajustes.
El efecto toxico de un efecto de nutrientes
puede durar meses.

Sustratos
Suelo. Agua, arena, serrin, lana de roca, perlita,
NFT (Nutrient Film Technique) o flujo
laminar.

Costes de Produccion
Preparacion del suelo, mayor empleo de Inversion inicial. Mayor rendimiento de
fertilizantes e higienizantes fertilizantes, higienizantes y agua.
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3. PRODUCCION Y CONSUMO

Los principales paises productores de lechuga en el mundo son China, Estados
Unidos, Italia y Espafia con una produccion en toneladas de 13 005 000, 4 105 580, 843
344 y 809 200, respectivamente (FAO, 2010), aunque las ultimas estimaciones de 2012
en MARM sugieren datos de 847 000 toneladas en Espafa. La Figura 1 muestra los

principales paises productores de la Union Europea.

En cuanto a las exportaciones de lechuga, Espafia ocupa el primer puesto a nivel
mundial con 589 913 toneladas (MARM), ya que presenta unas condiciones
agronémicas y climatologicas Optimas para su cultivo durante todo el afio. Estas
condiciones convierten al cultivo de lechuga en uno de los més importantes junto con el
de tomate. Ademas, las mejoras en el manejo del cultivo y la seleccion de variedades de
mayor produccion ha incrementado el rendimiento de éste, ya que a pesar de que la
superficie ha disminuido durante los ultimos afos, la produccion se ha mantenido

(Figura 2).

50

40 1

30 A

20

10 A

% Produccién europea de lechuga

Figura 1. Principales paises productores de lechuga en la Unién Europea (MARM,
2010).



CAPITULO |

40 1100

T
2 050

r 1000
36

r 950
34 4

Miles de ha

r 900

Miles de toneladas

2,
3 r 850

30

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 800
1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009

30

N
©
L

Rendimeinto (tm / ha)

24 T T T T T T T T T T
1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009

Afo

Figura 2. Evolucion histdrica de la superficie (A), produccion (B) y rendimiento (C) de

la lechuga cultivada en Espana.

El rendimiento ha sufrido altibajos como el observado en 2003, ocasionado

probablemente por incidencias climatoldgicas que causaron pérdidas ese afo.

La importancia del cultivo de lechuga en Espafia ha ido aumentando
progresivamente, debido tanto a la diversificacion de los tipos varietales como al
aumento de la IV Gama. Sin embargo, en los ultimos afios se observa un ligero
estancamiento, debido al aumento que han experimentado otras hortalizas de hoja
conocidas como minihojas. A pesar de ello, la mayor superficie de cultivo y produccién
corresponde a las lechugas acogolladas tipo Iceberg, aunque el rendimiento es

ligeramente mayor en lechuga tipo Romana, posiblemente, por el mayor conocimiento
del cultivo (Tabla 4).

10
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Tabla 4. Evolucion histdrica de la superficie y produccion espaifiola de lechuga romana

y acogollada espafiola (MARM, 2010).

ARNoS Lechuga romana Lechuga iceberg
Superficie Produccion Superficie Produccion
(miles ha) (miles t) (miles ha) (miles t)
1999 12.4 347.7 254 697.5
2000 11.2 327.3 25.5 687.3
2001 11.2 332.0 25.5 662.1
2002 10.5 321.8 26.6 715.3
2003 10.7 313.7 27.0 731.0
2004 10.3 309.0 26.4 732.7
2005 11.3 318.8 26.4 673.1
2006 11.8 341.3 25.5 644.6
2007 9.9 306.0 25.0 641.6
2008 8.8 270.6 24.1 618.7
2009 9.0 267.6 23.5 585.4

Por comunidades Andalucia y Murcia presentan la mayor produccion de

lechuga, seguidas de la Comunidad Valenciana (Figura 3).

11
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R. Murcia 36%

Otros %

Catalufia 3.5%
Andalucia 32%

C. Valenciana 9.5%

Figura 3. Principales ciudades espanolas de produccion de lechuga.

En la Region de Murcia, los municipios de Lorca, Aguilas, Torre Pacheco y
Campo de Cartagena son los que presentan una mayor superficie dedicada al cultivo de
la lechuga.

Por otra parte, el consumo nacional de hortalizas ha aumentado un 4.3 % (222
000 t) en 2012 (MARM). El consumo mas notable se asocia a los tomates (14.1 kilos
por persona y aflo), lo que representa un 23.3 % del consumo total de hortalizas frescas,
seguido de las cebollas (7.5 kg per capita'y 12.3 % del consumo total) y de las lechugas,
escarolas y endivias (4.8 kg per capita y 8 % de consumo total) (MARM, 2010). La
venta de hortalizas en IV Gama en Espafa alcanzo6 los 154 000 t en el 2010 (MARM),

siendo el sector servicios el principal cliente.

El consumo medio per cépita de hortalizas en IV Gama es de 3.35 kg. Dentro del
nicleo familiar, son las unipersonales las mayores consumidoras de este tipo de
producto (9.62 kg). Por el contrario, en familias de mas de 5 miembros no llegan a un

consumo de 2 kg anuales (MARM).

12
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4. COMPOSICION

La contribucion de la lechuga a la dieta humana es principalmente por el aporte
de minerales, compuestos antioxidantes (fenoles, vitaminas, carotenos y clorofilas),
fibra y agua. El contenido nutricional varia con el grado de color y la posicion de la hoja
en las cabezas (hojas externas e internas), siendo las hojas externas mas ricas en
nutrientes que las internas (Hohl et al., 2001). En la Tabla 5 se muestran los valores
nutricionales generales de los tipos de lechuga iceberg, trocadero, romana y hoja de
roble. La lechuga se ha convertido en una fuente importante de compuestos
antioxidantes, a pesar de su bajo contenido en ellos, debido a su alto consumo, sobre
todo en lechugas pigmentadas “baby”, conocidas también como “minihojas” (Tomas-

Barberan et al., 1997).

En este sentido, las variedades de lechuga de hoja roja presentan mayor
contenido fenolico y carotenos (DuPont et al., 2000; Ryder, 2007; Llorach y col., 2008).
Otros factores que afectan al contenido nutricional en lechuga son factores
genéticos, practicas de cultivo, procesado y condiciones de conservacion, (DuPont et al.,

2000; Lee y Kader, 2000).

13



CAPITULO |

Tabla 5. Valor nutricional por tipos de lechuga (USDA).

14

Nutrientes Iceberg Trocadero
Agua (%) 95.64 95.63
Energia (kcal) 14.00 13.00
Proteina (g) 0.90 1.35
Lipidos totales (g) 0.14 0.22
Carbohidratos () 2.97 2.23
Fibra (g) 1.20 1.10
Azlcar (g) 1.97 0.94
Calcio (mg) 18.00 35.00
Hierro (mg) 0.41 1.24
Magnesio (mg) 7.00 13.00
Fosforo (mg) 20.00 33.00
Potasio (mg) 141.00 238.00
Sodio (mg) 10.00 5.00
Zinc (mg) 0.15 0.20
Vitamina C (mg) 2.80 3.70
Tiamina (mg) 0.04 0.06
Riboflavina (mg) 0.02 0.06
Niacina (mg) 0.12 0.36
Folato (ug) 29.00 73.00
Vitamina A (Ul) 502.00 3312.00
Vitamina E (mg) 0.18 0.18
Vitamina B-6 (Ul) 0.04 0.08
Vitamina K (ug) 24.10 102.30
Ac. grasos saturados (g) 0.02 0.03
Ac. grasos monosaturados  0.01 0.01
(9)

Ac. grasos polinsaturados  0.07 0.12

(9)

Romana

94.61
17.00
1.23
0.30
3.29
2.10
1.19
33.00
0.97
14.00
30.00
247.00
8.00
0.23
4.00
0.07
0.07
0.31
136.00
4094.00
0.13
0.07
102.50
0.04
0.01

0.16

Hoja de
roble
94.98

15.00
1.36
0.15
2.87
1.30
0.78

36.00
0.86

13.00

29.00

194.00

28.00
0.18
9.20
0.07
0.08
0.37

38.00

7405.00

0.22

0.09
126.30

0.02

0.01

0.08
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4.1. Compuestos fendlicos

Los compuestos fenolicos poseen la propiedad de captar radicales libres gracias
a la interaccion con los grupos hidroxilos. Por lo tanto, el grado de hidroxilacion es
importante para determinar la capacidad antioxidante (Rice-Evans et al., 1997, Parr y
Bolwell, 2000). También tienen capacidad de formar puentes de hidrégeno, generando
complejos extraordinariamente estables llegando incluso a precipitar como ocurre con

los taninos.

Existen unas 8 000 estructuras fenolicas diferentes (Harbone, 1993), las cuales
desempefian un papel muy importante en la proteccion de la planta frente a patdégenos y
también como sefial quimica en la floracion. Se ha comprobado que actian sobre el
crecimiento de la planta modificando los niveles del 4acido 3-indolacético (IAI)
(Havsteen, 2000; Azcon-Bieto y Talon, 2008). La sintesis de los compuestos fenolicos
tiene lugar en el citoplasma y se almacenan en la vacuola. Son biosintetizados
enzimaticamente a través de la ruta del acido shikimico (Figura 14). El principal
precursor de la mayoria de los compuestos fendlicos es el aminoacido fenilalanina,
sobre la que actlia la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL), dando lugar a los &cidos
cinamicos que a su vez son hidroxilados por la enzima cinamato 4-hidroxilasa (C4H). El
acido hidroxicinamico mas sencillo es el acido p-cumdrico, el cual sufre
hidroxilaciones, etilaciones etc. y da lugar a diferentes 4cidos benzoicos, flavonoides,
estilbenos y taninos. En la Tabla 6 se muestran los principales compuestos fenolicos de

las plantas superiores.

Tabla 6. Clasificacion de los compuestos fendlicos en plantas superiores.
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Flavonoides No flavonoides

Antocianos Acidos hidroxicinamicos
Flavonoides Taninos hidrolizables
Flavan-3-oles Acidos hidroxibenzoicos

Proantocianidinas (taninos no Estilbenos
hidrolizables)
Flavona
Flavanonas

Los polifenoles tienen también importancia desde un punto de vista econdmico,
porque contribuyen al color, sabor y aroma de las frutas y hortalizas. En lechuga, los
compuestos fenolicos juegan un papel importante en su apariencia visual. Los mas
importantes son acidos fendlicos, flavonoles, flavonas y antocianos (Tabla 7), siendo
estos ultimos los pigmentos responsables de la coloracion roja en las variedades
pigmentadas. Estos compuestos juegan un papel muy importante en los procesos
industriales, ya que son sustratos de las oxidaciones enzimaticas responsables del
pardeamiento (Tomads-Barberan y Espin, 2001), disminuyendo la calidad visual de

productos frescos.
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Tabla 7a. Composicion fenolica por tipo de lechuga (iceberg, trocadero, romana, batavia verde).

Variedades Acidos Fendlicos

Iceberg

Trocadero

Romana

Batavia
Verde

Ac.Cafeoyltartarico
Ac.
Ac.
Ac.
Ac.
Ac.
Ac.
Ac.
Ac.
Ac.
Ac.
Ac.
Ac.
Ac.
Ac.
Ac.
Ac.
Ac.
Ac.
Ac.
Ac.
Ac.
Ac.
Ac.

Clorogénico

Cafeoylmalico

Chicorico
Meso-di-O-Cadeoiltartarico
Isoclorogénico
Cafeoyltartarico
Clorogénico

Cafeoylmalico

Chicorico
Meso-di-O-Cadeoiltartarico
Isoclorogénico
Cafeoyltartarico
Clorogénico

Cafeoylmalico

Chicorico
Meso-di-O-Cadeoiltartarico
Isoclorogénico
Cafeoyltartarico
Clorogénico

Cafeoylmalico

Chicorico
Meso-di-O-Cadeoiltartarico
Isoclorogénico

Flavonoles

Quercetin-3-O-glucurénido
Quercetin-3-O-glucosido
Quercetin-3-O-rutinosido
Quercetin-3-O-(6”-O-malonyl)-glucosido

Quercetin-3-O-glucurénido
Quercetin-3-O-glucosido
Quercetin-3-O-rutinosido
Quercetin-3-O-(6”-O-malonyl)-glucosido

Quercetin-3-O-glucurénido
Quercetin-3-O-glucosido
Quercetin-3-O-rutinosido
Quercetin-3-O-(6”-O-malonyl)-glucosido

Quercetin-3-O-glucurénido
Quercetin-3-O-glucosido
Quercetin-3-O-rutinosido
Quercetin-3-O-(6"-O-malonyl)-glucosido

Fuente: DuPont et al., 2000, Tomas Barberan et al., 1997, Llorach et al., 2008.

Flavonas
Luteolin-7-glucurénido

Luteolin-7-glucurénido

Luteolin-7-glucurénido

Luteolin-7-glucurénido

Antocianos
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Tabla 7b. Composicion fendlica por tipo de lechuga (escarola, hoja de roble roja, lollo roso).

Variedades Acidos Fenolicos
Escarola Ac. Cafeoyltartarico

Ac. Clorogénico

Ac. Cafeoylmalico

Ac. Chicérico

Ac. Meso-di-O-

Cadeoiltartarico

Ac. Tsoclorogénico

Hoja de roble Ac. Cafeoyltartarico
roja Ac. Clorogénico
Ac. Cafeoylmalico
Ac. Chicérico
Ac. Meso-di-O-
Cadeoiltartarico
Ac. Tsoclorogénico
Lollo rosso Ac. Cafeoyltartarico
Ac. Clorogénico
Ac. Cafeoylmalico
Ac. Chicérico
Ac.Meso-di-O-
Cadeoiltartérico
Ac. Isoclorogénico

Flavonoles Flavonas
Kaemferol-3-O-glucurénido -
Kaemferol-3-O-(6"-O-malonyl)-glucosido
Kaemferol-3-O-glucésido

Kaemferol-3-Ramnosido

Quercetin-3-O-glucurénido Luteolin-7-
Quercetin-3-O-glucosido glucurénido
Quercetin-3-O-rutinosido
Quercetin-3-0O-(6"-O-malonyl)-glucosido
Quercetin-7-O-glucurénido-3-0-(67-O-
malonyl)-glucésido

Quercetin-3-O-ramnosido

Quercetin-3-O-glucurénido Luteolin-7-
Quercetin-3-O-glucdsido glucuroénido
Quercetin-3-O-rutindsido
Quercetin-3-O-(6"-O-malonyl)-glucésido
Quercetin-7-O-glucurénido-3-O-(67-O-
malonyl)-glucésido

Quercetin-3-O-ramnosido

Quercetin-3-galactosido

Fuente: DuPont et al., 2000, Tomas Barberan et al., 1997, Llorach et al., 2008.
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Antocianos

Cianidina-3-0-(6"-O-
malonyl)-glucdsido
Cianidina-3-O-glucésido

Cianidina-3-0-(6"-O-
malonyl)-glucésido
Cianidina-3-O-glucésido
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Acidos fenolicos

Los &cidos cinamicos forman parte de los compuestos C¢-C;, denominados
fenilpropanoides, los cuales se diferencian en la sustitucion de su anillo fendlico
(Clifford, 2000). E1 mas comun en la lechuga es el acido cafeico (Figura 5), que
presenta un esqueleto carbonado basico tipo fenilpropanoide. En la lechuga los acidos
hidroxicinamicos se encuentran conjugados con otros acidos principalmente con el
acido quinico (4cidos clorogénico y isoclorogénico), con el tartarico (acido chicorico) y
malico (Figura 6). El acido clorogénico es el mas abundante en la lechuga (Figura 7)
(Llorach et al., 2008; Clifford, 2000; Tomas-Barberan et al., 1997).

HO /O
N
i R; R4 Rs
Acido Cafeico OH OH H
Rs Rs
R4

Figura 5. Estructura del acido cafeico.

RO - @)
X
i R() R3 R4 RS
Acido clorogénico quinico  OH OH H
Acido cafeoiltartarico tartarico OH OH H
R Acido cafeoilméalico malico OH OH H
Rs >
R4

Figura 6. Derivados de acido cinamico mas comunes en la lechuga.
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OH

OH

HOOC
OH OH

Figura 7. Estructura de un acido clorogénico, concretamente, acido-5-cafeoil quinico.

Flavonoides

Los flavonoides derivan estructuralmente del grupo basico flavona. Se clasifican
en funcion del grado de oxidacion del anillo central pirano. Al igual que los écidos
fenolicos, se encuentran conjugados con azucares principalmente. Estudios actuales
sugieren que el grado de hidroxilaciones es importante para determinar la actividad
antioxidante (Dupont et al., 2000). Los flavonoides constituyen un grupo muy amplio
incluyendo a los flavonoles, flavan 3-oles, flavonas, flavanonas y las antocianinas. Los
alimentos estan constituidos por 5 agliconas (mirecitina, quercetina, Kaempferol, luteina
y cianidina. Sin embargo, en la lechuga encontramos principalmente flavonoles,
flavonas y antocianos (Figura 8) conjugados con glucosa, ramnosa y acido glucoronico.
Los flavonoles mas comunes son quercetina y kaempferol, sin embargo, s6lo se conoce
en lechuga las flavonas derivados de luteina y los antocianos derivados de la cianidina

(Gil et al., 1998; Hohl et al., 2001; Llorach et al., 2008).
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R1 R2

Kaempferol H H

Quercetina OH H

Figura 9. Estructura quimica de los flavonoles de lechuga.

La quercetina es el flavonol mayoritario en la lechuga. Aunque se encuentra en
las variedades verdes en pequeia proporcion, es mas abuntante en las variedades rojas
(quercetina-3-O-glucdsido, quercetina-rutindsido, quercetina-  glucuronido).  Sin
embargo, el kaempferol se encuentra sélo en la escarola (kaempferol-3-O-glucuronido,

kaempferol-3-O-(6-O-malonil) glucésido) (Figura 9).

La luteolina es una flavona que se encuentra en pequefia proporcion en la
lechuga. En romana e iceberg es practicamente inexistente, pero en lechugas

pigmentadas tipo lollo rosso es mas frecuente encontrarla. Los conjugados principales
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de luteolina en la lechuga son: luteolina-7-glucurénido, luteolina-7-glucoésido, luteolina-

7-rutinosido.

Por otra parte, el color de los antocianos estd determinado por el nimero de
grupos hidroxilo, el grado de metilacion de estos grupos, la naturaleza y el numero de
azucares unidos a la molécula, ademas del niimero y la naturaleza de los &cidos
alifaticos unidos al azacar (Clifford, 2000). El pH también influye en el color y da
estabilidad a la molécula. A menor pH el color rojo es mas intenso y el antociano es
mas estable (Brouillad, 1982). En la lechuga, los antocianos mas comunes son: cianidin-

3-O-(6-malonilglucésido) y cianidin-3-O-glucosido (Gil et al., 1998).

4.2. Vitamina C

En 1932 se conocio6 la estructura del acido ascoérbico (AA), denominado asi por
su accidn antiescorbutica (Davey et al., 2000). El poder antioxidante de la vitamina C lo
presenta tanto el AA como su producto de oxidacion, denominado dacido
dehidroascorbico (ADHA), cuya oxidacion se encuentra catalizada por las enzimas
ascorbato peroxidasa y ascorbato oxidasa. El AA puede ser facilmente oxidado en
presencia de oxigeno, metales pesados, pH alcalinos y altas temperaturas. El primer
producto de oxidacion del AA es el 4cido monodehidroascorbato (MDHA), el cual
puede producir de nuevo AA mediante agentes reductores o bien seguir oxidandose para
formar ADHA, y éste a su vez degradarse en acido 2,3-diceto-1-gulénico, el cual carece

de actividad antioxidante (Davey et al., 2000; Lee y Kader, 2000).

Las principales funciones de la vitamina C son: actuar como cofactor
enzimatico, captador de radicales libres y donador o aceptor de electrones. El contenido
en vitamina C en lechuga depende de las variedades analizadas, ademas de los factores
precosecha y poscosecha (Lee y Kader, 2000). Muchos son los estudios que han
observado, que las lechugas y espinacas conservadas bajo elevadas condiciones
luminicas presentan menor degradacion de vitamina C que las conservadas en oscuridad
(Toledo et al., 2003; Nicolle et al., 2004b; Zhan et al., 2012). Sin embargo, Martinez-
Sanchez et al. (2011) no observaron diferencias entre el contenido en vitamina C en
lechuga conservada en tres condiciones luminicas diferentes (24 h/dia en luz, 24 h/dia

en oscuridad y 12 h/dia luz).
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4.3 Cambios en los compuestos bioactivos

Estreses medioambientales como elevados déficit hidricos y nutricionales, dafos
mecanicos, salinidad extrema, alta exposicion a la luz, pueden causar estrés oxidativo
con la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), tales como radicales
superéxido (O,7), oxigeno singlete (‘0,), peréxido de hidrégeno (H,0,) y radicales
hidroxilo (OH). Frente a estos estreses oxidativos, las plantas presentan antioxidantes
como mecanismo de proteccion (Mittler, 2002). La vitamina C y los compuestos
fenolicos son algunos de estos agentes no enzimdticos capaces de estabilizar los
radicales libres debido a su funcidén reductora. Cuando estos agentes reductores se
saturan se produce la acumulaciéon de ROS, ocasionando dafios en las proteinas,
peroxidacion lipidica y muerte celular (Smirnoff y Wheeler, 2000). En el aumento de la
concentracion de estos compuestos antioxidantes estdn involucradas las enzima L-
galactano-1,4-lactona (L-GalDH) y fenilalanina amonio-liasa (PAL) (Bergmiiller et a.,
2003). Oh et al., 2010 observaron mayor activaciéon génica en L-GalDH y PAL, en
muestras de lechuga sometidas a estrés hidrico, ocasionando mayor contenido en
compuestos antioxidantes (fenolicos y acido ascorbico) con respecto a las cultivadas en
condiciones normales. Por el contrario, Oh et al., 2009 también observaron menor
concentracion de compuestos bioactivos en lechugas cultivadas bajo condiciones
protegidas, debido a su peor adaptacion a estreses ambientales frente a las lechugas
cultivadas en condiciones normales. Otros autores han asociado la acumulacion de estos
compuestos con estreses mas concretos como los hidricos, la alta radiacion UV y las
bajas temperaturas (Chappell y Hahlbrock, 1984, Sofo et al., 2005). Estos estudios
sefialan la importancia del metabolismo secundario de lechugas, en su adaptacion a las

condiciones atmosféricas.

Existen diferencias importantes en el contenido de compuestos bioactivos
dependiendo de la variedad, como se ha explicado anteriormente. En estudios realizados
en espinaca con 11 cultivares comerciales y 15 lineas avanzadas se observo que el
genotipo tiene una gran influencia sobre el contenido en compuestos fendlicos y la
actividad antioxidante (Howard et al., 2002). Las lineas mas avanzadas, las cuales
tenian mayor resistencia a plagas, presentaron mayor contenido en polifenoles, en
flavonoides individuales y totales, asi como mayor capacidad antioxidante comparadas
con las lineas comerciales. En un estudio de diferentes especies de cruciferas de hoja

para IV gama se observo que la rocket salvaje presentdé un elevado contenido en
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flavonoles derivados de quercetina, mientras que en rocket cultivada se detectod
principalmente flavonoles derivados de kaempferol. Una proporcién similar entre
ambos flavonoles, tanto derivados de quercetina como derivados de kaempferol, se
pudo observar en berro, mientras que en mizuna presentd una proporcion similar tanto
de acido sinapico (en su forma libre), como de los diferentes derivados de flavonoles
(quercetina, kamepferol e isorhamnetina). En términos cuantitativos, el berro mostr6 un
mayor contenido en compuestos polifenolicos totales, respecto al resto de las especies
de cruciferas estudiadas (Martinez-Sanchez et al., 2008). Asimismo, el analisis del
contenido en vitamina C en estas especies de cruciferas mostré que los mayores valores
se presentaron en berro y rocket salvaje.

Por otra parte, la temperatura e intensidad de la luz tienen una gran influencia en
el contenido en compuestos bioactivos. Howard et al., (2002) observaron un mayor
contenido en polifenoles y mayor actividad antioxidante en espinacas cultivadas en
primavera comparadas con otras cultivadas en otofo, debido a las diferencias en las
condiciones medioambientales durante el cultivo.

La fecha de siembra y recoleccion parecen influir en la composicidon nutricional
de las hortalizas de hoja. Diferentes recolecciones en meses consecutivos de estas
especies han mostrado variaciones en el contenido en vitamina C. Las hojas
recolectadas en los meses de invierno mostraron un mayor contenido en vitamina C,
respecto a las recolectadas en primavera. Ademds, el contenido en compuestos
bioactivos, glucosinolatos y polifenoles, presentes en hojas de rocket salvaje también
mostrd una posible relacion con el mes de recoleccion. El contenido en glucosinolatos y
sobre todo en polifenoles fue mayor en los meses de invierno. Estas diferencias, de
hasta 7 veces, en el contenido en polifenoles dependiendo de la época de recoleccion
han sido previamente descrita por Di Venere et al. (2000) en XXX. Ademas, Podsedeck
(2007) también cito la influencia de las condiciones climaticas como un factor a tener en
cuenta al repercutir en el contenido en polifenoles, asi como en los niveles de otros

compuestos bioactivos, en hortalizas Brassica como brocoli, coliflor blanca y china.

El riego y el abonado tienen un papel muy importante en la biosintesis y
acumulacion de compuestos bioactivos, ya que han sido descritos como factores que
afectan, sobre todo, al contenido en vitaminas y minerales. Chisari et al., (2010)
observaron en lechuga baby una disminuciéon de los compuestos fendlicos cuando

crecieron en condiciones de baja salinidad. Igualmente, Kim et al., 2008 y Coria-
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Cayupan et al., 2009 observaron en lechuga una disminucién de los derivados del acido
cafeico al aplicar un riego salino a corto plazo, aunque no detectaron diferencias cuando
aplicaron una concentracion de sal mas baja en el riego durante el cultivo. Otros
estudios sugieren que la aplicacion de estreses hidricos moderados podria aumentar la
concentracion de compuestos fenolicos y vitamina C en lechuga (Oh et al., 2010),
ademas de otros compuestos antioxidantes como el B-caroteno y el a-tocoferol (Keles y

Oncel, 2002).

Otro factor que puede influir en el contenido en compuestos antioxidantes es el
estado de madurez. Se ha observado que las lechugas jovenes presentan un mayor
contenido fenolico que las adultas (Oh et al., 2010). Sin embargo, en espinaca, un
estado de desarrollo intermedio presenta un mayor contenido en compuestos bioactivos

frente a estados inmaduros o sobremaduros.

La influencia de las operaciones de procesado, cortado, lavado, envasado y
conservacion sobre el contenido en constituyentes bioactivos ha sido un tema de gran
interés. Sin embargo, contrariamente a lo esperado, el procesado en IV gama tiene un
minimo impacto en la reduccion del contenido en antioxidantes y en otros compuestos
bioactivos tanto en frutas como en hortalizas. En general, el deterioro en la calidad
visual tiene lugar con anterioridad a que se produzcan pérdidas significativas en el
contenido nutricional. Asi por ejemplo, uno de los puntos criticos del procesado de
frutas y hortalizas es el lavado, y en concreto la seleccion de higienizantes efectivos que
permiten controlar la carga microbiana, sin presentar efectos adversos en los
constituyentes bioactivos del producto. Estos resultados quedaron de manifiesto en el
lavado de lechuga en IV gama con agua ozonizada y/o en combinacioén con luz UV-C
(Beltran et al., 2005a). En lechuga y patata en IV gama se observd que el agua
ozonizada, ademads de controlar la carga microbiana con la misma efectividad que el
cloro, no afectd negativamente al contenido en constituyentes antioxidantes (polifenoles
y vitamina C). Resultados similares se observaron cuando se evalud la efectividad de
agua ozonizada, clorito de sodio acidificado y acido peroxiacético en hojas de rocket

(Martinez-Sanchez et al., 2006).

Existen pocos estudios donde se haya examinado el efecto de la conservacion

bajo envasado en atmodsfera modificada (MAP) sobre el contenido en compuestos
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bioactivos de productos de IV gama. Sin embargo, una Optima atmosfera de
conservacion es una de las claves para mantener la calidad sensorial y nutricional, asi
como la seguridad microbioldgica de los productos de IV gama. En estudios anteriores,
Gil et al. (1999) observaron que el contenido en vitamina C de espinaca se preserva
mejor en condiciones Optimas de conservacion en MAP. Una atmodsfera con un bajo
nivel de O, y alto de CO,, puede ayudar a mantener la seguridad microbioldgica del
producto vegetal, pero a veces este tipo de atmosfera puede llevar al deterioro del
producto cuando las condiciones de conservacion no son las Optimas. Martinez-Sanchez
et al., 2007 observaron que niveles muy reducidos de O, (< 1 %) y muy elevados de
CO; (= 15 %) favorecen el deterioro de la calidad sensorial y la pérdida de compuestos

bioactivos de ‘baby leaf rocket’ (vitamina C, polifenoles y glucosinolatos).

5. ENFERMEDADES
Los sintomas de las enfermedades parasitarias mas comunes en lechugas son:
- Crecimiento anormal debido a que las plantas sufren alteraciones radiculares:
Provocado por contaminacion por hongos, nematodos y virus (Pythium tracheiphilum,
Botrytyas cinérea y Pratylenchus spp., respectivamente). Ejemplo:
e Cuscuta spp. (Dodder), es una planta parasitaria que impide el crecimiento de

las hojas.

- Hojas agujereadas y recortadas: Provocado por bacterias como Pseudomonas cichorii,
Xanthomonas campestris pv. Vitians y hongos. Ejemplo:
e Microdochium panattonianum que provoca danos en las hojas externas (Shot

hole 6 Antracnosis).

- Manchas clordticas, alteraciones necroticas y deformadas: Producido por el virus del
mosaico de la lechuga y otros virus del mosaico transmitidos por insectos como el del
pepino, del haba y del diente de ledn. También, pueden ser originadas por hongos y
bacterias, presentando en los tejidos tiernos manchas que al principio son translucidas y
que posteriormente adquieren un tono marrén y necrosado, originado principalmente

por Pseudomonas.

- Manchas blancas: Encontramos en este tipo varias afecciones. Ejemplo:

26



Introduccién General

e Mildiu velloso (Bremia lactucae), se observa una pelusa blanca, originan
manchas de color pardo y aparecen en situaciones de humedad extrema.

e Botritis (Botrytis cinerea, Sclerotinia sclerotiorum, Erwinia carotovora subsp.),
producen un moho gris y un micelio blanco, se originan en situaciones de

humedad continuada y por la existencia de heridas diversas.

- Nerviaciones gruesas (Bigvein): Originada por el virus Mirafiori lettuce virus. En esta

patologia se observan bandas anchas alrededor de las nerviaciones.

5.1. Enfermedades fisiopatoldgicas

También llamadas fisiopatias, siendo las mas comunes las siguientes:
- Tip burn: Es una necrosis marginal que aparece sobre las hojas externas o sobre el
cogollo debido a un aporte de agua y calcio deficitario, excesivo calor, salinidad y

nitrogeno. Es una zona susceptible a podredumbres.

- Brown stain: Son lesiones marrones durante la conservacion a bajas temperaturas
causada por atmosferas altas en CO,.

- Pink rib: Es la coloracion rosada que toman los tejidos nerviarios. Ocurre con mas
frecuencia en lechugas de madurez avanzada.

- Russet spotting: Son manchas pardas que aparece durante la conservacion como
consecuencia de la exposicion a etileno.

- Espigado o subida de la flor: Desarrollo excesivo del espigado, originado
principalmente por anomalias genéticas, fotoperiodos largos, exceso de nitrogeno,
elevadas temperaturas y sequia.

- Dafos por granizo: Agujeros y necrosis en la zona de impacto ocasionado por
pedrisco.

- Dafios por congelacion: A bajas temperaturas los tejidos tiernos se dafian con los
cristales de hielo que se forman bajo la epidermis, provocando el despegue de la misma

originando una coloracion anaranjada.

27



CAPITULO |

Dario por frio Tip burn Russet spotting

Foto 5. Enfermedades comunes en lechuga. (Fuente: Dominique et al., 2005).

6. PRODUCTOS DE IV GAMA
Los productos de IV gama son frutas y/o hortalizas frescas, lavadas y envasadas
que han podido ser objeto de troceado. El producto mantiene sus propiedades naturales
y frescas en el envase, sin la incorporacion de ningin aditivo ni conservante pero

siempre conservado en refrigeracion.

Los productos de IV gama aparecieron por primera vez a mediados de los afios
70 en el mercado estadounidense. El objetivo era satisfacer las necesidades que
requerian los restaurantes y establecimientos de comida rapida. El producto basico fue
la lechuga, que en aquella época se le exigia al menos una vida comercial de entre 3 y 4
dias. Las lechugas inmaduras o sobremaduras que rechazaban y quedaban en el campo
tras la recoleccion de las mejores cabezas destinadas para I gama, eran recolectadas
como materia prima para la industria de IV gama. Rapidamente, se observo la necesidad
de partir de una materia prima de mejor calidad, con un estado adecuado de madurez

para alargar la vida 1til del producto procesado.

Hacia 1980 se inicid el consumo de este tipo de productos en Europa. Suiza y
Alemania fueron las pioneras, seguidas de Inglaterra, Francia, Paises Bajos e Italia.

Estos productos finalmente llegaron a Espafa hacia finales de los afos 80. Las primeras
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industrias procesadoras comenzaron en Navarra y se extieron a otras zonas tipicas de
produccion hortofruticola como Murcia, Comunidad Valenciana, Andalucia y Cataluia.
Estos productos son muy demandados por empresas de catering y restaurantes, tanto de
comidas rapidas preparadas, como comedores de empresas, centros de ensefanza,

hospitales y cuarteles.

El mercado de productos de IV gama resulta muy dindmico y poco a poco se ha
ido introduciendo en todo el mercado espafiol. Actualmente los productos de IV gama
alcanzan mas del 60 % de los hogares espafioles con un consumo de 2,8 kg por persona
y afio. Sin embargo, en otros paises europeos el consumo por habitante es de 4 a 10
veces superior. En el Reino Unido se consumen per capita 12 kg y en Francia e Italia 6
y 4 kg, respectivamente. El incremento en la compra de productos de IV gama en
Espana se debe al aumento del nimero de parejas adultas sin hijos y de adultos y
jovenes independientes, siendo este tipo de hogares los que muestran una mayor
preocupacion por su salud y por la dieta. Ademads, unos héabitos de vida donde prima la
rapidez en la preparacion de la comida, a causa de la falta de tiempo de los
consumidores, contribuye a que el gasto en el consumo de frutas y hortalizas suponga
un 13% del gasto total en alimentacion. Espafia, incrementdndose afio a afio el
porcentaje destinado a productos de IV gama, presentando un consumo actual en los

hogares espaioles del 18% (Alimarket, junio 2012): CONSEGUIR

La IV gama se perfila como uno de los negocios con mas futuro en la industria
alimentaria. El pasado afio 2011, se registrd un incremento de ventas de un 3 % a pesar
de la crisis econdmica. En el primer semestre del afio 2010 el increment6 fue del 6 %
respecto al mismo periodo de 2009. Del total comercializado, 46 375 t correspondieron
a hortalizas y 911 t a frutas, que aumentaron un 10 % respecto al periodo anterior

(http://www.afhorla.com/noticias ver.php?noticia=17 ). Segun los datos del Comité de

Frutas y Hortalizas Preparadas de Fepex, el sector crecié un 5,1% en 2011, al superar
las 74.000 toneladas comercializadas. De esta cifra, el 95% corresponde a la venta de

hortalizas y el 5% a frutas.

De toda la informacion que se genera en este sector, se calcula que la produccion
actual espanola estd orientada en un 60-65% a las lechugas de ensalada, un 10-15% a
mezclas de lechugas y otras hortalizas para ensaladas (lombarda, zanahoria, etc.) y un 8-

10% a espinaca (Figura 10). Le siguen, ya en porcentajes menores, la acelga, cebolla,
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pimiento y puerro. Conviene destacar el gran aumento en el interés del consumidor por
algunas hortalizas de pequefio tamafio y sabor intenso, que se suelen denominar “baby”,

“brotes tiernos” o “minihojas”.

Lechugas y mezclas para ensalada 75%

Otros

/

Puerro 1%
Apio 1%
Cebolla 1%

Zanahoria 3%

Acelga 4%

Espinaca 10%

Figura 10: Elaboracion porcentual en Espana de productos vegetales procesados en
fresco. (Fuente: Productos Hortofruticolas Minimamente procesados. Autores: Artés, F.

y Artés — Hernandez, F).

Atendiendo a las cifras del sector IV gama y en lo que a principales fabricantes y
comercializadoras de ensaladas y hortalizas nacionales se refiere, VEGA MAYOR, S.L.
es el lider con un volumen de ventas superior a 31.603 t y una cuota de mercado del
31% bajo la marca FLORETTE. En segunda posicion se encuentra el Grupo
VERDIFRESH que comercializa alrededor de 26.812 t, con una cuota de mercado del
26%, bajo las marcas VERDIFRESH y MESTURADOS CANARIOS, que es
interproveedor para Mercadona. En tercera posicion se encuentra KERNEL con 10.300

t con las marcas KERNEL, LUMINOSA y RICA RICA seguido por PRIMAFLOR S.A.
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que comercializa algo mas de 9.800 t bajo la marca PRIMAFLOR y SOGESOL con
8.300 t (marcas FREDECA, GIGANTE VERDE).

El grafico 11 adjunto muestra los porcentajes de cuota de mercado segin el

volumen de produccion de las principales empresas de IV gama:

Grupo Florette 31%

Verdifresh 26%

Otros

Grupo Cuttings
Artandi IV

S.A.T. Huerta de Peralta
Kernel 10% Vegetales linea verde Navarra
Sana Food 3%

Primaflor 9% Sogesol 8%

Figura 11. Volumen de mercado de la IV Gama (Fuente: ALIMARKET, 2012).

7. LALECHUGA EN IV GAMA
Los datos de produccion de lechuga en Espana sefialan a la Region de Murcia y
Andalucia, como las Comunidades de mayor produccion, seguidas de la Comunidad
Valenciana (Figura 3). Sin embargo, por cultivos Andalucia y Valencia son las
mayores productoras de lechuga Romana, frente al 80% que representa el cultivo de

Iceberg en la Region de Murcia y Anadalucia con respecto al total nacional. Ademas,
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Murcia se ha especializado en el cultivo de lechugas tipo “baby” debido al aumento en
el consumo de estos nuevos ingredientes, los cuales proporcionan a las ensaladas de una
mayor gama de colores y sabores. Los principales tipos de lechuga empleados en IV
gama son: Iceberg, Romana, Batavia, Trocadero, Lollo Rosso, Lollo Biondo y Hoja de

Roble.

7.1. PROCESADO DE IV GAMA

El procesado minimo comprende distintas operaciones unitarias que, de forma
general, se pueden resumir en las siguientes operaciones: seleccion del cultivar y del
estado de madurez Optimo, deshojado, cortado, lavado y secado. Posteriormente,
envasado en bolsas con atmosfera modificada para, posteriormente, ser transportados y
conservados bajo refrigeracion (Wiley, 1994; Gorris y Peppelenbos, 1999). Cada una de
las operaciones necesarias para la preparacion de estos productos en IV gama debe
realizarse correctamente para conseguir un producto final satisfactorio desde el punto de
vista de calidad y seguridad durante la vida util.
A continuacion se detallan cada una de las etapas que se siguen en las lineas de

procesado de lechuga en IV gama.
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DIAGRAMA GENERAL PARA ELABORACION DE
PRODUCTOS PROCESADOS EN FRESCO

| RECOLECCION DE MA TERIAS PRIMAS |

A 4
| TRANSPORTE |

v

| PRE - REFRIGERACION Y CONSERVACION |

v

| SELECCION Y CLASIFICACION |

v

LAVADO DEL MATERTAL VEGETAL ENTERO

v

| ENFRTAMIENTO |

v

| ELIMINACION DEL TALLO. PELADO Y CORTADO |

v

LAVADO Y DESINFECCION DEL PRODUCTO

A 4
ENJUAGUE
| |

v

| SECADO (ESCURRIDO Y CENTRIFUGADO) |

v

| MEZCLADO Y PESADO |

y
ENVASADO EN ATMOSFERA MODIFICADA

v

CONSERVACION FRIGORIFICA — CONTROL DE

v

| EXPEDICION Y TRANSPORTE FRIGORIFICO |

v

| COMERCIALIZACION |

v

| CONSUMO |
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Recoleccién de materias primas

La recoleccion puede hacerse de forma manual aunque también han sido
desarrollados distintos equipos para realizarse de forma mecanizada. Como tractores
provistos de remolques que acompanan en su desplazamiento a la cuadrilla, permitiendo
cargar directamente el producto recolectado o bien cintas transportadoras. Es
recomendable que para IV gama se emplee siempre el sistema que menos dafio cause al
producto como es la recoleccion a mano. El empacado de las lechugas en el campo

permite obtener mayores rendimientos debido a que se reduce el daiio mecanico.

La lechuga recolectada para IV Gama debe de cumplir las especificaciones
recogidas en la Tabla 8. Por lo tanto, los productos que llegan a la industria para ser
procesados, deben ser inspeccionados para asegurar que estén libres de dafios
(rozamientos, dafios por frio, etc) y que cumplen las especificaciones acordadas con el
proveedor. Una vez aceptado el material, debera almacenarse cuanto antes, a una

temperatura apropiada.
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Tabla 8a. Especificaciones de la industria de IV Gama en lechuga (iceberg, trocadero, romana, batavia).

Descripcion

Parametros
criticos
Defectos
calidad

de

General
Textura
Sabor y

aroma
Color

D. Mayores

D. Menores

PRODUCTO

Iceberg Trocadero Romana Batavia

Cabezas bien formadas, hojas lisas, no rizadas. Sin dafos fisicos, plagas, enfermedades o fisiopatias. Ausencia
de contaminantes, microbioldgicos, quimicos y fisicos.

En escarola las piezas seran conicas, no achatadas.

Crujiente y firme, pero no duras, hojas frescas e hidratadas y suficientemente robustas para soportar el lavado
industrial.

Tipico, ligeramente dulce, no amargo y sin olores extrafios.

Interno desde un amarillo suave a un verde ' El corazén debe se amarillo palido, las hojas exteriores

claro. blancas/verdes claras en la base, con una gradacion progresiva
hasta verde oscuro en los extremos.

Exceso de humedad y barro. Producto demasiado viejo, contaminacion quimica o fisica por cuerpos extraios.

Restos de substratos del cultivo

- Gusanos, limacos, tijeretas, babosas, etc. (Independientemente del nimero por cabeza).

- Pulgén, arafa roja, insectos (> de 5 por cabeza)

- Tip-burn (3 6 mas zonas dafiadas).

- Oxidacion interior y exterior.

- Agua en el interior.

- Pulgo6n, arafa roja, insectos (< de 5 por cabeza).

- Daiios por parésitos o defecaciones en hojas exteriores).

- Tallo mayor de 50 mm.

- Daiios por frio/heladas en 3 hojas exteriores.

- Oxidacion exterior.

- Calibres/pesos inferiores al estandar.

- Hojas interiores rizadas.
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Tabla 8b. Especificaciones de la industria de IV Gama en lechuga (hoja de roble, lollo rosso y verde, brote batavia y brote lollo rosso).

Descripcién | General

Textura

Sabor
aroma

Color

Parametros
criticos

Defectos de | D. Mayores
calidad

D. Menores

36

PRODUCTO
Hoja de roble Lollo rosso y verde Brote Batavia Brote Lollo rosso
Cabezas tipicas. Ausencia de contaminantes microbiologicos, quimicos y fisicos.

Crujiente y firme, pero no duras, hojas frescas e hidratadas | Fresca, tersa, sin hidratacion o marchitamiento.
y suficientemente robustas para soportar el lavado | Suficientemente robustas para soportar el lavado industrial
industrial

Tipico sin olores extrafios.

La base de las hojas tendra | La base de las hojas tendra | Al menos % partes de la parte superior de la hoja de color
un color verde claro y rojo | un color verde claro y rojo | rojo de distinta intensidad segun variedades y épocas del afo
el otro extremo oscuro el otro extremo en la Batavia roja y el resto verde vivo.

Exceso de humedad y barro. Producto demasiado viejo, contaminacién quimica o fisica por cuerpos extrafios.
Restos de substratos del cultivo. Dafios por frio/heladas. Textura no suficientemente robusta como para soportar
el lavado industrial.

- Gusanos, limacos, tijeretas, babosas, etc. (Independientemente del nimero por cabeza).
- Pulgén, arafia roja, insectos (> de 5 por cabeza)

- Tip-burn interior.

- Necrosis interiores.

- Podredumbres interiores.

- Dafios por frio.

- Parésitos exteriores.

- Podredumbres, necrosis marginales y dafios por parasitos. Tamafio fuera del estandar.
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Transporte

Inmediatamente tras la recoleccion, se ha de realizar el transporte hacia la
industria para evitar que el producto pueda contaminarse y que las temperaturas no
adecuadas lo deterioren. Es muy importante sean transportados en vehiculos
acondicionados para esta labor, en condiciones higiénicas que impidan posibles
contaminaciones microbiologicas y evitando ademas, movimientos bruscos y golpes.
Nunca se debe transportar con frutas en proceso de maduracion. Si la distancia a la
industria es larga se ha de emplear un transporte refrigerado que mantenga la humedad
relativa al 98% (Ryder, 2007). Las buenas practicas de produccion (ALFHORLA, 2006)
recomiendan para un tiempo de transporte superior a 6 horas, una temperatura inferior

igual o inferior a 10°C.

Pre-refrigeracion v Conservacion frigorifica

La primera operacion tecnoldgica que se realiza una vez que llegan los
productos a la planta de procesado o bien en el mismo campo de cultivo es la pre -
refrigeracion o pre-enfriamiento, que debe realizarse inmediatamente tras la recoleccion
para eliminar el calor de campo. El objetivo, es la obtencion de un producto final de
calidad, ya que permite ralentizar los procesos metabolicos como la tasa respiratoria y el
desarrollo y multiplicacion de microorganismos alterantes. El pre-enfriamiento se puede
hacer con agua, aire forzado o mediante vacio, para reducir en muy poco tiempo la
temperatura de llegada hasta los 5°C. La hidrorefrigeracion es el uso de agua fria con
agua de buena calidad, para el uso de este tipo de enfriamiento los envases deben estar
abiertos por la parte superior e inferior, de lo contrario el enfriamiento no es uniforme y
se necesitan periodos muy largos de enfriamiento. El empleo de aire forzado, se basa en
el movimiento de aire frio a través de los orificios de las cajas. Finalmente el
enfriamiento con vacio promueve la evaporacion del agua agregada a la superficie de
los productos, para evitar la pérdida de agua se humedece el producto antes de entrar al
enfriamiento. El ciclo de enfriamiento en vacio es uno de los mas cortos, para obtener
una temperatura de 2°C en lechuga el tiempo requerido es de 20 minutos.

Durante el tiempo de conservacion frigorifica, es muy importante, no almacenar juntos,
productos que por su naturaleza son incompatibles, tal es el caso de los platanos con las

lechugas.
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Deshojado y Cortado

Se efecttia normalmente a mano en la zona sucia designada especialmente para
esa labor, eliminando la parte no comestible de las hojas externas. Se recomienda usar
siempre cuchillos muy afilados que deben higienizarse con frecuencia mediante la
inmersion en una solucion desinfectante. Una de las ventajas del deshojado manual, es
la posibilidad de descartar cualquier cabeza que presente alguna alteracion.

El producto ya seleccionado se conduce por una linea trasportadora hacia las
cortadoras mecénicas, dotadas de unas aspas afiladas de acero inoxidable, que girando a
gran velocidad cortan las cabezas en distintos cortes, segin lo deseado. Es muy
importante que el corte sea rapido, cuidadoso y limpio ya que la pérdida de los fluidos

celulares, podria causar una pérdida de vitaminas y favorecer el ataque microbiano.

Lavado v Desinfeccioén

Uno de los factores clave en la preparacion de vegetales en IV gama es el lavado
y enfriado inmediato después del corte. El lavado es una de las etapas mas criticas en el
procesado ya que estd intimamente relacionado con la seguridad y vida ttil del
producto. El principal objetivo del lavado es eliminar los restos de suciedad y reducir la
carga microbiana presente en la superficie del tejido. Asimismo, esta etapa sirve para
enfriar el material vegetal y eliminar los exudados que se producen tras el corte y que
pueden favorecer el crecimiento microbiano. Estos alimentos de IV gama no sufren
ningln tratamiento térmico que destruya los agentes patégenos a pesar de ser
susceptibles de contaminacion por bacterias y virus principalmente, durante su cultivo y
etapas de elaboracion.

Ademas de la seguridad, el lavado tiene importantes implicaciones econdmicas y
medioambientales, principalmente por el gran volumen de agua que es necesario
emplear para asegurar que la calidad sea la adecuada para el uso a la que se destina. Sin
embargo, la recirculacion del agua incrementa el riesgo potencial de contaminacion por
microorganismos patdgenos como consecuencia de la contaminacion del agua de lavado
a partir de un producto contaminado. Una de las formas de reducir el consumo de agua
sin comprometer la seguridad de estos productos es mediante la desinfeccion de la

misma con el empleo de un agente higienizante adecuado.

Durante los ultimos 30 afios, numerosos estudios han constatado la gran eficacia

del cloro para la desinfeccion del agua de lavado. El empleo de agua clorada en la etapa
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de lavado es ampliamente conocido en toda la industria de IV gama ya que desinfecta el
agua de proceso eliminando y previniendo la proliferacion de microorganismos. Sin
cloro, probablemente no existirian los productos de IV gama. Casi un 80% de la
industria de IV gama usa cloro en forma de cloro gas, hipoclorito s6dico o dioxido de
cloro en el agua de lavado por ser uno de los desinfectantes mas efectivos. Sin embargo,
en la mayoria de los casos, no se conocen los aspectos mas importantes relacionados
con la quimica del cloro como son el control del pH, el cloro libre y el potencial redox.
Por ello, muchas industrias hacen un uso incorrecto del cloro, utilizando dosis muy
elevadas, sin conseguir la maxima efectividad. La actividad antimicrobiana del cloro
depende de la cantidad de cloro libre, del pH, de la cantidad de materia orgéanica y en
menor medida de la temperatura. La materia organica procedente de suciedad, de restos
vegetales y de exudados, asi como también la materia inorgénica presente en el agua,
van a requerir una demanda de cloro que se debe satisfacer para que quede cloro libre
disponible para eliminar microrganismos. El cloro no producird ningin efecto
beneficioso si el agua de lavado no se mantiene relativamente libre de materia organica
ya que a mayor contenido en materia organica, es necesaria una mayor concentracion de
cloro. El cloro en presencia de materia organica la oxida dando lugar a los llamados
“productos de reaccion o subproductos”. Para mantener la accion del desinfectante
resulta imprescindible una renovacion periddica del agua ademas del filtrado. Para el
control del proceso de desinfeccion es necesario ajustar la dosis al tipo de proceso y

producto manteniendo 1-3 mg L™ de cloro libre y el pH entre 6,5-7,0.

Secado

La eliminacion de agua se hace fundamentalmente mediante centrifugacion. El
tiempo y la velocidad son muy importantes y deben ajustarse para cada tipo de lechuga.
Una centrifugacién excesiva en tipos de lechuga muy fragiles como la Trocadero o
Mantecosa puede producir dafios en el tejido con pérdida de exudado y ablandamiento
después del envasado. En estos tipos mas delicados, una alternativa a la centrifugacion
es la eliminacion de agua mediante un tunel de aire forzado, que remueve el agua para

que la superficie de la lechuga esté seca.

39



CAPITULO |

Mezclado y Pesado

Si procede, se realiza seguidamente la mezcla de los distintos ingredientes que
componen el producto, como ocurre en el caso de algunas ensaladas. Existe maquinaria
de llenado y pesado para productos delicados que facilita y agiliza estas labores con
excelente precision. La forma mas segura y rapida son las pesadas controladas por
ordenador. Esta tecnologia es muy cara pero de gran utilidad en producciones de gran

volumen. Con ella se controla que cada envase contenga la cantidad de producto fijada.

Envasado en atmosfera modificada activa o pasiva

Dentro de todo el conjunto de procesos que abarca la elaboracion de lechuga en
IV gama, el envasado es la piedra angular. El principal objetivo del envasado en
atmosfera modificada (MAP) es prolongar la vida util mediante la reduccion en la tasa
de respiracion y actividades metabodlicas del producto que alberga en su interior. El
equilibrio de gases en el MAP se alcanza cuando la tasa de respiracion del producto se
iguala a la permeabilidad de la pelicula plastica. En el caso de la lechuga Iceberg y
Romana, un disefio optimo del envasado requiere una pelicula con un excelente
termosellado, una adecuada tasa de transmision al O, (OTR) y una elevada relacion

entre las tasas de transmision al CO, (CO,TR) y al O,.

Este tipo de envasado, a temperaturas de refrigeracion, genera una atmosfera con baja
concentracion de O, y alta de CO,, como consecuencia de la respiracion, que
intercambia a través del polimero plastico con la atmoésfera fuera del envase hasta
alcanzar el equilibrio cuando no hay intercambio de gases. Estos niveles reducidos de
O, disminuyen progresivamente la velocidad de respiracion sin llegar a producir
anaerobiosis (Baldwin, 1995) ademés de evitar la pérdida de humedad por la

transpiracion y prolongar la fase de latencia de los microorganismos.

El envasado en atmdsfera modificada en un envase permeable a los gases puede ser de
dos tipos:

- Envasado en atmosfera pasiva: En el que por la propia respiracion producto se
origina una reduccion de la concentracion de O, y un aumento en el CO, en el
interior del envase hasta que se alcance un adecuado estado de equilibrio.

- Envasado en atmdsfera activa: En el que se sustituye el aire del envase por una

mezcla preseleccionada de gases CO,, O, y Ny, seguido de un rapido sellado.
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Puede incluir ademas el uso de absorbedores para eliminar CO,, O, y etileno e

incluso agentes antimicrobianos como el hexanal.

La combinacion correcta de la pelicula plastica, el peso del producto y la
composicion de la atmoésfera en el interior de la bolsa son esenciales y deben de
conocerse para cada producto si se quiere mantener la calidad y alargar la vida util.

Para determinar la composicion de la atmosfera modificada més adecuada hay que
tener en cuenta basicamente dos factores:

1. Tasa de respiracion del producto (RR): este valor va a depender de diversos
factores como la variedad, las condiciones de pre- y post-cosecha (practicas
agricolas, condiciones climaticas, manejo de post-cosecha, procesamiento, etc.),
estado de madurez y la temperatura de conservacion.

2. Caracteristicas del film: tasa de transmision al O,, al CO; y al vapor de H,O, y la

relacion entre de transferencia CO,TR/OTR,

8. FISIOLOGIA Y TECNOLOGIA DE LA LECHUGA EN IV GAMA

La lechuga en IV gama, como todos los productos frescos cortados son mas
perecederos que los productos intactos de los que proceden siendo, en general, su vida
util entre 7 y 10 dias. Las modificaciones de calidad mas importantes que sufren se
deben a la presencia de superficies cortadas y tejidos vegetales dafiados, a que dicho
proceso no puede asegurar la esterilizacion o la estabilidad microbioldgica del producto
y a que, su metabolismo sigue estando activo (Orsat et al., 2001??). Asi, las reacciones
de degradacion que se producen afectan a las caracteristicas organolépticas tales como
el color, firmeza, aroma y sabor, aumentando la susceptibilidad de perder la calidad

higiénico-sanitaria.

Una actividad respiratoria alta, significa un metabolismo rapido y una velocidad
de deterioro elevada. También supone una pérdida mas rapida de azlcares y otros
constituyentes que determinan la calidad organoléptica y nutricional (Rolle y Chism,
1987). Los productos minimamente procesados tienen generalmente una actividad
respiratoria mayor que los productos intactos (Tabla 9); por ello es necesario modificar
la atmosfera del envase donde se encuentran, generalmente reduciendo los niveles de O,

para frenar la actividad respiratoria y alargar la vida util. Este sistema es conocido como
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envasado en atmosferas modificada (Modified Atmosphere Packaging MAP). El
empleo de estas atmosferas en un suplemento a la refrigeracion. Ademas, el
empaquetado reduce la pérdida de agua de las superficies cortadas en lechuga, evitando

la deshidratacion.

El cortado en lechuga estimula a las enzimas involucradas en el metabolismo
fenolico, las cuales conducen al desarrollo indeseable de pardeamiento. Las atmosferas
comercial O; (<0,5%) y CO, (>7%) evitan el desarrollo de compuestos pardos, pero
originan un cambio en la respiracion aerdbia a respiracion anaerobia, incrementando las
concentraciones de acetaldehido y etanol y estd correlacionado con el desarrollo de

malos olores.

2.5°C 5°C 75°C 10 °C
Aire Aire Aire Aire
6-7.5 8-14 12-17 16-21

Tabla 9. Tasa respiratoria (ml CO, Kg"' h™) de la lechuga minimamente procesada.

(Fuente, Gorny)

El procesado en fresco de frutas y hortalizas debe llevarse a cabo de acuerdo con
los codigos de buenas practicas de fabricacion (BPF). El disefio de las instalaciones y de
los procesos de elaboracion debe basarse en rigurosos conocimientos técnicos y en la
legislacion especifica, asegurando ademds la calidad de la industria mediante la
implantacion de sistemas de Analisis de Peligros y Puntos Criticos de Control (APPCC)
y opcionalmente alguna de las normas del grupo ISO 9000. En Espaiia, los fabricantes
de productos de IV gama que pertenecen a AFHORLA (Asociacion Espafnola de Frutas
y Hortalizas lavadas, listas para su empleo), aprobaron en 2006 un protocolo de calidad
para sus productos “Buenas Practicas de Fabricacion” que es de obligado cumplimiento
para todos los socios y para las empresas que en el futuro se incorporen a esta
asociacion. Dicho protocolo incluye requisitos que afectan tanto a las materias primas,

como a los procesos productivos y a las instalaciones.
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Conservacion frigorifica — Control de calidad

El mantenimiento de la cadena del frio una vez elaborados los productos es
esencial para garantizar la maxima vida util, mantener la calidad, prevenir o reducir el
crecimiento microbiano y permitir una adecuada actuacion del envasado bajo
atmosferas modificadas.

Tanto en camaras de conservacion como durante su transporte y venta, las

temperaturas deben mantenerse entre 1 y 5 ° C.

Control de Calidad
Antes de comercializar los productos ya elaborados, es basico realizar un control

final de calidad teniendo en cuenta las principales causas de deterioro:

- Ataque de microorganismos,
- Ablandamiento excesivo,

- Pardeamiento de la superficie del corte.

Estos procesos junto con otros relacionados con un mal manejo de la tecnologia
postcosecha, hacen que las frutas y hortalizas frescas cortadas muestren sefiales de
alteracion y deterioro como por ejemplo:

- Rozamiento o rotura de piezas como consecuencia del empaquetado muy apretado o
mala manipulacion.

- Arrugamiento, flacidez y excesivo secado, debido a pérdidas de agua.

- Aplastamiento, como consecuencia del ablandamiento de los tejidos.

- Desarrollo de coloraciones extrafias (amarillas, rojizas, marrones o incluso negruzcas)
perdidas de clorofilas (color verde), pardeamiento enzimdtico y/o desordenes

fisiologicos.

- Presencia de liquidos en el envase. (Esto puede ser asociado con microorganismos
alterantes).
- Olores desagradables, tales como aromas ha fermentado debido a la acumulacion de

etanol, acetaldehido y/o acetato de etilo.
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Detector de metales. Los productos minimamente procesados una vez envasados deben
pasar por un detector de metales para ser inspeccionados de posibles trozos metalicos.
Grapas de las cajas, tornillos, asi como fragmentos de cuchillos o de maquinaria, son las
fuentes mas frecuentes de contaminacion por metales, que en el caso de que
aparecieran, podrian provocar graves pérdidas econdmicas a la empresa, ademas de
sanciones administrativas por poner en peligro la salud publica. Los detectores de
metales deben estar bien calibrados para cada formato de bolsa y gramaje ya que a

mayor peso o volumen de producto menor sensibilidad del detector.

- Paletizado. El paletizado de las bolsas es lo tltimo que se hace antes de la expedicion.
Las cajas deben de estar pre-enfriadas para evitar que el producto se caliente. Ademas

deben llevar siempre la fecha de elaboracion o de consumicion.

Expedicidén v Transporte refrigerado

El transporte es a menudo el factor que mayor costo supone en la cadena de
distribucion. Se busca siempre rentabilizar el tiempo y el espacio, consiguiendo que los
alimentos lleguen al lugar en el que son requeridos en el menor tiempo, a un coste
razonable y manteniendo las caracteristicas organolépticas, nutricionales e higiénico —

sanitarias del producto.

Para lograr el mantenimiento de la calidad, independientemente del medio de

transporte que se utilice, se han de seguir siempre una serie de principios:

- Seguir durante la distribucién y el transporte un control continuo de Ia
temperatura, % humedad relativa y condiciones atmosféricas.

- No apilar las cajas individuales en alturas superiores a 5 cajas para proteger al
producto de posibles dafios fisicos.

- Lacargay la descarga han de ser tan cuidadosas como sea posible.

- La duracion del viaje debe ser lo mas corta posible.

- Evitar el sobrecalentamiento y reducir al minimo movimientos y sacudidas.
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La temperatura de transporte de los productos de 4* gama ha de mantenerse por
encima de su punto de congelacion (entre 0 y 1°C) siendo posteriormente almacenados
entre 1 y 4°C en los expositores de venta al publico, en los frigorificos domésticos hasta el

momento de ser consumidos.

Comercializacion

Una vez que los productos llegan a los centros de venta y consumo, han de
colocarse en lineales adecuados que aseguren el mantenimiento de la calidad durante la
vida util. Se aconseja que la temperatura de éstos lineales no supere los 4°C, pero lo mas

frecuente es encontrar temperaturas entre 4° y 7°C.
Hay otros aspectos en relacion a las vitrinas refrigeradas que deben tenerse en cuenta:

- Evitar 4reas himedas

- Mantener las bandejas de exhibicion limpias y las zonas de flujo de aire libres de
obstrucciones.

- Rotar los productos cada vez que se rellenen las vitrinas

- No apilar nunca por encima de la linea de carga para evitar comprometer las
temperaturas de refrigeracion

- Eliminar productos que pudieran aparecer deteriorados y retirar aquellos cuya

fecha de caducidad vaya a vencer el dia siguiente.

Consumo

Hoy en dia, se comercializan una gran nimero de hortalizas de IV Gama entre
las que se encuentran una gran variedad de lechugas y escarolas, verdes y pigmentadas,
en brotes o en hojas mas desarrolladas, asi como espinacas, acelgas, zanahoria rallada,
cebolla y hasta perejil. El mas importante de todos es la lechuga cortada. En esta ultima
etapa del producto en IV Gama, es importante dar unas directrices al consumidor para
mantener la calidad sensorial y microbioldgica hasta la fecha de vida util, entre las que

se encuentra no romper la cadena de frio.

45



CAPITULO |

9. PRINCIPALES CAUSAS DE PERDIDA DE CALIDAD EN LECHUGA EN IV
GAMA

9.1 Pardeamiento enzimatico

Uno de los principales problemas que reduce la vida util de las hortalizas en IV
Gama es el pardeamiento enzimatico de la superficie del corte. Este deterioro tiene gran
importancia porque perjudica la aceptacion organoléptica y la calidad comercial
ocasionando grandes pérdidas econdmicas. Hasta ahora las aproximaciones a este
problema han tratado de impedir la aparicion del pardeamiento enzimatico en el
producto procesado mediante el empleo de tratamientos postcosecha incluyendo las
bajas temperaturas, lavados con antioxidantes, envasado en atmodsferas modificadas y

recubrimientos comestibles.

La oxidacion o pardeamiento enzimatico es el principal responsable de la
pérdida de la calidad de los productos vegetales procesados, en particular en lechugas.
Tras el cortado tiene lugar la descompartimentalizacion celular, permitiendo la entrada
en contacto de enzimas de localizacidon citoplasmatica con substratos fenolicos de
localizacion vacuolar. El pardeamiento enzimatico consiste basicamente en la oxidacion
de sustratos fenolicos a o-quinonas, moléculas muy reactivas que condensan
rapidamente, combinandose con grupos amino o sulfhidrico de las proteinas y con
azucares reductores, dando lugar a polimeros heterogéneos pardos, rojizos o negros de
alto peso molecular llamados melaninas Figura 12, los cuales son responsables de la

pérdida de calidad visual y nutricional del producto (Tomés-Barberan y Espin, 2001).
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Figura 12. Esquema de la sefial de dafio en vegetales. (Fuente: Salveit. 2003)
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La generacion enzimatica de las quinonas la lleva a cabo un grupo de cupro-
enzimas denominadas genéricamente polifenol oxidasa (PPO). Actualmente se acepta la
clasificacion de éstas en dos grupos principales en funcion del substrato cuya oxidacion
catalizan: polifenol oxidasa (que da nombre genérico al grupo) y lacasa. La enzima
polifenol oxidasa, o mas especificamente llamada tirosinasa (E.C. 1.14.18.1), cataliza
dos tipos de reacciones acopladas; la hidroxilacion de monofenoles a o-difenoles
(actividad hidroxilasa o monofenolasa) y la oxidacion de o-difenoles a o-quinonas
(actividad oxidasa o difenolasa) (Espin et al., 1998; Gil et al., 2005). Las peroxidasas
(POD) son enzimas que también pueden contribuir al pardeamiento enzimatico,
catalizando la oxidacion de polifenoles a expensas de peroxido de hidrogeno (H202) y
produciendo quinonas similares a las obtenidas con polifenol oxidasa (Forsyth et al.,
1999). Se ha propuesto que PPO podria actuar como promotora de la actividad POD,
por generar H202 durante la oxidacion de algunos compuestos fenolicos (Richard-
Forget y Gaulliard, 1997). Otra enzima que interviene en el proceso de pardeamiento es
fenilalanina amonio liasa (PAL) la cual cataliza la desaminacion no oxidativa de
fenilalanina a 4cido cindmico. A partir de este acido fenodlico, a través de la ruta de los
fenilpropanoides, se forman otros derivados fendlicos que pueden ser oxidados por

PPO, provocando la aparicion de pardeamiento (Saltveit, 1997).

Cabe destacar que la intensidad y desarrollo de los fendmenos de oxidacion
depende de la concentracion de enzimas y de sustratos, que a su vez depende de la
variedad. Existen estudios que han intentado relacionar las caracteristicas bioquimicas o
fisiologicas con el pardeamiento enzimatico de hortalizas, en particular con el contenido
en compuestos fenolicos y en antioxidantes como el 4cido ascérbico y las actividades
PPO, POD y PAL (Degl'Innocenti et al., 2005). En este sentido, se ha observado la
respuesta de diferentes cultivares de lechuga frente a determinados desérdenes

fisiologicos cuya manifestacion es en el pardeamiento de la costilla (Jenni, 2009).

En este proceso enzimatico intervienen principalmente tres enzimas importantes,
PPO y POD, en términos de calidad, debido a su produccion de polimeros pardos
(melaninas) (Tomas-Barberan, 2001) y paralelamente a estas actia PAL sintetizando

compuestos fenolicos.
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9.1.1 Polifenoloxidasa
La polifenoloxidasa (EC 1.14.18.1) o tirosinasa es una cuproproteina conocida

como creolasa (monofenolasa) y catecolasa (difenolasa) (Altunkaya y Gékmen, 2011).

En plantas, se han descrito PPO solubles e intermembranosas, estan localizadas
principalmente, en los cloroplastos (Chazarra et al., 2001), membranas internas de
plastido (Brody et al., 2011), mitocondrias, microsomas, peroxisomas y el citoplasma
(Tomés-Barbera y Espin, 2001). Sin embargo, sus sustratos se encuentran
principalmente en vacuolas (97%) y pequena proporcion en paredes celulares (Hutler,
1998). La solubilidad enzimatica de la lechuga ha sido estudiada por numerosos autores
(Fujita et al., Heimdal et al., Chazarra et al., 2001) han descrito masas moleculares en
un rango de 45 kDa hasta 65 kDa, debido a los diferentes cultivares y condiciones
medioambiental. Esta enzima presenta en su centro activo dos atomos de cobre (Figura
13), describiendo tres estructuras quimicamente diferentes durante el mecanismo de
reaccion (Figura Espin 1998): met (Em), deoxy (Ed) y oxy (E0) (Espin et al., 1998). En
el cual, se hidroxila un monofenol, eliminandose en la reaccion una molécula de agua y
sintetizdndose un complejo entre la enzima Em y el difenol, liberando 0-quinonas libres,
reduciendo los atomos de cobre (Ed). Eo se vuelve a oxidar en presencia de oxigeno,
continuando con la produccion de quinonas que posteriormente polimerizaran y
reaccionando con otros compuestos con grupos amino de aminodcidos y péptidos
(Figura 14), por ejemplo con serina, prolina y cisteina (libres o ligadas a largas
proteinas), resultando compuestos no tan oscuros como las melaninas (Nicolas et al.,
1994). Ademas, los fenoles que no intervienen en este proceso pueden contribuir al
pardeamiento, a través de reacciones de oxidacion acopladas, generando un color pardo
muy intenso (Philippon, y Maestre, 1993). Los dafios mecanicos rompen la integridad
de la membrana exponiendo el contenido celular a O,, aumentando la sintesis de
compuestos fenolicos, que al contactar con las enzimas, desarrollan del pardeamiento.
Muchos estudios, relacionan el incremento de actividad PPO con la produccion de

pardeamiento en frutas y hortalizas (Lee, 1990; Nguyen et al., 2003).
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Figura 13. Mecanismo de reaccion de la actividad PPO.
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Polimeros
de color oscuro

Figura 14. Reacciones de las quinonas con compuestos no fendlicos
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9.1.2. Fenilalanina amonio-liasa

La enzima PAL (EC 4.3.1.5) es la llave en la ruta del 4acido shikimico (Figura
15), produciendo la desaminacion de L-fenilalanina a trans-cinamico (Tanaka et al.,
2011) (Figura 16), produciendo la sintesis de los compuestos fendlicos como
flavonoides, isoflavonoides, cumarinas y ligninas, para la defensa de la planta (Tomas-
Barberan y Espin, 2001). Se encuentra principalmente en el citoplasma, mitocondria y

plasmidos (Smith et al., 1994).

Los genes PAL no son conocidos en el genoma de la lechuga (Campos et al.,
2004), pero si en tomate, Arabidopsis, arroz, etc., donde las isoformas presentan
diferente cinética y propiedades fisicas, localizadas en distintos compartimentos
celulares (Sarma et al., 1998). La expresion del gen esta regula por factores bidticos y
abidticos como la alta irradiacion (Christie et al., 1994), infeccion fingica o bacteriana
induciendo la sintesis de lignina, suberina y otros polifenoles barrera (Vance et al.,
1980; Ride, 1983), desarrollo del estado de la planta donde Lopez-Galvez et al. (1996)
no observaron diferencias significativas entre la actividad PAL de dos cultivares de
iceberg en tres estados de madurez pero si aprecio una ligera tendencia, aumentando la
actividad con la madurez. Estos resultados estan relacionados con el trabajo de Couture
et al. (1993), donde no hubo diferencia de concentracion de compuestos fenolicos entre
los distintos estados madurez de iceberg y el empleo de herbicidas que aumentan la
actividad de PAL, como el uso de “metolachlor” en soja (Scarponi et al., 1992). La
longitud del corte de lechuga es otro factor a tener en cuenta, Lopez-Galvez et al (1996)
observo en midribs de 0.5x1 cm una elevada actividad Pal frente al corte de 2.5x15 cm

durante las primeras 84 horas de conservacion.
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Figura 16.Desaminacion de L-fenilalanina catalizada por PAL.

Por otro lado, las plantas expuestas a un determinado estrés puede aumentar la
tolerancia a otros estreses, disminuyendo asi la activacion enzimatica. Campos -Vargas
et al. (2005) demostraron que al aplicar un tratamiento térmico de 45°C en lechuga
cortada indujo la tolerancia a dafios por temperatura y condiciones de alta salinidad,
debido a la sintesis de unas proteinas conocidas como proteinas de shock térmico
(hsps), que modifican la ruta del acido shikimico, por lo tanto, su produccion esta
correlacionada con la disminucion de la sintesis de compuestos fenolicos y actividad

PAL.

En las plantas hay dos sefiales provocadas por una herida: (1) una sefial quimica
y (2) una sefal bio-eléctrica (Pefia-Cortes et al., 1995). El metiljasmonico, acido
jasmonico, acido abcisico (ABA), acido salicilico y etileno son sefiales quimicas (Ledn
et al., 2001). Actualmente estos compuestos generan controversia, por ejemplo, el
etileno produce un aumento de los compuestos fendlicos cuando la lechuga se encuentra
expuesta a ¢l (Tomas-Barberan et al., 1997), y el pardeamiento produce un aumento del
etileno, sin embargo, el etileno no es una senal primaria pues aparece durante la
conservacion (Ke y Saltveit, 1989). Igualmente, Cottle y Kolattukudy (1982) observo

un aumento de ABA durante la suberizacion de células de patata, sefialandolo como
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posible sefial de pardeamiento, sin embargo, Revilla y Gonzalez-San Jose (1997) y
Kondo et al. (1998) indujeron el aumento del PAL con ABA exdgeno pero el ascenso

ocurrid varios dias después.

En hojas de lechuga maduras expuestas a ABA, JA, MeJA, SA, retrasaron la
actividad PAL, impidiendo la sintesis de concentracion fenolica, por lo tanto, evitando
el desarrollo de pardeamiento, en comparacion con los niveles inducidos por dafio, sin
embargo, en hojas jévenes provocaron un aumento en PAL, fenoles y pardeamiento
(Campos-Vargas y Saltveit, 2002), dependiendo de la induccion de sefiales del estado

fisiologico de la hoja.

9.1.3. Peroxidasa

Las peroxidasas (EC 1.11.1.7) son glicoproteinas que contienen hierro en su
grupo prostético y cuya primera funcion es oxidar los donantes de hidrégeno a expensas
de los perdxidos (Figura 17). Con perdxido polimeriza los alcoholes hidroxicinamicos
durante el estado final de la sintesis de lignina (Bestwick et al., 1998). Cuando la planta
sufre estrés se producen enlaces entre proteinas de las paredes celulares como
hidroxyprolina, que se hacen insolubles y liberan H,O, (Liyama et al., 1994)
aumentando la actividad peroxidasa. Este endurecimiento de la pared celular genera una
barrera ante agentes fungicos hacia el protoplasma (Aist y Gold, 1987; Brisson et al.,

1994; Ke y Saltveit, 1989).

Figura 17. Actividad POD. (AH,, donador de hidrogeno).

POD + H,0, = Compuesto ] + H,O

Compuesto I +AH, =i Compuesto IT+AH

Compuesto IT + AH =8 POD + P(ligninas, melaninas...)

Se encuentra extensamente distribuida en la planta siendo la responsable de la
aparicion de sabores y olores desagradables (Altunkaya y Gokmen, 2011), ademas

pueden desempenar cierta funcién en el pardeamiento, puesto que utilizan las formas
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quindénicas como substratos peroxidos, siendo capaces de aceptar una amplia gama de
donantes de hidrogeno, como los mono y difenoles (Richard-Forget y Gauillard, 1997),
pero su implicacion esta limitada debido a la baja disponibilidad de H,O, en el interior
de las células vegetales (Robison, 1991). En este sentido, la POD no es una enzima
oxidativa, en presencia de PPO favorece la degradacion fenoles, en primer lugar PPO
genera H,O, dependiendo de la estructura del fenol y finalmente las quinonas generadas
seran sustratos peroxido de POD (Robards et al., 1999; Subramanian et al., 1999), por lo
tanto, se produce un efecto sinérgico entre ambas enzimas en la aparicion de

pardeamiento (Toméas-Barberan y Espin, 2001).

La peroxidacion enzimatica de los acidos grasos insaturados es el ejemplo mas
grave de las modificaciones bioquimicas del aroma de este tipo productos. Esta
peroxidacion estd catalizada por lipoxidasas y da origen a la formacién de numerosos
aldehidos como el n-hexanal. Debido a su gran termoestabilidad, el control de su
actividad suele utilizarse como indicador de la eficacia del escaldado en frutas y

hortalizas.

10. METODOS PARA INHIBIR EL PARDEAMIENTO ENZIMATICO
El pardeamiento difiere entre especies, variedades y estados de desarrollo,
depende del sustrato fenolico y cantidad de oxigeno disponible. El uso de antioxidantes
antipardeamiento estd muy extendido en la industria alimentaria, en frutas, hortalizas y
bebidas comerciales. La inhibicion del pardeamiento puede ser tanto quimica, fisica o

combinacion de ambas.

10.1. Métodos fisicos

En combinacién con el uso de antioxidantes, se emplean propiedades fisico-
quimicas para inactivar la actividad enzimatica como: pH, temperatura y atmosfera de
conservacion. El pH es determinante en el pardeamiento enzimatico, trabajar con pH no
adecuados provoca una disminucion de la actividad enzimatica, la optimizacion del pH
depende del fenol precursor, por lo tanto, habra que tener en cuenta el producto con que
se trabaja y las condiciones quimica ambientales, que influirdn en el grado de
oscurecimiento (Nicolas et al., 1994), no sb6lo para una buena conservacidn, sino

también para la realizacion de los analisis enzimaticos. En lechuga, PPO varia entre 5 y
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8 (Heimdal et al., 1994), POD de 6 a 8 (Altunkaya y Gokmen, 2011) y PAL de 8 a 8,7
(Ke y Salveit, 1986).

Por otra parte, la influencia de la temperatura en la conducta enzimatica, es uno
de los factores mas estudiados. Boo et al., 2011, observé que lechugas cultivadas a bajas
temperatura durante el dia y noche (13°C/10°C) sufrieron un mayor aumento de la
actividad PAL y PPO mostrando una correlacion con el aumento de antocianos, sin
embargo, POD fue mayor a temperaturas superiores (30°C/25°C) sin apreciarse
practicamente correlacion con el aumento de antocianos. Durante la conservacion de
lechuga minimamente procesada a baja temperatura, retrasa la activacion enzimatica
PPO Y PAL (Castaner et al., 1999), ademas de disminuir el tiempo en alcanzar la
maxima actividad como obtuvieron Campos-Vargas y Saltveit (2002) en midribs de
lechuga romana. El lavado de la lechuga cortada a 47°C, es capaz de disminuir las
actividades enzimaticas nombradas, en tejido fotosintético y midribs, sin embargo, no se
observaron diferencias en la acumulacion de compuestos fenolicos durante la
conservacion en tejido fotosintético, pero se origind una disminucion en tejido vascular
(Fukumoto et al., 2002). Heimdal et al. (1997) observaron una disminucion del 40% en
la actividad PPO de lechuga iceberg conservadas a 5° C en comparacion a 30°C.

Actualmente el método fisico mas empleado, para el retraso de la activacion
enzimatica y por consiguiente del pardeamiento, es el empleo de bajas concentraciones
de O, en el interior de los envases, reduciendo la disponibilidad de O, a las enzimas,
con el uso de atmosferas modificadas, evitando la anoxia porque fomentaria el
crecimiento de microorganismos anaerobios sobre el producto, alterando las
propiedades organolépticas. La union de bajas concentraciones de O,, altas de CO, y pH
es capaz de retrasar o inhibe la reaccién enzimadtica. Siriphanich y Kader (1985)
encontraron en lechuga conservada en aire y 15% de CO; un efecto inhibidor de este
gas debido probablemente a su similitud estructural entre O=0 y O=C=0 que lo hace
idéneo para competir con el centro activo de la enzima, ademds de atacar

electrofilamente a las quinonas impidiendo su polimerizacion (Heimdal et al., 1997).

10.2 Métodos quimicos
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Los inhibidores enzimaticos compiten con los compuestos fendlicos por el
centro activo enzimatico. Se han realizado patentes como el resorcinol (McEvily et al.,
1993) el cual a bajas concentraciones tuvo un efecto inhibidor selectivo de tirosina pero
no para lacasa (E.C. 1.10.3.2) (Dawley y Flurkey, 1993) permitiendo discernir entre
ambas actividades en diferentes alimentos. El 4cido oxalico y citrico, actiian de forma
similar, ademas son capaces de producir una bajada de pH en el medio de reaccion que
inactivan la accion enzimadtica y retrasa el crecimiento microbiano. Por otra parte, acido
ascorbico reduce las 0-quinonas a fenoles compitiendo con la actividad oxidativa de las
enzimas (Dincer et al., 2002) retrasando la reaccion de oxidacion hasta su agotamiento,
bien en el medio de extraccidon o en la planta, sin embargo, la cisteina se cree que actia
a través de dos modos, uno formando aductos incoloros con las quinonas y otro
compitiendo por los centros activos enzimaticos, siendo para muchos autores uno de los
mejores antioxidantes (Richard-Forget et al., 1992). Tomas-Barberan et al. (1997)
observd que CaCl,, acido 2,4-diclorophenoxiacetico y acido acético disminuyeron la
actividad PAL, pero so6lo el CaCl, mantuvo el contenido fendlico en lechuga, ademas de
preservar la estructura de la membrana ya que mantiene la forma latente de la enzima

PPO.

Se han descrito una gran lista de compuestos antioxidantes como polisacaridos,
carragenanos, sulfato amonico, ciclodextrinas, péptidos de Dactylium dendroides sobre
todo en peras y zumos (Amiot et al., 1992), ademas de los acidos 2-aminoinden-2-
fosforico, aminooxiacético y amino-B-fenilpropionico (Peiser et al., 1998) que actua

directamente sobre la actividad PAL.

En lechuga actualmente, se ha comprobado el uso de 1-MCP como inhibidor de
la produccién de etileno, disminuyendo por lo tanto, la actividad PAL y la sintesis de
compuestos enzimaticos (Salveit, 2004), solo afectd a lechugas conservadas en etileno,
no observandose diferencias en conservadas aire. En frutas, Zhang et al. (2008) observo
un aumento de las actividades enzimaticas PAL y PPO, sugiriendo que el aumento de la
sintesis fenolica debida a la actividad PAL y posterior lignificacién celular, ayudé a
proteger a los productos de invasores microbiologicos. Ke y salveit (1989) mostraron
que la produccion de etileno en los tejidos dafiados es baja y transitoria para aumentar la

actividad PAL.
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Chen et al. (2010) observé que el uso de ClO; no so6lo es beneficioso como
desinfectante (Mahmound et al., 2008; Karabulut et al., 2009) sino también, es capaz de

disminuir la actividad PPO y POD durante la conservacion de lechuga cortada.

11. FACTORES QUE AFECTAN A LA CALIDAD DE LA LECHUGA EN IV
GAMA
La lechuga en IV gama debe presentar un aspecto fresco, calidad homogénea y

estar libre de insectos, tierra, metales y baja carga microbiana libre de patéogenos
(Nicola et al., 2009). El punto de partida para mantener calidad de la lechuga en IV
gama es una excelente materia prima capaz de soportar el minimo procesado, con altos
rendimientos para la industria. Los factores que afectan a la calidad de la materia prima
y consecuentemente al producto final son los factores precosecha como:

e (Genéticos

e Condiciones edafoclimaticas

e Practicas agricolas

e Recoleccion

Como se ha mostrado anteriormente, la preparacion de la lechuga minimamente
procesada requiere acciones que incrementan su perecibilidad (Cantwell). A pesar de
ello, la conservacion de lechuga en IV gama ha de preservar la calidad nutricional,
organolética y microbioldgica de la lechuga hasta el final de su vida comercial. Las
etapas cruciales para mantener de la calidad de la lechuga en IV Gama son:

e Recoleccion, transporte y refrigeracion
e Higienizacion
e Envasado y conservacion
e Ablandamiento
e Podredumbres
El empleo de medios tecnologicos en estos factores, es crucial para conseguir los

objetivos marcados en la lechuga IV gama.
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11.1 Factores precosecha

Las buenas practicas en precosecha son fundamentales para preservar y
aumentar la calidad de la lechuga como materia prima. En ellas estdn involucradas todas
las etapas del cultivo de lechuga desde la eleccion del cultivar hasta la recoleccion.
Estreses provocados durante su crecimiento acortarian la vida del producto, empeorando
las caracteristicas organolépticas y visuales del producto en IV Gama, haciéndolas
menos atractivas para el consumidor (Weston and Bath, 1997; Galvis-Sanchez et al.,
2004; Calderon Lopez et al., 2005) ademas del desarrollo de enfermedades en el cultivo
de lechuga, que provocaria grandes pérdidas econdmicas en productores y

distribuidores.

11.1.1. Factores Genéticos

En este sentido, el comportamiento frente a estreses bidticos y abiodticos es
diferente incluso entre distintas variedades de un mismo tipo de lechuga (Oh et al.,
2010). La influencia genética, lleva incluso a diferenciar la absorcion de nutrientes
durante el crecimiento de la lechuga (Mahmoudi, et al., 2012 y Burns et al., 2012). Esta
absorcion de los nutrientes influye tanto en el rendimiento del cultivo como en el valor
nutricional de la lechuga.

Antes de decidir si una variedad es o no adecuada, se deben realizar multitud de
ensayos recogiendo observaciones y analizando e interpretando los datos en las distintas
campafas para abarcar el afio completo, con producciones en distintas zonas. En el caso
de la IV Gama, para tomar la decision de qué variedades son las mas adecuadas, se debe
conocer el potencial de vida 1til mediante la evaluacion de la calidad de la materia
prima y la del producto procesado (Gil, 2009). Hasta ahora, para aceptar una nueva
variedad solo se tenia en cuenta el rendimiento, desatendiendo aspectos relacionados
con la calidad como son el potencial de pardeamiento, el contenido en constituyentes
fitoquimicos y las actividades enzimaticas. Jenni, (2009) observo respuestas de
diferentes cultivares de lechuga frente a determinados desordenes fisiologicos cuya
manifestacion es el pardeamiento de la costilla. Las caracteristicas fisioldgicas de cada
lechuga a de tenerse en cuenta en la postcosecha, como la tasa respiratoria, que acelera

todos los procesos metabodlicos acelerando el deterioro de la lechuga en IV gama.

Castafier et al. (1999) no observaron diferencias en la suceptibilidad al

pardeamiento en Baby y Romana tras el procesado, y las actividades enzimaticas
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seguian la misma tendencia. A su vez, Cantos et al. (2001) encontraron un mayor
desarrollo de pardeamiento en lechugas tipo Iceberg frente a Romana, ambas variedades
presentan también un mismo comportamiento enzimatico pero diferentes valores de su
actividad incluso dentro del mismo tipo. En este sentido, otros estudios observaron
también valores distintos de actividad enzimaticos entre variedades de lechuga

sometidas a los mismos tratamientos (Ponce et al., 2004; Degl Innocenti et al., 2005).

Por otra parte, existen diferencias en el contenido fenodlico no solo a nivel de
cultivar sino también de variedad. Asi, el tipo iceberg y mantecosa son muy pobres en
flavonoides, y derivados del acido cafeico, mientras que las pigmentadas lollo rosso y
hoja de roble contienen grandes cantidades de flavonoles y derivados del 4cido cafeico
(Gil et al., 1998; Tomas-Barberan y Espin, 2001). En general, el contenido cualitativo y
cuantitativo de los constituyentes estan presentes en la informacion genética del vegetal,
influyendo incluso, en la proporcion oxidada y reducida de los compuestos como ocurre

en vitamina C (Martinez- Sanchez A., 2008; Hodges and Toivonen, 2008).

11.1.2. Factores Climaticos

Los factores climaticos mas influyentes en la calidad de la materia prima de la
lechuga en IV gama, son la luz y la temperatura. La temperatura dptima para el cultivo
de lechugas desde el transplante hasta la recoleccion es de 10-23°C (Ryder, 2007). A su
vez, la diferencia de temperatura entre el dia y la noche puede influir en la composicién
y valor nutritivo en el momento de la recoleccion (Kader et al., 1974). En este sentido,
son muchos los estudios que relacionan la temperatura durante el crecimiento del
cultivo y la aparicion de pardeamiento de la lechuga. Sharples et al. (1963) observaron
una correlacion entre el desarrollo de pardeamiento y la media de la temperatura
minima, 7 dias antes de la recoleccién. Aunque otros autores relacionan el pardeamiento
con altas temperaturas durante el dia (Jenni S., 2005; Jenkins J.M.J., 1959), el estrés por
calor influye menos en el desarrollo del pardeamiento que el estado de madurez, el
momento mas sensible del vegetal es dos semanas después de la formacion de la cabeza.
Hay una gran controversia en la sintesis de nutrientes a altas y bajas temperaturas Lee y
Kader (2000) describieron mayor contenido en vitamina C en citricos cultivados a
temperaturas entre 20-13°C que los cultivados entre 35-20°C. Se sabe que el aumento de
AA detectado durante el crecimiento de los vegetales a bajas temperaturas puede

deberse a que estén sometidos a un estrés por frio, reduciéndose el metabolismo de los
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carbohidratos, ya que el AA se relaciona con el contenido en materia seca (Schonhof et
al., 2006). Ademas, el AA tiene un efecto fotoprotector (Smirnoff y Wheeler, 2000)
cuanto menor es la intensidad de la luz menor es el contenido en AA en los tejidos
vegetales (Lee y Kader, 2000). Por otra parte, Boo et al. (2011) describieron mayores
actividades enzimaticas (PPO Y PAL) en lechugas cultivadas a 13°C que las cultivadas
a temperaturas superiores, en correlacion con el aumento de los polifenoles y

antocianos, sin embargo, la actividad peroxidasa actu6 al contrario. En este sentido

La luz es una de las variables que afectan al contenido fendlico en plantas
(Kopsell y Kopsell, 2008; Perez-Balibrea et al., 2008), los efectos de la luz son mas
complejos de lo que a menudo se describe (Li y Kubota, 2009). Por ejemplo, la luz UV-
A (350-400 nm) indujo la sintesis de antocianos en la uva (Kataoka et al., 2003) y
lechuga (Tsormpatsidis et al., 2008), sin embargo, se necesitdé mayor longitud de onda
(400-500 nm) para incrementar los compuestos fitoquimicos en tomate (Giliberto et al.,
2005). Parr y Bolwell, (2000) registraron un mayor contenido en fenoles con mayor
radiacion UV, mientras que a temperaturas bajas observaron mayor acumulacion en
antocianos, quizas por un aumento de transcripcion de genes que producen fenilalanina
amonio liasa (PAL), enzima responsable de la biosintesis de antocianos (Dela et al.,
2003), en este sentido, Tsormpatsidis (2009) observdé un aumento de compuestos
fenolicos en lechugas cultivadas con alta radiacion UV y una inhibicion del crecimiento
en aquellas sometidas a menor exposicion luminica, debido, probablemente al efecto
negativo de los flavonoides sobre algunos reguladores del crecimiento como el acido
indolacético. El estudio realizado por Chon et al., 2012, concluye que la exposicion del
cultivo de lechuga a baja temperatura (20°C/13°C dia/noche) origin6é una mayor sintesis
de antocianos en correlacion positiva con las actividades PAL y PPO, que las cultivadas
a temperaturas mayores (30°C/25°C dia/noche), en 6 cultivares de lechuga. Las plantas
pueden producir altos niveles de antioxidantes en respuesta a altas condiciones
luminicas y temperaturas estresantes (Zhou, et al., 2004), pero la exposicion constante a
estrés puede reducir el rendimiento de la produccion de los cultivos. Siendo aconsejable,
la exposicidon a corto plazo de estrés para mejorar el valor nutritivo debido a que la
respuesta del metabolismo antioxidante es mas rapida que el encargado de la produccion
de biomasa (Zhou, et al., 2009). Algunos estudios relacionan el contenido de
compuestos fenolicos con determinadas longitudes de onda aplicadas al cultivo en

hidroponico, en este sentido, Li y Kubota (2009) no observaron en lechuga diferencias
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entre distintas condiciones luminicas en el contenido fendlico pero los antocianos
mostraron una disminucioén al incidir luz roja elevada (700-800 nm). Ademas, la
fisiologia de la hoja se ve influenciada, por la incidencia de luz, la alta radiacion es
responsable de mayor anchura, longitud y materia seca de la hoja de lechuga, sin
embargo, el nimero de hojas de la cabeza no se ve afectada por las condiciones

luminicas (Li y Kubota, 2009; Krizek et al., 1998).

11.1.3. Factores Fisioldgicos

El factor fisioldgico mas influyente en la calidad de la lechuga en IV Gama es el
estado de madurez. Este contribuye al deterioro de la lechuga durante su conservacion,
ya que influye tanto en la tasa respiratoria del vegetal como en los constituyentes de la
lechuga conservada, aumentando su susceptibilidad al pardeamiento. En este sentido, el
contenido en vitamina C estd influenciado por la madurez siguiendo cada especie un
patrén de comportamiento distinto (Lee y Kader, 2000), en hortaliza verdes se observo
que a mayor madurez aumentaba el contenido en vitamina C (Shewfelt, 1990; Drews et
al., 1997), sin embargo, el contenido fendlico es mayor en las hojas jovenes (Valente-
Pereira et al., 2002; Bennett et al., 2006; Reiferanth y Miiller, 2007; Varoquaux et al,
1991). En este sentido, Korus (2011) observo en Brassica oleracea un aumento del 22 %
de vitamina C, en las muestras mas maduras, ademas del aumento de la actividad PPO
en estas muestras. Sin embargo, no encontrd relacion del estado de madurez y otras

actividades enzimaticas estudiadas (POD y catalasa).

Las caracteristicas fisiologicas de la lechuga influye en el comportamiento frente
a exposicion de etileno, en este sentido, Couture et al. (1993) demostraron en su trabajo,
el comportamiento de ocho cultivares de lechuga expuestos a etileno, en el que cuatro
de ellos el etileno indujo un incremento de PAL y por lo tanto, una disminucion de la
calidad visual, al contrario que los otros cuatro cultivares que apenas sufrieron aumento
de PAL. Ademas, las muestras sobremaduras presentaron menor contenido fendlico, sin
diferencias entre las maduras e inmaduras. El estudio de la madurez se completaré en el

capitulo III.
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11.1.4. Factores Agrondémicos

El factor agrondmico que mas influye en la calidad de la lechuga en IV Gama es
la nutriciéon como el uso de los fertilizantes y el agua. El objetivo de una fertilizacion
Optima es maximizar la calidad con la minima contaminacion ambiental. La lechuga es
muy sensible a la acidez del suelo, siendo los de textura franco-arcillosa los mas
adecuados para su cultivo. Para un alto rendimiento se debe tener en cuenta la
vigorosidad de la planta para su colocacion por metro cuadrado, por ejemplo, en iceberg

varia desde 5 a 7 plantas por m” (Maroto et al., 2000)

Los principales nutrientes para el cultivo de frutas y hortalizas son el N, P y K.
Muchos estudios han relacionado la disponibilidad de agua y nutrientes con la calidad y
rendimiento de los cultivos. En la hoja de tomate, en dosis excesivas frena su
crecimiento, aumenta los compuestos fenolicos inhibe la actividad PPO, POD y activa
la PAL (Sanchéz et al., 2000). La absorcion del nitrégeno en lechuga depende tanto de
los factores genéticos como de la fuente de N (EI-Nemr et al., 2012). Estos autores
observaron, un mayor peso fresco en lechugas cultivadas en hidroponico con una fuente
de N de NOs3-N que las fertilizadas con NH4"-N. La carencia de N disminuye el
crecimiento, provoca un tallo hueco y una coloraciéon amarillenta, sin embargo, un
exceso puede retrasar el acogollamiento (Maroto et al., 2000). Altos niveles de N
disminuyen el grosor de la hoja de lechuga, aumenta la acumulacion de nitratos, reduce
los azticares y aumenta los 4cidos produciendo una aceleracion del deterioro debido a la
disminucién de la respiracion (Hoque et al., 2010), en este estudio el valor 6ptimo de
abonado de N es entre 225 Kg N/ha y 112 Kg N/ha de P. El cultivo de lechuga en
hidroponico facilita el control de la aplicacion de los nutrientes y de la calidad
microbioldgica.

(Poulsen et al., 1995) demostraron que el incremento de dosis de N provocé la
disminucién de la concentraciéon de azlcares en la lechuga, provocando también una
disminucion de la vitamina C y de la materia seca. Durante el acogollamiento de la
lechuga es primordial un alto nivel de N, ya que el 80% se absorbe 4 semanas antes de

la recoleccion (Pew et al., 1979).

Por otra parte, una deficiencia de fosforo y potasio produce una disminucion del
desarrollo vegetativo y en casos extremos no se produce acogollamiento, la aparicion de

manchas de color verde oscuro que finalmente se necrosan (Blancard D. et al., 2005),
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debido a su baja movilidad es importante adicionarlo en riego por inundacion antes de
la plantacién (Maroto et al., 2000). La absorcion de potasio disminuye con el aumento
de la fertilizacion de nitrégeno, ademas es aconsejable adicionarlo en forma de cloruros
por la sensibilidad de la lechuga a la alta salinidad. En este sentido, un aumento en el
aporte de potasio en pifia reduce la concentracion de fenoles y la actividad enzimatica

PPO, POD y PAL (Gomes Soares et al., 2005).

La carencia de Ca origina en lechuga origina una coloracion gris en las hojas, el
crecimiento de es reducido, particularmente en el corazon, originando a las lechugas un
aspecto particular (Blancard D. et al., 2005). Hilton (2008) y Simmone (2001)
observaron que un suplemento de este nutriente reduce el color pardo de lechuga
cuando se adiciona a bajas dosis de K, ademds describieron un aumento en la textura,
probablemente debido a una mayor fortaleza de la pared celular. Sin embargo, Ke
(1986) observd que la dosis de Ca capaz de producir reduccion de pardeamiento,
disminuye a su vez la actividad PAL, pero causaron una pérdida de peso del 3%
provocando una disminucion en la frescura de la lechuga. En pifia (Hewajulige et al.,
2006) y champifion (Philippoussis et al., 2001) también se observaron una disminucion

en la incidencia de pardeamiento con la adicion de Ca.

El estrés provocado por un exceso o déficit de agua puede ocasionar un
problema en la produccién agricola y en la apariencia de frutas y hortalizas. Algunos
autores encontraron una reduccioén del tamafio en productos como citricos (Bielorai,
1982) y olivas (Inglese et al., 1996). Los dias de supresion del riego antes de la
recoleccion pueden afectar al rendimiento de la materia prima y a la calidad
microbioldgica de la lechuga en IV Gama. Luna et al (2012) observaron un aumento del
peso de cabezas de lechuga romana y de la carga microbioldgica en el producto IV
Gama cuando se regaron el mismo dia de la recoleccion. Sin embargo, iceberg no
mostr6 diferencias ni el peso de las cabezas ni en la carga microbiologica cuando se
suprimi6 el riego 5, 3, 1 y 0 dias antes de la recoleccion. El sistema de riego también
puede afectar a la calidad microbiologica de la lechuga en IV gama. Fonseca (2006)
observo una mejora de la calidad durante la conservacion regando por surcos que por

aspersores.
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11.2 Factores postcosecha
Los requisitos de calidad que deben cumplir los productos tras su

acondicionamiento y envasado estan establecidos en el Reglamento n°® 1543/2001.

Los procesos de postcosecha en IV Gama como cortado y lavado del producto
son capaces de producir un dafio, que desencadena sefiales fisioldgicas y quimicas,
como pérdida de humedad, elevaciéon de la respiracion, produccion de etileno y la
activacion del metabolismo de los fenilpropanoides (Baur et al., 2004) desencadenando
pérdida de la calidad organoléptica, visual y microbiologica. Por lo tanto, los objetivos
de la postcosecha es minimizar estas pérdidas aumentando la vida util de la lechuga en

IV Gama. Ademas

La investigacion estd permitiendo en cada fase del procesado minimizar los
dafos sobre el producto, alargando la vida util. En la figura 3 se describe las etapas del

procesado en IV Gama.

11.2.1. Recoleccion, Transporte y Refrigeracion

La recoleccion se puede realizar desde forma manual hasta totalmente
mecanizada. En Espafia 1o mas comun es la manual, junto con el destronchado en el
campo y posterior traslado a la empresa. Las buenas practicas de recoleccion y
transporte ayudan a mantener la calidad del producto durante la conservacion, como sea
dicho anteriormente. La recoleccion se debe hacer en horas en las que la temperatura es
baja, para evitar tasas de respiracion elevadas, disminuyendo la necesidad inmediata de
enfriamiento (Nicola capitulo de frescut). Tras la recoleccién los vegetales siguen
consumiendo productos fotosintéticos que acumularon durante su crecimiento. La tasa
de consumicion depende de la actividad respiratoria y por lo tanto, de la temperatura de
conservacion. Un retraso entre la recoleccion y el enfriamiento pueden causar
problemas en la calidad, debido a la pérdida de agua y de constituyentes antioxidantes,
asi como el crecimiento microbiano (Thompson et al., 2001). En este sentido, Namesny
(1993) establecido un maximo de 6 horas en lechuga iceberg. La velocidad de deterioro
es proporcional a la tasa de respiracion y aumenta exponencialmente con la temperatura

(Cantwell, 2007).
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Lechugas con largos periodos de crecimiento tienen menor vida 1til que las
cultivadas con periodos mas cortos (Hayes and Liu, 2008). Realmente la recoleccion
debe de realizarse en estado de madurez Optimo teniendo en cuenta la fecha desde el
transplante y las condiciones edafoclimaticas en el verano la maduracién puede tardar

40-49 dias hasta unos 100 dias en el invierno (Rogers et al., 2006).

11.2.2. Cortado e Higienizacion

El cortado de la lechuga acelera el metabolismo del vegetal generando un
aumento de la tasa respiratoria y la degradacion del tejido. El dafo inducido en el
vegetal activa la ruta sintética de los fenilpropanoides aumentando la actividad de PAL
y la sintesis de compuestos antioxidantes. El tipo y la variedad de lechuga influyen en la
respuesta del corte. Otros factores a tener en cuenta es la direccion, area y forma del
corte, Deza-Duran et al. (2011) observaron mayor produccion de volatiles en el corte
transversal frente al longitudinal, debido probablemente a un mayor dafo en la pared
celular originando mayor peroxidacion lipidica. La actividad PAL aumenta al disminuir
el tamano del corte de lechuga (Lopez-galvez et al., 1996). El método de corte influye
en la calidad microbioldgica del producto IV Gama, el empleo de utensilios con poco
filo causan mas dafio y permiten una mayor proliferaciéon de la poblacion microbiana

(Gleeson y O'Beirne, 2005).

El sistema de lavado durante el proceso del corte es el mas eficaz para disminuir
el riesgo de la presencia de patégenos y disminuir la carga microbiologica que puede
afectar a la pérdida de la calidad durante la conservacion, ademas de eliminar restos de
pesticidasy suciedad (Watada et al., 1996). Un retraso entre el lavado y la refrigeracion
del producto minimamente procesado permite el crecimiento de la flora bacteriana
disminuyendo la vida util del producto (Sinigaglia et al, 1999). Un punto critico en el
procesado de la industria de IV Gama es la contaminacion del agua de lavado, esto hace
importante el uso de higienizantes. La concentracion, el tipo y el efecto sinérgico de
ellos ha sido estudiado (Allende et al., 2006). El ozono reduce el empleo del agua
originando un producto menos dafiado, ademas, puede aplicarse combinado con cloro
evitando en un 25% la produccion de malos olores (Strickland et al., 2007). Los acidos
organicos ocasionan mayor acumulacion de residuos, ademds su accion bacteriana
depende del pH y el grado de disociacion del acido, entre otras (Akbas y Olmez, 2007)

Actualmente en Espafia el higienizante méas empleado es el hipoclorito sodico, la
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concentracion empleada en la industria de frutas y hortalizas es de 50-100 mg/L, con un
tiempo de contacto de 1-2 minutos (FAO/OMS, 2008). En conjuncion con el empleo de
un higienizante es importante el empleo de agua fria de lavado que disminuya la tasa
respiratoria del producto de lechuga en IV Gama y evite el crecimiento microbiano, el
rango optimo de esta temperatura del agua de lavado es de 4°C a 12°C (Nicola). En este
sentido McKellar et al. (2004) observd como la temperatura del lavado afectd a la
respiracion del producto aumentando con el incremento de la temperatura. Se han
realizado estudios sobre la influencia de choques térmicos con el agua de lavado
capaces de reducir la carga microbiana y las actividades enzimaticas causantes de

pardeamiento (Salveit y Quin, 2008).

Antes del envasado, el exceso de agua debe ser eliminada para prevenir el
crecimiento rapido de la flora bacteriana. El exceso de agua en la lechuga cortada se
elimina por centrifugacion o mediante tunes de secado. La velocidad y la duracion de la
centrifugacion deben ser controladas, ya que un exceso podria dafar la pared celular de

la lechuga acortando su vida util.

Por otra parte, el higienizante usado puede influir en las actividades enzimaticas
del vegetal, Baur et al. (2004) observé una mayor actividad PAL empleando cloro que
tratando la lechuga con ozono.

11.2.3. Envasado y Conservacion

El envasado de la lechuga en IV Gama preserva y alarga su vida util. Los
factores a controlar durante la conservacion de la lechuga en IV Gama son: la humedad
relativa, temperatura y atmoésfera de conservacion. La eleccion del plastico es un factor
muy importante para mantener de forma adecuada los factores anteriormente
nombrados. La lechuga posee una gran superficie favoreciendo la deshidratacion y
pérdida de peso sobre todo a altas temperaturas (Watada et al., 1996), por lo tanto, la
eleccion de un plastico de baja permeabilidad de agua, para la conservacion debe ser
fundamental. La pérdida de agua se ve favorecida durante el cortado induciendo la
sintesis de radicales de oxigeno y H,O, (Hodges et al., 2004). La humedad del producto
durante la conservacion ayuda al desarrollo microbiologico, Medina et al. (2012)
observaron en espinaca almacenadas 36 horas en cédmaras con distintas humedades
relativas, una mayor carga de psycrofilos y pseudomonas en las muestras de mayor

humedad, sin embargo, no observaron diferencias en el contenido de coliformes. Por
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otra parte, Agiiero et al. (2011) obtuvieron la misma poblacion bacteriana durante la
conservacion de lechuga en atmosfera MAP y dos humedades relativas Optima (95-

98%) y baja (70-72%).

Otro factor es la temperatura, como es conocido una conservacion a temperatura
ambiente acelera los procesos de deterioro del producto afectando al sabor, color y una
disminucion del valor nutritivo. La vitamina C es uno de los constituyentes de la
lechuga maés labiles durante la conservacion, pudiéndose emplear como un indicador de
buenas practicas de conservacion (Davey et al., 2000). La temperatura baja, ayuda a
disminuir la respiracion del producto y el pardeamiento enzimatico, ya que reduce el
metabolismo y retarda el crecimiento microbiano alargando asi la vida 1til (Watada et

al., 1996).

En este sentido, algunos estudios mostraron la correlacion entre diferentes
temperaturas de conservacion y actividades enzimaticas, Campos-Vargas and Salveit
(2002) observaron un mayor aumento de actividad PAL en midribs de lechugas
conservadas a 25°C y 10°C que a 5°C, correlacionado con el aumento de la sintesis de
compuestos fenodlicos. Igualmente, Castafier et al. (1999) describieron mayor actividad
PPO tanto en tejidos fotosintéticos y midribs en lechugas tipo baby y romana
conservadas a 13°C que a 5°C, por el contrario en baby la actividad PAL no presento

diferencias en midribs conservados a 13°C y 5°C.

La conservacion de los vegetales debe ser una combinacidon entre temperatura,
atmosfera y permeabilidad del envase (Manolopoulou et al., 2009), donde cada vegetal
presenta unas caracteristicas Optimas para su conservacion (Salveit, 2001) en funcién de
su respiracion. La influencia de la temperatura en la respiracion de frutas y hortalizas
esta caracterizada por Qjo, normalmente, altos ratios de respiracién requieren alta

concentracion de O, y baja de CO..

La modificacion de la atmoésfera dentro del envase puede ocasionar la formacion

de malos olores y sabores, debido a la biosintesis de etanol y acetaldehido.

No siempre se puede extrapolar el ratio de respiracion de la literatura a un

producto, debido a variables como el cultivar, la estacion y las operaciones de
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procesado como cortado y lavado (Brody et al., 2011), muchos autores observaron la
influencia del higienizante en la respiracion como Vandekindere (2008) que obtuvo un
aumento en la respiracion de iceberg con hipoclorito sddico, sin embargo, no observo

diferencias significativas con el uso de peroxiacético.

El uso de una atmdsfera adecuada mejora la conservacion de los compuestos
bioactivos (Gil et al., 1998; Toméas-Barberan y Espin, 2001; Barth y Zhuang, 1996)
ademas de reducir la aparicion del pardeamiento al disminuir o inhibir las actividades
enzimaticas PPO y PAL a concentraciones de CO, adecuadas para cada vegetal (Murr y

Morris, 1974; Hyodo y Yang, 1971).

El uso de una atmoésfera es capaz de modular la tasa respiratoria, debido a un
bajo oxigeno y alto didéxido de carbono (Hodges y Toivonen, 2008). Esto se consigue
modificando la composicion del aire dentro del envase mediante atmosfera controlada

(AC) o modificada (AM).

La permeabilidad de O,, CO, y agua son los factores mas importantes para la
eleccion de un plastico en ambas atmoésferas, permitiéndonos calcular el radio de
respiracion del producto y compararlo ademas con el estrés causado (Martinez et al.,
2008). La AM puede ser en pasiva, como consecuencia de la respiracion del vegetal y la
permeabilidad del envase, o bien, de forma activa donde se introduce una mezcla
gaseosa inicial o un vacio con N, generandose la atmosfera modificada como resultado
de la respiracion del vegetal y la mezcla inicial de gases (Martinez et al., 2008). En
lechuga la combinacion de una atmoésfera modificada baja en O, (1-2 kPa) y altas
concentraciones de CO; (12-15 kPa) con temperaturas bajas 4°C a 7°C, puede retrasar la
produccion de fenoles y la inactivacion de las actividades enzimaticas PPO, POD Y
PAL. Howard y Griffin (1993) observaron un aumento de compuestos fenolicos y
actividades PPO y POD en condiciones de conservacion controladas (3% CO, + 5% O,
y 10% CO; + 11% O,), debido a las altas concentraciones de O,. LA atmdsfera MAP es
capaz de control el crecimiento microbioldgico lechugas frescas cortadas conservadas
en MAP que en aire, Arvanitoyannis et al. (2011) no observaron diferencias
significativas en el recuento de mesofilos y psycrofilos en lechugas conservadas en
MAP (5%0,/ 10%CO, y 2% Oy 5%CO,), sin embargo, si obtuvieron

significativamente mayor recuento en las conservadas en aire. Por otra parte, Ahn et al.
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(2005) observaron en Chinese cabbage que la aplicacion de MAP alta en CO, redujo las
bacterias aerdbicas pero aumentaron las bacterias acido lacticas, iguales resultados

mostro (Zagory, 1999).

11.2.4 Ablandamiento

Un dafio provocado en el tejido de la lechuga desencadena una sefial de estrés
originada por perdxido de hidrogeno en el apoplasto de la célula, la produccion de H,O,
induce una mayor sintesis en el plasmalema celular mediante la NADH-oxidasa, que
aumenta la generacion de radicales hidroxilo capaces de incrementar la peroxidacion
lipidica y el deterioro de la membrana celular (Stahl y Sies, 2002). Este deterioro esta
relacionado con el desarrollo de malos olores y sabores, ademas de la aparicion de
defectos visuales como el pardeamiento (Nguyen-the y Carlin, 1994). Entre los factores
fisico-quimicos mas importantes que afectan al ablandamiento de la pared celular son la
deshidratacion y la temperatura de conservacion. La pérdida de humedad provocada por
un daflo mecédnico aumenta la susceptibilidad al deterioro, causando un aspecto languido
en los vegetales (Acedo, 2010). Sin embargo, Medina et al. (2012) observaron en
espinaca que altas humedades (99%) HR provocan una mayor fragilidad y peor calidad
visual que las conservadas a humedades relativas de 72% y 85%.

Las bajas temperaturas durante la conservacion (< 0,5°C) originan dafios por frio
y pérdidas del material vegetal (Cantwell y Kasmire, 2002). Ademads, un mal uso de las
atmosferas modificadas, con altos niveles de CO, puede originar “Brown stain” y
acelerar el deterioro del tejido (Mateos et al., 1993). Por otro lado, la exposicion
prolongada, incluso a niveles bajos como 0.01 ppm, puede causar pérdidas
significativas en los productos frescos (Cantwell y Kasmire, 2002).

Otra causa de dafio en el tejido de lechuga es la rotura de la pared celular por
sustancias pectinoliticas. En este sentido, Babic et al. (1996) encontr6 un alto porcentaje
(80%) de Pseudomonas en espinaca con actividad pectinolitica, proteolitica y lipolitica.
Estas son capaces de degradar la textura del vegetal y producir la consiguiente pérdida
de calidad. Ademads, la conservacion a bajas temperaturas favorece el crecimiento de
bacterias Psicrotofas, que incluyen a las Pseudomonas pectinoliticas (Nguyen-the y
Carlin, 1994).
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11.2.5 Podredumbres

La aparicion de podredumbre en el producto IV Gama origina un rechazo total
en el consumidor. El exceso de agua provocado durante la conservacion es el principal
factor desencadenante de podredumbre. Actualmente existe un consenso en cuanto a
que la accion microbiana produce una merma de la calidad visual, acortando la vida 1util
del producto minimamente procesado (Cantwell y Suslow, 2002). El dafio originado
durante el corte y el manejo del producto permiten la salida de jugos que contienen
nutrientes que pueden servir de base para el crecimiento microbiano (Lopez-Galvez,
2009). La microbiota de los productos en IV Gama depende de numerosos factores (tipo
de producto, condiciones de cultivo, procesado, condiciones de conservacion, etc) y se
corresponden normalmente con la que se puede encontrar en el producto en el campo
(Delaquis et al., 1999). Las bacterias predominantes en los productos IV Gama son las
pseudomonas (Gram negativas) como las Pseudomonas fluorescens capaces de producir
pardeamiento y necrosis en endivia (Alippi et al., 2002) y Pseudomonas cichorii (Kiba
et al., 2006). Sedlarova et al. (2007) observo una mayor concentracion de H,O, y mayor
actividad peroxidasa en lechugas inoculadas frente a las no inoculadas. Otras bacterias
Gram positivas son las acido lacticas (BAL) mas relevantes en productos ricos en
azucares como frutas (Jacxens et al., 2003). Levaduras cuyos efectos en el material son
detectables a recuentos bajos, y los hongos filamentosos que su crecimiento estd
limitado con las bajas concentraciones de O,. Ademas, se produce interaccion entre los
distintos grupos de microrganismos, como por ejemplo, las BAL y las pseudomonas que
son capaces de inhibir el crecimiento de otros microrganismos mediante la produccion

de antibidticos y la competicion de nutrientes (Haas y Défago, 2005).
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Uno de los principales problemas que reduce la vida util de las hortalizas en IV
Gama como la lechuga, es el pardeamiento enzimatico del corte. Este deterioro tiene gran
importancia por su impacto visual que perjudica la aceptacion organoléptica y la calidad
comercial ocasionando grandes pérdidas econOmicas. Hasta ahora todas las
aproximaciones a este problema han tratado de impedir la aparicion del pardeamiento
enzimatico en el producto procesado mediante el empleo de tratamientos postcosecha
incluyendo las bajas temperaturas, lavados con antioxidantes, envasado en atmodsferas
modificadas, recubrimientos comestibles y choques térmicos. Sin embargo, no se han
identificado las causas que pueden influir en la aparicion del pardeamiento desde su cultivo
hasta su comercializacion y que provocan una falta de homogeneidad del producto 1V
Gama. El objetivo principal de esta tesis doctoral es el estudio y la identificacion de
distintos factores precosecha y postcosecha y su implicacion en el desarrollo del
pardeamiento enzimatico en variedades de lechuga IV Gama, seleccionadas por su gran

problematica e importancia econémica.

Para la consecucion de estos objetivos generales se plantean los siguientes objetivos

especificos:
1. Seleccion de indicadores de madurez en hortaliza de hoja enteras y en IV Gama.

2. Influencia del estado de madurez de minihojas “baby” y “multi” de variedades de

lechugas verdes y rojas para la industria de 1V Gama.

3. Influencia de las soluciones nutritivas para el cultivo sin suelo en campo abierto de
variedades de lechuga verdes y rojas en diferentes estaciones, sobre las caracteristicas de
calidad y vida util del producto en IV Gama.

4. Influencia del cultivo en suelo y sin suelo en la calidad sensorial, constituyentes
fitoquimicos y calidad microbiolégica de variedades de lechugas verdes y rojas en IV

Gama.

5. Influencia de la dosis de riego durante el cultivo de lechuga iceberg en la actividad
enzimatica relacionada con el pardeamiento y el metabolismo fendlico del producto en 1V

Gama.

6. Influencia de la dosis de riego durante el cultivo de lechuga romana en la tasa
respiratoria, pardeamiento enzimatico y calidad microbioldgica del producto en IV Gama.
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7. Influencia de diferentes condiciones luminicas (luz, fotoperiodo y oscuridad) durante la

conservacion sobre la calidad de la lechuga romana en IV Gama.
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1. REACTIVOS UTILIZADOS

Los siguientes reactivos fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (St. Louis, EE.UU.):
hipoclorito sédico, acido citrico, acido L-ascérbico (AA), acido dehidroascérbico
(ADHA), sal disédica del acido etilendiaminotetraacético (EDTA), fluoruro soédico (NaF),
1,2-fenilendiamina dihidrocloruro (OPDA), 4cido clorogénico, rutina, cianidina 3-O-
rutinésido, cetrimida, acido formico, Suero de albumina, manitol,
octilfenoxipolietoxietanol (TX-114), fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), benzamida,
polivinilpolipirrolidona  (PVPP),  B-mercaptoetanol,  hidrazona del  3-metil-2-
benzotiazolinona (MBTH), acido 3,4 dihidroxifenilpropionico (DHPPA), N,N’-
dimetilformamida (DMF), catalasa (EC 1.11.16), acido 2,2 -azinobis(3-etilbenzotiazolina)-
6-sulfonico (ABTS), peroxido de hidrogeno (H,0O,), 2-hidroxi-2,4,6-cicloheptatrien-1-ona
(Tropolona).
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2. ESQUEMA DE LAS ETAPAS DE PROCESADO Y DE TRABAJO

RECOLECCION MANUAL

v

TRANSPORTE

v

ENFRIAMIENTO A 4 °C

v

ELIMINACION DE HOJAS EXTERNAS

v

CORTADO MANUAL

v

HIGIENIZACION

v

CENTRIFUGACION

v

ENVASADO

v

CONSERVACION
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ANALIS Y DETERMINACIONES
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3. MATERIAL VEGETAL

El material vegetal estudiado en la presente Tesis Doctoral corresponde a diferentes
tipos de lechuga (Lactuca sativa L.) utilizados en la industria de IV Gama: romana,
iceberg, lollo rojo, lollo verde, hoja de roble y trocadero. Las empresas productoras que
han colaborado en el cultivo del material vegetal han sido Syngenta Seeds, Primaflor,
Ruralcaja y Z-seeds. Todas las muestras se recolectaron manualmente y se trasladaron
inmediatamente a las instalaciones del CEBAS-CSIC (Murcia) donde se mantuvieron
durante 24 h a 4 °C y 95 % de humedad relativa (HR) en oscuridad antes del procesado en
IV gama.

4. CARACTERIZACION DE LA MATERIA PRIMA
Para conocer el estado de madurez de la materia prima se midi6 la longitud total de
la cabeza, longitud del espigdn y peso en 20 cabezas de lechuga por tratamiento. El indice

de madurez se calculd con la ecuacidn:

Longitud del espigon

IM(%)=< )*100

Longitud total de la cabeza

5. CONDICIONES DE PROCESADO
En general, el procesado y obtencion de la lechuga en IV gama se realizd
simulando las condiciones y etapas aplicadas por la industria de IV gama. El procesado se

realiz6 en una sala refrigerada a 4 °C.

Los ensayos en los que se estudiaron distintas condiciones de materia prima
(genotipo, madurez, cultivo, etc) el procesado se realizé independientemente para cada una
de ellas. El procesado comenzo6 con la eliminacion de las hojas no utilizables, como las
mas externas y las hojas dafiadas. Siguiendo las condiciones comerciales, se seleccionaron
las hojas intermedias de la cabeza (eliminaron cuatro hojas por cabeza) y fueron
eliminadas la zona mas apical y basal de la hoja. La etapa de cortado se realizo
manualmente con cuchillo afilado para obtener trozos de lechuga de aproximadamente 30
mm de grosor, en las lechugas tipo iceberg y romana, el proceso realizado en las otras
variedades empleadas se especifican en el capitulo correspondiente. Tras el cortado, los

trozos de lechuga se colocaron en cestillos perforados que se sumergieron en depdsitos de
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40 L conteniendo agua de red clorada con 100 mg/mL de NaOCI a pH 6,5 ajustado con
acido citrico durante 30 s. A continuacion, los cestillos perforados se sacaron de los
depositos de agua y se permitié el escurrido del agua clorada durante 30 s. Posteriormente,
las muestras se aclararon durante 30 s mediante la inmersion en otro deposito de 40 L con
agua de red. Tras el aclarado, el exceso de agua del material vegetal se elimind por
centrifugacion durante 1 minuto a 440 rpm en una centrifuga industrial (K-50, Kronen

gmbH, Kehl am Rhein, Alemania).

6. ENVASADO Y CONSERVACION

Después del procesado, se procedidé a pesar la masa de lechuga cortada que se
incluy6 en cada bolsa. A continuacion, la lechuga cortada se envas6 a 4 °C en bolsas en
una envasadora vertical (Etna 280-X model, Ulma, Ofate, Espafia). La masa de producto,
el polimero plastico empleado, las dimensiones de las bolsas, y las condiciones de
conservacion para cada uno de los ensayos quedan recogidos en los capitulos
correspondientes. Ademads, se aplico una atmoésfera modificada (AM) pasiva o activa segiin
los objetivos del ensayo. En el envasado en AM pasiva, no se realiza inyeccion de gas.
Este tipo de envasado se utiliza cuando la respiracion del producto es suficientemente
intensa como para reducir rapidamente el nivel de O, sin afectar a la calidad visual. En
cambio, el envasado en atmdsfera activa requiere de una inyeccion inicial de gas justo
antes del termosellado de la bolsa. En los ensayos en los que fue necesario utilizar un
envasado en AM activa, se inyect6 nitrogeno N, hasta reducir el nivel de O, en el interior
de la bolsa hasta 1 kPa de O,. Ademas del envasado en AM activa o pasiva, en algunos
ensayos se aplicé un envasado en bolsas multi-perforadas con diametro de perforacion
aprox. de 2 mm para asegurar una atmoésfera de aire en el interior y a la vez reducir las

pérdidas por deshidratacion.

Después del envasado, las bolsas de lechuga en IV gama se conservaron durante 3
dias a 4 °C y el resto del periodo de conservacion a 7 °C siguiendo las recomendaciones de
AFHORLA (2010) para los estudios de vida util. Ademas, segun el objetivo del ensayo se
consideraron las condiciones de iluminacién de la camara frigorifica durante la
conservacion. Asi, en la mayoria de los ensayos se mantuvo la camara frigorifica en
oscuridad para evitar la interferencia de la fotosintesis en la calidad del producto cortado,

excepto en el capitulo X.
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7. DETERMINACION DEL CONTENIDO EN MATERIA SECA
El contenido en materia seca se determind siguiendo el método propuesto por
Agiiero y col. (2008) con ligeras modificaciones en trozos de lechuga obtenidos entre las
etapas de cortado e higienizado. De esta forma, se asegur6é un muestreo mas homogéneo ya

que los trozos de lechuga provenian de un gran nimero de cabezas de lechuga.

El tejido fresco se triturd en una picadora doméstica (Moulinex, Barcelona). Del
homogeneizado obtenido se tomo 15 gramos que se colocaron en bandejas de aluminio
previamente pesadas. Las bandejas con el tejido vegetal se colocaron en una estufa de aire
forzado (Thermocenter TC 40/100, Rotkreuz, Suiza) a 65 °C durante 48 horas. Se
realizaron 4 réplicas para cada uno de los tratamientos estudiados. Para el célculo del

contenido en materia seca se emple6 la siguiente formula:

Peso seco

MS(%)=< )*100

Peso fresco

8. DETERMINACION DE LA TEXTURA

Para la determinacion de la textura del tejido vegetal, se tomaron 25 trozos u hojas
antes de la etapa de lavado-higienizacion. Para la medida de la textura se empled una
célula Kramer con cinco cuchillas (HDP/KS5) acoplada a un analizador de textura
(TA.TX.plus, Stable Micro Systems, Reino Unido) con una célula de carga de carga de
2942 N (30 kg). Esta célula simula el proceso de masticacion ya que realiza
secuencialmente las fases de compresion, cizalladura y extrusion. El material vegetal se
analiz6 a 7 °C para evitar la pérdida de textura y deshidratacion. Todos los ensayos se
realizaron una velocidad de 1,67 mm s Tras el ensayo, se determin6 de forma automatica

la fuerza méaxima ofrecida por el tejido mediante el software Texture Exponent 32, version

4.0.

9. DETERMINACION DE LA PERDIDA DE ELECTROLITO
La pérdida de electrolito est4 relacionada con la integridad de la membrana. Para su
medida se siguid el método propuesto por Fan y Sokorai (2005) con ligeras
modificaciones. Antes del lavado, se tomaron 50 g de trozos de hoja cortada de la zona
intermedia de la cabeza y se sumergieron en 250 mL de agua. Después de 1 min se midio

la conductividad eléctrica de la disolucion con un conductimetro (Modelo CM35, Crison,
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Barcelona, Espafia) (CE1min). Al cabo de 1 hora en agitacién a 150 rpm en una placa
agitadora (INFORSAG, HT, Suiza) se midi6 de nuevo la conductividad eléctrica de la
disolucion (CE;y). A continuacion, el tejido junto con la disolucidon se autoclavaron a
121°C durante 20 minutos y se dejo enfriar a temperatura ambiente. Finalmente, se volvid
a medir la conductividad eléctrica de la disolucion resultante (CErorar). Para la obtencion
de los resultados se emplearon 4 réplicas por tratamiento. La pérdida de electrolito se

expreso en % y se calculd segun la siguiente formula:

(CElh - CEl min)
(CETotal)

Pérdida de electrolito (%) = ( > * 100

10. MEDIDA DEL COLOR
Se midi6 el color en el tejido fotosintético del trozo de hoja utilizando un
fotocolorimetro (Minolta CR-300, Ramsey, NJ, EE.UU) con 8 mm de didmetro de
abertura. Se midieron 20 hojas para cada tratamiento a dia 0 (Lo*, ap™ y bo*) y después de
la conservacion (L*, a* y b*). Las diferencias de color durante la conservacion se

expresaron utilizando la siguiente formula:

1
AE*z[(LO* L) + (a0 — 2*) (b — b”‘)z]2

Este indice se empled para detectar cambios de color similares a los perceptibles

por el ojo humano, en lechuga baby romana (Chisari ycol., 2010).

11. DETERMINACION DE LA COMPOSICION GASEOSA
EN EL ESPACIO DE CABEZA
El espacio de cabeza de las bolsas (O, y CO, kPa) se midi6 utilizando una
analizador de O, con una célula de deteccion electroquimica de ceramica 6xido de circonio
(CG-1000, Ametek, Thermox Instruments Co., Pittsburgh, PA, USA) y un analizador de
CO; con detector de infrarrojos (Via 510, Horiba Instruments Co., Irvine, CA, USA). Se
tomaron 0,25 ml del espacio de cabeza con una jeringuilla de pléastico graduada a través de
un “septum” (gota de silicona sobre una cinta aislante). Todas las medidas se realizaron

por triplicado. El calibrado y comprobacion del correcto funcionamiento del analizador de
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infrarrojos se corrobor6 con patrones de concentracion conocida de O, (0,1, 0,5, 1, 5y 10

%)y COz (5y 10 %) (Abello Linde, Barcelona, Espaia).

12. DETERMINACION DE LA TASA RESPIRATORIA

La tasa respiratoria de la lechuga en IV gama se midi6é a 7 °C mediante los sistemas
cerrado y permeable (Fonseca y col., 2002). En el sistema cerrado, se coloc6 una masa de
150 g de lechuga fresca cortada en frascos herméticos de 1,5 L. Los frascos se cerraron con
aire como atmosfera inicial. A intervalos de tiempo regulares se midio la concentracion de
oxigeno en el espacio de cabeza de cada frasco hasta que alcanz6 un 5%. Estos niveles de
O; se ajustaron a una funcion polindmica de segundo orden para desarrollar la funcion de
tasa respiratoria como describieron Gong and Corey (1994). En el sistema permeable, 175
g de producto fresco-cortado se colocaron en bolsas de polipropileno (PP) de 35 pm de
espesor, con una permeanza al O, de 529 mL O, m>d’! atm'l, 1150 mL de volumen inicial
y 4rea de 0,2 m”. Los cambios en O, desde 20,9 % en el interior de la bolsa se registraron
como una funcién del tiempo y se ajustaron a una curva para determinar la funcion de tasa
respiratoria como propusieron Lee y col. (1996). Para ambos sistemas, la tasa respiratoria

se determine en 4 réplicas por tratamiento.

Para convertir los ml de CO, Kg"' h™ a mol CO, Kg" S se empleé el factor de

conversion propuesto por Banks y col. (1995):

(3.341 x 1071 x Ptot)
(273.15 +T)

Donde Ptot es la presion atmosférica en Pa (latm=101325 Pa) y T es la

temperatura de conservacion en °C.

De este modo, el resultado expresado en nmol CO, Kg' S se calculé con la
siguiente ecuacion:

(3.341 * 1071 « Ptot)

09
(27315 +T)

R CO; =
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13. EVALUACION SENSORIAL

La calidad sensorial del producto fresco cortado se evalu6é inmediatamente tras el
procesado y periddicamente durante la conservacidon por un panel entrenado constituido
por un minimo de cuatro evaluadores. El andlisis sensorial se realizo a ciegas por el panel
de catadores. Después de medir la composicion gaseosa de 3 bolsas de producto
minimamente procesado, se llevaron a la sala de cata equipada con mesas individuales
donde se encontraban los evaluadores. Con las mesas de cata solo iluminadas con luz roja,
para impedir la interferencia de la apariencia, se evalud el desarrollo de malos aromas al
abrir la bolsa, sabor y textura de la lechuga cortada. A continuacién, se apag6 la luz roja 'y
se encendid la blanca para evaluar el pardeamiento en el corte, pardeamiento en la

superficie y calidad visual general.

La escala utilizada para la evaluacion de los parametros de alteracion
(pardeamiento y malos aromas) fue de 1 a 5. Donde 1 representa el producto sin alteracion,
3 indica el limite de aceptacion y 5 el producto totalmente alterado. Para el resto de
parametros de calidad evaluados, el valor mas elevado correspondi6 a la méxima calidad y
el menor a la mas baja. Asi, para sabor y textura se utilizd una escala de 5 a 1, donde 5
representd una puntuacion maxima y 3 fijo el limite de aceptacion. Para la puntuacion de la
calidad visual general se utiliz6 una escala hedonica de 9 puntos, donde 9 correspondi6é un

producto de excelente calidad, 5 en limite de aceptacion y 1 completamente alterado.

14. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Para la observacion en el microscopio electrénico de barrido (SEM), las muestras
se fijaron en formaldehido (10 %). A continuaciéon se lavaron tres veces en tampon
cacodilato (0,1 M) (cacodilato sodio trihidratado, EMS, Hatfield, PA, USA), seguido de
una fijacion con tetradxido de osmio (EMS) al 1 % en 0,1 M de tampon fosfato durante 1h.
Posteriormente se lavd con tampon fosfato salino (PBS) durante 24 h seguido de la
deshidrataciéon de las muestras por inmersion en etanol (30, 50, 70, 90 y 100 %). A
continuacion, las preparaciones se llevaron al punto critico del CO, (Balzers CPD 020,
Balzers, Wiesbaden, Alemania). Las muestras desecadas se colocaron en soportes de
aluminio especialmente disefiados para el SEM, y se montaron en placas de carbono con
cintas adhesivas etiquetadas (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, EE.UU.).
Finalmente, las muestras se recubrieron con un metal conductor, en este caso el oro (Target

gold, Quorum Emitech, Kent, US) y se observaron en un SEM (JEOL-JSM 6100, SEM
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JEOL, Inc., UK), con un voltaje de aceleracion de 20 kV en el modo de deteccioén de
electrones secundarios. El nimero de estomas abiertos y cerrados se determin6 en un area
de 0,42 mm x 0,57 mm de la superficie axial de la hoja. Un total de 10 muestras fueron

analizadas por tratamiento.

15. CONTENIDO EN VITAMINA C
La metodologia empleada para la determinacion de la vitamina C permitio
cuantificar tanto el contenido en acido ascoérbico (AA) como el de dehidroascérbico

(ADHA). La suma de ambos permiti6 conocer el contenido total de vitamina C.

15.1. Extraccion de vitamina C

Para la extraccion de vitamina C se empled el método descrito por Gil y col.,
1998b, 1999). A partir del material vegetal fresco se afadid el medio de extraccion
compuesto por acido citrico 0,1 M, EDTA 0,05 % p/v, metanol 5 % v/v y NaF 4 mM. La
mezcla se homogeneiz6 con un homogeneizador (T-25 Tka-Werke, Staufen, Alemania) y se
filtro a través de una gasa doble. El filtrado se recogio y se ajust6 el pH entre 2,2 y 2,4 con
HCl y posteriormente se centrifugé a 13 000 g a 4 °C durante 10 minutos en microtubos de
centrifuga (Sigma 1-13, Osterode, Alemania). El sobrenadante se pasé a través de un
cartucho de extraccion en fase solida Sep-Pak C-18 (Waters, Milford, EE.UU.)
previamente activado pasando un mismo volumen de metanol, agua y aire. Después se
filtr6 por una membrana de 0,45 pm (Millar- HV13, Millipore Corporation, Bedford,
EE.UU.). A continuacion, se afiadieron 250 pL de 1,2-fenilendiamina dihidrocloruro
(OPDA) (34 mg 100mL™) a 750 pL de extracto, para la derivatizacion del ADHA como
fluoroforo 3-(1,2-dihidroxietil)furol[3,4-b]quinoxalina-1-ona (DFQ). Después de 37 min
de incubacion en oscuridad a 4 °C, se realizo el analisis. Se realizaron tres extracciones por

tratamiento.

15.2. Analisis de vitamina C

Para el andlisis de la vitamina C, se inyectaron 20 uL. de extracto en un sistema
HPLC (High-performance liquid chromatography) (bomba L-6200; Merck-Hitachi, Tokio,
Japon), acoplado a un detector ultravioleta-visible (UV-Vis) (Merk-Hitachi, L-7420) de
longitud de onda variable y a un integrador (Merk-Hitachi D-25000). La columna
empleada fue una C-18 de fase reversa LiChropher 100 (25 x 0,4 cm; 5 um de tamafo e

particula; LiChroCART 250-4, Damstadt, Alemania) con una precolumna C-18 (1 x 0,32

86



Materiales y métodos

cm; 5 um de tamafio de particula; LiChroCART 250-4, Damstadt, Alemania). La fase
movil empleada fue metanol/agua (5/95, v/v) conteniendo cetrimida 5 mM y fosfato
monopotasico 50 mM a pH 4,5. El flujo se mantuvo a 0,9 mL min™'. La longitud de onda
del detector se situ6 inicialmente a 348 nm para la deteccion de ADHA como DFQ y
después a 261 nm para la deteccion del AA. La cuantificacion se realizd por comparacion
con patrones externos de AA y ADHA en las mismas condiciones que el extracto, los
resultados correspondieron a la media de 3 réplicas y se expresaron en mg por 100 g de

peso fresco.

16. CONTENIDO EN COMPUESTOS FENOLICOS
Los compuestos fendlicos analizados en las variedades de lechuga verdes
estudiadas fueron derivados de acidos hidroxicinamicos, flavonoles y flavonas. En el caso
de variedades rojas también se analizaron los derivados de antocianos. La suma de todos

los derivados corresponde al contenido total de compuestos fenélicos.

16.1. Extraccion de compuestos fendlicos

Previamente a la extraccion de los compuestos fendlicos se pesaron tres réplicas por
tratamiento de material minimamente procesado fresco con un peso conocido y se
congelaron a -80 °C. Después, las muestras congeladas fueron liofilizadas con un
liofilizador (CHRIST, ALPHA 2-4 LD plus, Osterode, Alemania). Para la extraccion de los
compuestos fenolicos se tomaron 0,5 g de muestra liofilizada y se homogeneiz6 con 16 mL
de una solucién hidroalcohoélica (25 MEOH: 24 H,0:3 HCOOH) con 4 mM de NaF a 4°C
en un homogeneizdor (T-25 Ika-Werke, Staufen, Alemania). Se realizaron dos
extracciones de 8 mL de extractante del producto homogeneizado para obtener un mayor
rendimiento. El homogenado final se filtré a través de una doble gasa y a continuacion se
centrifug6 a 13 000 g a 4 °C durante 10 minutos en microtubos de centrifuga (Sigma 1-13,
Osterode, Alemania). . El sobrenadante se pasé por un filtro de 0,45 pm (Millar- HV13,
Millipore Corporation, Bedford, EE.UU.). Los resultados obtenidos son la media de tres

réplicas por tratamiento.

16.2. Analisis de compuestos fendlicos

Para el estudio de los compuestos fendlicos mediante sistema HPLC/UV-DAD, 20
uL de extracto del vegetal se inyectaron en el sistema HPLC (bomba L-2130; Merck-
Hitachi, Tokio, Japon), acoplado a un detector ultravioleta-visible (UV-Vis) (Merk-
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Hitachi, L-2455) de longitud de onda variable y a un inyector (Merk-Hitachi 1-2200). Para
la separacion de los compuestos se empled una columna C-18 de fase reversa LiChropher
100 (25x 0,4cm; Spum de tamafo de particula; LiChroCART 250-4, Damstadt, Alemania),
protegida con una precolumna C-18 (I x 0,32 cm; 5 um de tamafio de particula;
LiChroCART 250-4, Damstadt, Alemania). La fase mévil empleada fue metanol/férmico

(95/5, v/v) fase mévil A y metanol 100 % en la B. El flujo se mantuvo a 1 mL min™.

Para la elucion se empled un gradiente lineal comenzando con 5% de B durante 20
min. A los 35 min se alcanz6 un 35% de B en A y se mantuvo constante durante 5 min. A
los 50 min se alcanzo el 90% de B en A. Finalmente el gradiente volvi6 a las condiciones
iniciales. Los datos espectrales de todos los picos fueron registrados en el rango de 200 a
600 nm. La cuantificacion se realizd por comparacidon con patrones externos (Sigma, Saint
Louis, Missouri, EE.UU.). Los derivados de acidos hidroxicindmicos se cuantificaron
como acido clorogénico, los flavonoles (quercitina y Kaempferol) como rutina, la flavona
como apiina y las antocianinas como cianidina 3-O-rutindsido (Llorach y col., 2003b).
Todos estos compuestos se cuantificaron a 330 nm y las antocianinas a 520 nm. Los
resultados se expresaron como mg por 100 g de peso fresco y su valor corresponde a la

media de 3 réplicas. En la Fotografia 3.1 se muestra un cromatograma tipico de lechuga.
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Figura 3.1. Cromatograma de compuestos fenélicos.

17. EXTRACCION ENZIMATICA

Para la extraccion enzimatica de PPO y POD se emple6 el método descrito por
Cantos y col. (2001) con algunas modificaciones. Se homogeneizaron en un ultraturrax 30
g de midribs (2 x 2 cm) de lechuga con 15mL de tampon fosfato 0,1M pH 7 conteniendo,
EDTA 20 mM, 1 % de TX-114 (para la extraccion de PPO soluble y de intermembrana),
fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), 1 mM, benzamida 5 mM ambos para evitar la
accion de proteasas y AA 20 mM. El homogeneizado se sometidé a un reparto de fases
inducido por la temperatura (35 °C durante 15 minutos), se filtré la fase clara a través de
dos capas de gasa, quedando la superficie turbia debido a las micelas que forma el jabon
con pigmentos, proteinas hidrofobas y fenoles (Espin y col.,, 1997. Posteriormente se
centrifugo a 12 000 g durante 20 minutos a 4 °C. El sobrenadante, libre de pigmentos, se
utiliz6 como extracto para la medida de las actividades PPO y POD. Los resultados

presentados corresponden a tres réplicas por tratamiento.

La extraccion de la enzima PAL se realizo siguiendo el método de Ke y Salveit
(1986) con algunas modificaciones. Seis g de midribs congelado (2 x 2 ¢cm) a -80 °C se

homogeneizaron con 16 mL de tampon borato 50 mM (pH 8,5), conteniendo 0,4 g
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polivinilpolipirrolidona (PVPP) y 2 puL de f-mercaptoetanol. EI homogeneizado se filtro
con doble capa de gasa y el sobrenadante sin pigmentos se centrifugd 12 000 g durante 15
minutos. De la misma forma que las actividades enzimadticas anteriores, los resultados

corresponden a la media de tres réplicas.

17.1. Determinacion enzimatica

Para la determinaciéon de la concentracion enzimatica se realizaron ensayos
espectrofotométricos (espectrofotdmetro Jasco V-630, PSC-718, Tokio, Japon), en los que
se determinaron las concentraciones de sustrato necesario para las actividades enzimaticas.
De acuerdo con la ecuacién de Michaelis-Mendel se calculo6 Km y Vm. La temperatura de

medida para PPO y POD se fijo en 25 °C y 40 °C para PAL, con una precision de + 0,1 °C.

17.1.1 Polifenol oxidasa (PPO)

La actividad PPO se determin6 siguiendo el método de Cantos y col. (2001). En
este método se midi6 la acumulacion del aducto formado entre las o-quinonas generadas
enzimaticamente y el nucleéfilo hidrazona del 3-metil-2-benzotiazolinona (MBTH). El
cambio de absorbancia por la formacion del aducto (de color rojizo) se registro a 467 nm,
con un coeficiente de absortividad molar e22300 M cm™ a pH 6,5. Se afiadié 2 % de N,
N’, dimetil formamida (DMF) para mejorar la solubilidad del aducto sin efecto sobre PPO,
posteriormente comprobado por Espin et al., (1995 y 1997). La mezcla de reaccion
contenia DMF 2 %, MBTH 5 mM, acido 3,4 dihodroxifenilpropionico (DHPPA) 2 mM y
10 pL de extracto enzimatico. Se afiadi6 catalasa bovina (10 pg mL™), para eliminar las
posibles trazas de H,O,, evitando la interferencia de POD. Aunque se comprobd que sin o
con catalasa, los valores obtenidos en las muestras fueron similares. Para distinguir entre
PPO latente y activa (Fotografia 3.2), se afiadié6 SDS 0,1 % al medio de reaccion (Espin y
Wichers, 1999). Se definié una unidad de PPO como la cantidad de enzima que produce
lumol del aducto MBTH-DHPPA-o-quinona por minuto (Cantos y col., 2001). El

volumen final de las muestras fue de 1 mL.
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Figura 3.2. Medida de actividad PPO.

17.1.2. Peroxidasa (POD)

La actividad POD se midi6 siguiendo el método de Cantos y col. (2001). La mezcla
de reaccion contenia tampon acetato sodico 50 mM (pH 4,5), 4cido 2,2"-azino-bis (3-
etilbenzotiazolina)-6-sulfonico (ABTS) 2 mM, H,O, 2 mM, tropolona 0,2 mM como
inhibidor de PPO y 10 pL de extracto. Se defini6é un actividad POD como la cantidad de
enzima que produce 1pmol de radical ABTS* por minuto, medido a 414 nm (e=31300 M

cm™). El volumen final de las muestras fue de 1mL.

17.1.3. Fenilalanina amonio-liasa (PAL)

Para la medir la actividad PAL se emple6 la metodologia de Ke y Salveit, (1996)
con modificaciones. La actividad PAL se relacion6 con la acumulacion de acido cinamico
a 290 nm (¢=977 M cm™") medida a 40 °C. El medio de reaccion contenia fenilalaninal0
mM y tampdn borato pH=S8. Se definié una unidad de PAL como la cantidad de enzima
que produce 1pmol de acido cindmico por minuto. El volumen final del ensayo fue de 1

mL.

18. DETERMINACION DE PROTEINA
El contenido en proteina se determino por el método Bradford (1976), utilizando el
kit comercial de Bio-Rad ©, Bradford Reagent, Sigma, Aldrich, Stain Louis, Missouri,
EE.UU.) (azul brillante G en acido fosforico y metanol), que cambia su absorbancia a 595

nm en presencia de proteina. Para la determinacion de proteina se mezclaron 15 pL de los
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extractos enzimaticos con 985 uL del reactivo Bradford y se dejaron reposar 10 minutos en
oscuridad hasta absorbancia constante. La concentracion de proteina se calculd con la
ecuacion de la recta de la representacion grafica concentracion frente absorbancia de suero
de albumina. Las concentraciones de proteinas de los distintos extractos enzimaticos se

emplearon para el calculo de las actividades enzimaticas analizadas.

19. ANALISIS MICROBIOLOGICO

Las muestras vegetales (30 g) se homogeneizaron 90 s con 0,1 % de agua de
peptona tamponada estéril (BWP) (AES Laboratoire, Combourg, France) (1:5 dilucién) en
bolsas masticadoras estériles con filtro (Seeward Medical, Londres, Reino Unido),
mediante un masticador (IUL Instrument, Barcelona, Espana) (Allendey col., 2008). Las
diluciones necesarias de la muestra para la siembra se realizaron con la misma agua de
peptona. Los medios de cultivo y condiciones de incubacion empleados para el recuento de
los distintos grupos microbianos fueron los siguientes: mesofilos aerobios totales se
empled un agar de recuento en placa (PCA) (Scharlau Chemie S.A., Barcelona, Espaiia)
incubada a 30 °C durante 48 h. Levaduras y mohos se contaron en Rosa de Bengala (RBA)
(Scharlau Chemie S.A., Barcelona, Espafia) a 25 °C durante 5 a 7 dias. Para el recuento de
bacterias acido lacticas (LAB) se emple6 agar Man, Rogosa & Sharpe (MRS) (Scharlau
Chemie S.A., Barcelona, Espafia) a 30 °C durante 48 h. Los coliformes totales y fecales se
aislaron en agar cromocult (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, UK) a 37 °C durante 24 h.
Las colonias de Listeria spp. se determinaron empleando un agar selectivo en placa de
Listeria (Oxford formulation Oxoid, basingstoke, Hampshire, UK) a 37 °C durante 48 h.
Todas las muestras fueron analizadas por duplicado y cada recuento microbiologico
corresponde a la media de tres muestras diferentes. Los recuentos se expresaron como log

ufc g

20. ANALISIS ESTADISTICO
Se realiz6 un analisis de la varianza con un nivel de significancia P<0,05 para todos
los analisis y de P<0,01 solo para los datos microbiolégicos. Cuando se detectaron
diferencias significativas entre los tratamientos se realizd el test de Tukey's usando el

programa estadistico PASW Statistics 18 for Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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CAPITULO IV

1. RESUMEN

En este capitulo se describen los distintos estados de madurez para seleccionar el
momento adecuado de recoleccidn de hortalizas de hoja dependiendo del destino final del
producto, la calidad deseada y la resistencia a la manipulacion y al procesado. Los indices
para determinar la madurez horticola son muy variado s, pero en general, los indicadores
en cabezas de lechugas son: tamafio, longitud, diametro, firmeza y densidad. Por otra parte,
el nimero de hojas puede emplearse como indice de madurez en lechugas que no forman
cogollo. En lechuga tipo iceberg asi como en endibia, escarola, coliflor, radicchio, espinaca
y acelga, el estado de madurez estd basado en el tamafio, ademéas de en la densidad de
cabeza en iceberg y en coliflor. En este sentido, la fuerza ejercida para comprimir la cabeza
de lechuga nos puede dar informacion sobre el estado de madurez, correspondiendo la
presion moderada al estado de madurez ideal. Una de las principales conclusiones de este
capitulo, es la recopilacion de las especificaciones para la recoleccion de hortalizas para la
industria de 1V Gama. Esta informacion confirma que se deben emplear diferentes
indicadores segun el destino final. El peso de cabeza es un factor clave para la evaluacion
de la calidad de la materia prima en la industria de IV Gama. Para las minihojas maduras o
inmaduras (conocidas como brotes u hojas jovenes) la longitud de la hoja y del peciolo son
buenos indicadores para asegurar la calidad del producto procesado. Se deben desarrollar
indicadores de madurez para la recoleccion con el fin de garantizar la calidad del producto
cosechado ya que una de las cuestiones clave para el éxito de la industria de IV Gama es la
calidad de la materia prima para asegurar la vida util del producto fresco cortado.

2. INTRODUCCION

Las hortalizas de hoja como lechuga, escarola, espinaca, acelga, rdcula, berro y
otros vegetales de hoja verde se caracterizan generalmente por ser productos muy
perecederos, con altas tasas de respiracion de pérdida de agua (Cantwell y Kasmire, 2002).
Sin embargo, la coliflor es una excepcion, debido a que puede almacenarse durante largos
periodos. Las hortalizas de hoja alcanzan excelentes atributos de calidad en diferentes
estados de madurez y desarrollo de sus hojas. Consecuentemente, existe un amplio
intervalo de fechas de recoleccion, dependiendo del destino final del producto, de la

calidad deseada y la resistencia a las operaciones de manipulacién y procesado.

La madurez en la recoleccion es uno de los principales factores determinantes de la

calidad y de los cambios que ocurren durante la postcosecha y vida uatil (Kader, 2002a;
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Shewfelt, 2009). Por lo tanto, se recomienda que la recoleccion de las hortalizas se realice
en su estado 6ptimo de madurez, no s6lo por los beneficios econoémicos de los productores,
sino también, por las respuestas fisioldgicas de la planta que le permiten el mantenimiento
de la calidad dptima durante la conservacion con respecto a otras recolectadas antes o
después de su estado optimo de madurez (Barg y col., 2008). La madurez en la recoleccién
puede influir significativamente en la composicion y en el contenido nutricional del
cultivo. Por ejemplo, la concentracion de acido ascorbico es mayor en las cabezas de
coliflor pequefias que en las mas desarrolladas (Weston y Barth, 1997); en hojas de nabo
(Brassica rapa L.) inmaduras hay mayor concentracion de tiamina y riboflavina pero
menos carotenos que en hojas adultas (Salunkhe y col., 1991). Ademas, la madurez en la
recoleccion no sélo es critica para la calidad y la vida Gtil del producto fresco entero sino
también para la industria de 1V Gama, afectando a la tolerancia a la manipulacién, a las
operaciones de procesado y finalmente a la vida util tras el cortado (Kader, 2002b). El
objetivo comercial principal de la venta de lechuga es alargar el tiempo maximo sin
defectos y que las cabezas sean largas y pesadas (Dufault y col., 2006). Por lo tanto, los
objetivos para la recoleccion de lechuga para la industria de IV Gama son distintos, lo que
conlleva el uso de diferentes indicadores de madurez dependiendo del destino final del

producto.

3. INDICADORES DE MADUREZ EN HORTALIZAS DE HOJA

Los indicadores de madurez en la cosecha se han establecido para describir el
momento adecuado que nos permita una mejor calidad y vida util del producto. Estos
indicadores deben ser sencillos de entender, aplicables, fiables y ademas realizarse
mediante una medicién objetiva y no destructiva si es posible (Reid, 2002). La calidad de
las hortalizas de hoja para el consumo en fresco es una materia dificil que muchas de las
caracteristicas incluyen la descripcion completa del producto. Las cualidades mas
importantes en las hortalizas de hoja para la aceptacion del consumidor estan asociadas con
las caracteristicas visuales tales como el color, la forma, el tamafio, la frescura asi como la
textura y el sabor. La determinacion de la madurez varia segun el producto horticola, pero
en general, para hortalizas de hoja el tamafio es el criterio principal (Kays, 1999; Cantwell
y Kasmire, 2002) aungue la forma y la superficie son empleados habitualmente como
indices de madurez (Barg y col., 2008). Otros indicadores importantes incluyen el
didmetro, la longitud y la anchura de cabeza, el color, la firmeza y la compacidad del

cogollo. Para lechugas no acogolladas el niUmero de hojas se puede utilizar como indice de
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madurez. En lechugas tipo romana, las cabezas que son inmaduras (< 30 hojas antes del
destronchado) y maduras (alrededor de 35 hojas) tienen mejor sabor que las sobremaduras
(menos amargas y mas dulces) y ademd&s presentan menos problemas postcosecha
(Cantwell y Suslow, 2001a). Para lechuga tipo iceberg y coliflor, la compacidad de la
cabeza determina el estado de madurez éptimo para la recoleccion. La Figura 4.1 muestra
distintos estados de madurez en lechuga iceberg y romana basado en la apariencia visual de

compacidad y longitud del espigon.

Lechuga iceberg Lechuga romana

Inmadura [~

Madura

Sobremadura i

Figura 4.1. Estados de madurez en lechuga tipo iceberg y tipo romana. Fuente: Kader y
Cantwell, 2010

Kader y col. (1973) propusieron una escala numérica para clasificar la calidad de la
lechuga. Ademas, definieron unas caracteristicas descriptivas para la evaluacién subjetiva
de la firmeza como indicador de madurez para lechuga iceberg (Tabla 4.1). En funcion de
la presion ejercida con los dedos sobre la cabeza de lechuga, se puede clasificar en una
escala del 1 al 5, desde 1 blanda hasta 5 muy dura. También se emplean ensayos de textura
instrumental mediante el uso de la célula Kramer aunque estos ensayos de ingenieria
mecéanica son menos comunes.

Tabla 4.1. Escala de firmeza de lechuga basada en la presién ejercida con los dedos.
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Escala Clasificacion Descripcion de firmeza
1 Blanda Facilmente compresible
2 Ligeramente firme Ni blanda, ni firme, buena

formacion de cabeza

3 Firme Compacta pero se puede
romper con una presion
ligera 0 moderada

4 Dura Compacta y solida

5 Extra-dura Sobremadura, puede haber
costillas centrales rotas

También se han estudiado las propiedades mecanicas de la hoja de lechuga como
son la resistencia y la rigidez (Newman y col., 2005). La hoja de lechuga es un sistema de
estudio muy complejo que hace dificil medir las propiedades mecéanicas debido a la red de
nerviaciones que posee. Sin embargo, se ha descrito que el efecto de la madurez influye
significativamente sobre la resistencia y la rigidez cuando se comparan hojas de lechuga
inmaduras y maduras. Por otra parte, el color de las hortalizas de hoja es un atributo de
calidad importante que influye en su compra. Sin embargo, las medidas de color y el
contenido en clorofilas no han sido descritos como indicadores de madurez. Por el
contrario, un alto contenido de agua es una de las principales caracteristicas de calidad de
la lechuga. De hecho, la evolucion del contenido hidrico durante el desarrollo del vegetal
es considerado como un indice adecuado para la recoleccion en un estado fisiologico
proximo al estado de madurez éptimo, aunque la decision se toma normalmente desde un
punto de vista econdmico (Barg y col., 2008). En este sentido, se ha observado los cambios
en la capacidad de retencién de agua en las hojas de lechuga durante su cultivo. Las
normas de calidad comerciales de las hortalizas de hoja no tienen en cuenta los indicadores
de madurez, excepto el tamafio y la forma (Kader, 2002c). En este sentido, las normas
internacionales para lechuga y escarola (FFV-22), hortalizas de hoja (FFV-58), endibias
(FFV-38), repollos (FFV-09) y la col china (FFV-44) incluyen el tamafio y la forma
(UNECE, 2010).

Endibia belga (Cichorium intybus L.). Es una cabeza pequefia de color crema y
hojas amargas. El tamafio y la compacidad indican su madurez que varia en funcién de la

variedad (Tabla 4.2). Su recoleccion se lleva a cabo cuando las hojas exteriores estan mas
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compactas y la densidad es maxima (Rubatzky y Saltveit, 2004). EIl periodo éptimo de
cosecha es entre 20 a 30 dias, dependiendo de la temperatura. La recoleccion en el
momento adecuado maximiza el potencial de vida Util mientras que un retraso produce una
endibia méas alargada y menos compacta. Los indices de calidad se basan en el tamafio,
compacidad, formay color. El calibre se determina por el diametro de mayor seccién y por
la longitud (Cantwell y Suslow, 2001b).

Col (Redonda). Se debe recolectar cuando las cabezas son firmes y maduras. Para
la recoleccidn el indice principal de madurez se basa en el tamafio y la densidad (Tabla
4.2). Una cabeza compacta sélo puede comprimirse ligeramente cuando se efectla una
presion moderada con la mano (Cantwell y Suslow, 2001c). Un retraso de unos pocos dias
en la recoleccion sobrepasando el limite de madurez puede provocar dafios en las cabezas,
aumentando la incidencia de enfermedades, particularmente en estaciones humedas
(NGMC, 2004).

La col se debe recolectar cuando alcanza al menos 10 cm de didmetro de cabeza
hasta unos 15 a 25 cm. En este tipo de hortalizas acogolladas, la madurez se mide teniendo
en cuenta la compacidad y la firmeza. Se considera un cogollo maduro cuando una presién
moderada con los dedos es suficiente para comprimirla (NGMC, 2004). Una cabeza sin
acogollar es inmadura y no debe ser recolectada. Ademas, la madurez en la recoleccion
puede basarse en la disposicion de las hojas envolventes, normalmente esta madura cuando
se encuentran extendidas y se expone la cabeza. Una coliflor madura esta bien desarrollada

y presenta un buen peso en comparacion con su tamafio.
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Tabla 4.2. Indicadores de madurez de hortalizas de hoja.

Hortalizas de hoja Indicadores de madurez
Acelga Las hojas se cosechan periodicamente a mano a partir de 60 dias después de la siembra. Las hojas recolectadas con
peciolos pueden presentar de 20 a 50 cm de largo (Mencarelli, 2003b).
Col redonda y El peso de la cabeza deberia ser mayor de 350 g en el caso de coles tempranas y de 500 g para otras coliflores

col china (NGMC, 2004; UNECE, 2010).

Endibia La madurez esta basada en el tamafio y en la compacidad. La mayor calidad se alcanza con una longitud minima de 9
cm y maxima de 16-17 cm y un didmetro de 6 cm. La relacion entre la longitud y la anchura es normalmente de 2:1 a
3:1
(Cantwell y Suslow, 2001b; Rubatzky y Saltveit, 2004; UNECE, 2010).

Escarola La madurez esta basada en el tamafio (Saltveit, 2004a).

Espinaca Se recolecta por su tamafio y cuando la recuperacién de hojas en buen estado es maxima entre una madurez media y

joven. Generalmente, de 3 a 4 semanas desde el primer corte hasta el segundo corte para obtener el maximo
rendimiento (Suslow y Cantwell, 2001).

Lechuga iceberg La madurez esta basada en el tamafo y la compacidad de la cabeza. Se considera un estado de madurez ideal cuando
la cabeza puede comprimirse con una fuerza moderada con la mano (Cantwell y Suslow, 2002; Saltveit, 2004b).

Lechuga romana La madurez estd basada en el nimero de hojas y en el desarrollo de la cabeza. Una cabeza poco firme, facilmente
compresible es inmadura, mientras que una cabeza dura corresponde a un estado sobremaduro. Las cabezas inmaduras
presentan < 30 hojas antes del destronchado y las maduras por encima de 35 hojas. Las cabezas maduras poseen
mejor sabor que las sobremaduras, son menos amargas y mas dulces y ademas poseen menos problemas durante la
postcosecha (Cantwell y Suslow, 2001a).

Radicchio La madurez estd basada en el tamafio, generalmente 75 a 85 dias después de la siembra. La cabeza es firme y

compacta en su estado de madurez optimo. Las hojas de radicchio presentan formas alargadas y conicas como la
lechuga romana (Cantwell y Suslow, 1999; Mencarelli, 2004).
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Col china. Presenta formas diferentes, pero las dos mas comunes son tipo Nappa,
mas corta y ancha, y tipo apio (Michili), mas larga y estrecha (Wang y Cerkauskas,
1999). La col china debe ser uniforme, de forma bien compacta, de color amarillo
verdoso y hojas arrugadas. La forma de las cabezas y las caracteristicas de las hojas
pueden variar, dependiendo del cultivar. La determinacion de la madurez en la especie
Brassica no es facil. Ademas, los indices de madurez simples no son fiables (Ludford y
Isenberg, 1987; Prange, 2004). En algunos cultivares, las hojas exteriores se atan unas
semanas antes de la recoleccion para facilitar la formacion de una cabeza apretada y
erguida. Ludford y Isenberg (1987) observaron que la col china se conserva mejor cuando
las cabezas recolectadas son mas compactas. La norma que establece el grado de madurez
en la col china se basa en el peso de cabeza (UNECE, 2010). Las cabezas inmaduras
ademas de ser mas pequefias y blandas, tienen una excesiva tendencia a marchitarse y a
perder su olor caracteristico. Por el contrario, una cabeza sobremadura es méas susceptible

al rajado, patdgenos y alteraciones fisioldgicas y a la subida de la flor.

Bok choy (Brassica campestris L. ssp chinensis). Es conocida como acelga china,
boy-toyo, pak-choy o col china no acogollada. Las porciones comestibles son brillantes,
hojas verde oscuras y tallos gruesos y blanquecinos (Luo, 2004). La recoleccion se realiza
normalmente 7 semanas después del trasplante, aunque puede variar segun el cultivar y
las condiciones ambientales. Debe presentar unos peciolos erguidos y fuertemente
adheridos entre si. Bok choy debe siempre recolectarse cuando las hojas son frescas,

crujientes y amarillentas.

Escarola (Cichorium endivia L.). Presenta dos formas; una de hojas estrechas
Ilamada endibia rizada o friseé (var crispum) y otra de hojas anchas llamada endibia de
hoja ancha (var latifolia) (Saltveit, 2004a). Las hojas exteriores de la escarola son
amargas y de color verde oscuro. Las hojas interiores son de sabor méas suave y de color
blanco cremoso. Las hojas jovenes y tiernas son preferibles a las hojas adultas, ya que
estas presentan un sabor menos amargo. El indice de madurez se basa en el tamafio del
vegetal (Tabla 4.2). Las plantas se cortan completamente desarrolladas de 25 a 30 cm de
didmetro a nivel del suelo (Saltveit, 2004a). Sin embargo, si la recoleccién se retrasa, la
escarola se madura excesivamente, volviéndose incomercial por el endurecimiento y el

fuerte sabor amargo.
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Lechuga (Lactuca sativa). Saltveit (2004b) y Cantwell y Suslow (2001a; 2002)
resumieron las caracteristicas de calidad y los indices de madurez de la lechuga. La
lechuga se debe recolectar cuando la cabeza esté bien formada y solida (Ryall y Lipton,
1979). La madurez esta basada en el tamafio y la compacidad de la cabeza. La firmeza del
vegetal esta relacionada con la susceptibilidad de determinados trastornos postcosecha
(Tabla 4.2). Las cabezas mas blandas son méas facilmente dafiadas, mientras que las mas
firmes poseen una velocidad de respiracion mas alta. La maxima vida util se consigue con
cabezas firmes en su estado de madurez 6ptimo, mientras que cabezas duras y muy duras
son mas propensas a desarrollar manchado rojizo o “russet spotting”, costilla rosacea o
“pink rib” asi como otras enfermedades fisiologicas. La cabeza de lechuga se caracteriza
por su tamafio y compacidad. Sin embargo, las hojas se clasifican por su tamafio
(Hardenburg y col., 1986). Por otra parte, las cabezas de lechuga que se recolectan
sobremaduras producen un sabor fuertemente amargo y una textura dura, ocasionando el
rechazo del consumidor. En este sentido, las cabezas inmaduras y maduras presentan
mejor sabor que las sobremaduras, ademas de tener menos problemas durante la
postcosecha. Durante los Gltimos afios, nuestro grupo ha estudiado diferentes indicadores
de madurez en lechuga romana. Las medidas del estado de madurez de las cabezas en el
momento de la recoleccion se realizaron usando diferentes criterios, incluyendo el peso,
la longitud del tallo, longitud total y la relacion entre la longitud del tallo/longitud total x
100 (Victor Segura, genetista de Syngenta, comunicacion personal). Se estudiaron 12
cultivares de lechuga romana en tres fechas de plantacion, con un total de 9 recolecciones
entre los meses de enero-mayo. Los resultados mostraron que no existe correlacion entre
la longitud total y la longitud del tallo, ya que este Ultimo aument6 en las dltimas
recolecciones y la longitud total no (Figura 4.2A). Sin embargo, la longitud del tallo se
correlacion6 linealmente con el peso, en particular cuando la longitud estuvo
comprendida entre 40 y 80 mm (Figura 4.2B). Se observé también una buena correlacion

con el indice de madurez.
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Figura 4.2. En lechuga romana, relacion entre la longitud del espigon y la longitud de la

cabeza (A) y el peso de la cabeza (B).

El momento de la recoleccion en un cultivo de lechuga es facilmente predecible en
regiones donde el clima es relativamente uniforme. Generalmente varia de 42 a 49 dias de
cultivo en verano y de 90 a 100 dias en invierno (Rogers y col., 2006). Cuando la
recoleccion se realiza antes de tiempo, se originan bajos rendimientos en la produccion y
un desarrollo deficiente de los atributos de calidad caracteristicos, mientras que un
producto recolectado sobremaduro origina numerosas pérdidas postcosecha (Reid, 2002).
Sin embargo, el tiempo es un factor impredecible en otras regiones. Por lo tanto, las
técnicas que predicen la fecha de recoleccidn son utiles tanto para la comercializacion
como para las practicas agronémicas del este cultivo. Wurr y col. (1988) desarrollaron
una técnica para predecir cuando las cabezas alcanzaban el peso o el tamafio adecuado.
Encontraron que la mejor prediccion podria estar basada en la efectividad de dias-grados
(EDG), empleando registros de datos de tiempo presente y pasado (1/EDG= 1/DG + a/R)
donde DG=dias-grados, a es una constante y R=radiacion diaria total (Scaife y col.,

1987). Sin embargo, las predicciones no pueden estar basadas solamente en el tiempo, por
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lo que desarrollaron estudios en la propia lechuga para aumentar la exactitud de las
predicciones. Wurr y col. (1992) compararon varios modelos estadisticos para predecir la
madurez de la lechuga iceberg y observaron que las predicciones de la madurez basadas
en la duracion del crecimiento del cultivo desde el trasplante hasta su madurez, definido
como una valoracion subjetiva de la firmeza, predijo de forma consistente y exacta la
madurez comparado con las basadas en la descripcion de los cambios en el peso y en el
diametro de la cabeza. Ya que la fecha de madurez esta en funcién de la densidad de
cabeza, el peso y el didmetro de cabeza no definen correctamente la madurez de la
cabeza. Ademas, se observa frecuentemente la variacion en el peso de cabezas maduras
entre variedades. También ha sido estudiada la influencia de la temperatura y la radiacion
solar en el peso de cabeza (Wurr y col., 1992). Estos resultados mostraron la sensibilidad
del cultivo de lechuga a variables medioambientales en estados concretos del cultivo.
Ademas, su analisis nos puede proporcionar una explicacion de la variacion en la
densidad de cabeza y el tamafio observado entre cultivos. Las cabezas mas densas se
relacionan con bajas temperaturas durante la fase de crecimiento y formacion del cogollo,
mientras que la densidad de cabeza baja se asocia con exposiciones a altas temperaturas
en el mismo periodo y a niveles altos de radiacién solar después de la formacion del
corazon. Las cabezas pequefias han sido asociadas principalmente con altas temperaturas
antes de la formacion del cogollo.

La madurez optima considerada como la relacion entre el peso y la longitud del
espigon se ha descrito como medida de adaptacion durante el crecimiento a dias largos y
calurosos en lechuga iceberg. De esta forma, valores elevados expresan su facilidad para
mantener su ciclo vegetativo, retrasando el espigado mientras que alcanza un rendimiento
optimo (Jenni y Yan, 2009). Los resultados indican que el retraso de la recoleccion
cuando el rendimiento del cultivo es m&ximo disminuye la calidad de las lechugas (Olfati
y col., 2011). Kang y col. (2008) evaluaron el efecto de la madurez sobre la calidad de la
lechuga durante la conservacion. El deterioro de la lechuga procesada fue mayor en
lechugas inmaduras que en las maduras y sobremaduras. Sin embargo, los niveles de
pardeamiento fueron mayores en las sobremaduras. La coloracion rosada de la costilla,
enfermedad fisiolGgica asociada al estrés por calor en lechuga iceberg, esta fuertemente
relacionada con la longitud del espigdn y de la cabeza asi como con el diametro y el peso,

pero no con la densidad del cogollo (Jenni y col.., 2008).
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Radicchio (Cichorium intybus, L.). La forma de la cabeza es diferente entre
variedades, presentando formas largas y conicas, con hojas estrechas de color rojo;
cabezas completamente abiertas, con hojas de color rojo o verde o bien formas
redondeadas con hojas rojas (Mencarelli, 2004a). Generalmente, la madurez se establece
cuando el producto alcanza el tamafio comercial, basado en el peso de cabeza, hasta un
limite aproximado de 75 a 85 dias tras la siembra de las semillas (Cantwell y Suslow,
1999) (Tabla 4.2). La recoleccion puede ser muy temprana (45 dias), temprana (75 a 90
dias) o tardia (120 a 150 dias) (Mencarelli, 2004a). Sus caracteristicas principales son
hojas turgentes, costillas blancas y sabor agridulce. La compacidad es importante pero
depende de la variedad. Las variedades que necesitan un blanqueamiento se recolectan
con sus raices. Algunas sufren un cambio de color de sus hojas de verdes a rojas o

purpuras durante la madurez o en climas frios.

Acelga (Beta vulgaris L. var. cycla). Sus hojas deben ser firmes, de color verde
oscuro, con la costilla y el peciolo completamente blanco o rojo dependiendo de la
variedad (Mencarelli, 2003b). Las hojas con peciolo suelen medir de 20 a 50 cm de largo.
La recoleccidn se realiza manualmente de forma periddica a partir de 60 dias después de
la siembra. La temporada de cosecha puede durar de 2 a 3 meses en primaveray de 4 a 6
meses durante el otofio e invierno. En algunas ocasiones se realiza la cosecha total de la

cabeza.

Espinaca (Spinacia oleracea subsp. glabra). Sus hojas deben presentar un color
uniforme verde (nunca amarillo verdoso), totalmente turgentes, limpias y libres de darfios.
Cuando se presentan en manojos, sus raices deben estar cortadas segun las normas
establecidas y los peciolos mas cortos que las hojas (Suslow y Cantwell, 2001). La
madurez de la espinaca obedece al tamafio de las hojas y al momento de maxima
recuperacion de hojas sanas y limpias que va desde una madurez intermedia a joven. Las

hojas maduras y amarillentas son eliminadas en momento de la recoleccion (Tabla 4.2).
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4. INDICADORES DE MADUREZ DE HORTALIZAS DE HOJA PARA LA
INDUSTRIA DE IV GAMA

El rendimiento del cultivo y la calidad durante el procesado son los factores mas
importantes para los productores de IV Gama. Para los productores de lechuga IV Gama,
la lechuga debe presentar su madurez dptima puesto que la eficacia se ve reducida si el
peso de la cabeza es menor que el minimo tolerado. Sin embargo, cuando el peso de la
cabeza excede de los valores maximos establecidos la lechuga es rechazada debido a la
excesiva dureza y sabor amargo de las hojas. Ademas, cuando la compacidad es elevada,
la calidad del proceso disminuye debido al gran tamafio de las piezas y a la dificultad para
separar las hojas. Un espigon largo reduce dréasticamente el rendimiento de la lechuga
procesada incluyendo el coste adicional del cortado a mano (Rogers y col., 2006). Por lo
tanto, la variabilidad de las materias primas asi como los distintos cultivares, condiciones
climéaticas y de cultivo y la manipulacién durante el pre-procesado influyen en la
idoneidad de la lechuga IV Gama (Cantwell y Ermen, 2006; Nicola y col., 2009). Los
resultados observados indican que el estado de madurez de lechuga romana influye en la
calidad del producto IV Gama, reduciendo la vida util del producto envasado con el
avance del estado de madurez. La incidencia de pardeamiento en el corte fue menor en las
cabezas mas inmaduras (Figura 4.3A y B), aunque al final de la conservacion los malos
olores fueron significativamente mayores (Figura 4.3C). La firmeza disminuy6 con la
conservacion pero se mantuvo mejor en las lechugas méas inmaduras (Figura 4.3D). Para
establecer los criterios mas adecuados para evaluar la calidad de la lechuga romana para
la industria de IV Gama, se compararon el peso de cabeza y la relacion entre la longitud
de espigdén y la longitud total de cabeza (indice de madurez). Se considerd que una
longitud de espigon inferior a 40 mm corresponde a una lechuga romana inmadura
mientras que superior a 80 mm a una sobremadura (Tabla 4.3). Algunas especificaciones
estan de acuerdo con nuestras consideraciones y sugieren la longitud del espigon menor a
75-80 mm, rechazando envios con longitudes mayores (Rogers y col., 2006). Ryder
(1999) asocio un espigon largo y contorsionado con temperaturas altas y dias largos,

recomendando un crecimiento lento para reducirlo.
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Figura 4.3. Influencia del estado de madurez (EM) basado en la longitud del espigdn
([>40y <60mmEM1],[>60y <80mmEM2]y,[>80mmEM?3] sobre la
calidad visual (A) pardeameinto del borde (B), malos olores (C) y textura (D) de lechuga
romana fresca cortada conservada durante 3 dias a 4°C y el resto a 7°C en atmosfera
activa (MAP).

En colaboracién con productores espafioles de IV Gama, hemos recopilado las
especificaciones de hortalizas de hoja como materia prima para la industria de IV Gama.
En ellas, se han introducido algunos indicadores de madurez éptima para la cosecha como
es el peso de cabeza, la longitud de espigon, de la hoja y del peciolo tanto en cabezas de

lechuga como en hojas de espinaca y acelga (Tabla 4.3y 4.4).
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Tabla 4.3. indice de madurez de hortalizas de hoja para la industria de 1V Gama.
Tipos de lechuga Peso de cabeza () Longitud maxima del espigdn (mm) Otros parametros

Minimo Optimo Maximo Otofio/Invierno Primavera/Verano

Batavia 300 500 650 50 70
(Trocadero) 300 50 80 Diametro minimo: 11cm
Escarola lisa 500 800 1500 50 50
Escarola rizada 300 600 1000 50 50 Ancho maximo de espigén: 5-15 mm
Iceberg 350-400  500-600 50 50 Compacidad: dptima 3, aceptable 2 y
4 (ver Figura 4.4)
Lollo rosso/biondo 180 50 50
Hoja de roble 180 50 70
Romana 300-400 50 80 Longitud de cabeza > 20 cm
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Figura 4.4. Grados de compacidad de lechuga iceberg.

Tabla 4.4. indice de madurez de hortalizas de hoja como materia prima para IV Gama.

Madurez de las Longitud de la hoja Peciolo méaximo Otros parametros

hojas (cm)

Minimo Méximo Longitud  Ancho

(cm) (mm)
Espinaca 6 20 6 5
Acelga 20 15 40 Ancho de hoja: 150-

250 mm
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Tabla 4.5. indice de madurez de “brotes” para IV Gama.

Brotes

Batavia rojay verde
Lollo rosso/biondo

Acelga roja

Mostaza roja

Rducula

Espinaca

Tatsoi

Berro

Longitud de hoja (cm)

Minimo
5

Optimo
10

10

10

10

Méaximo
12

12

12

12

12
12

Longitud del peciolo (cm)

Minimo

presencia

presencia

presencia

presencia

Maximo

6
35 % longitud
de hoja

4-5

35 % longitud

de hoja
4-5

Otros parametros

Ancho de hoja: 7-8 cm

Ancho de hoja: 7-8 cm

Ancho de hoja > 7-8 cm
Ancho de hoja: 4 cm, anchura peciolo
<3 mm

Ancho de hoja > 7-8 cm

Ancho de hoja <7 mm
Ancho de hoja: 6ptimo 40 mm,
maximo 60 mm; anchura peciolo:

optimo 2,5-3,5 mm, maximo 4 mm
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Los “brotes” recientemente desarrollados como minihojas inmaduras de alta
calidad para la industria de IV Gama, incluye hojas de diferentes hortalizas como
canonigos (Valerianella locusta L.); mizuna (Brassica rapa L. subsp. Japonica); verdolaga
(Portulaca oleracea L.); rucula (Eruca sativa Mill., Diplotaxis tenuifolia (L.) DC. y
Diplotaxis muralis (L.) DC.); espinaca (Spinacia oleracea L.); nabo (Brassica rapa L.
Rapa group); brécoli (Brassica rapa L. Broccoletto Group); acelga (Beta vulgaris subsp.
Cicla L.); berro (Nasturtium officinale R. Br.) (Wright, 2004; UNECE, 2010). El estado de
madurez de estas hojas inmaduras destinadas para IV Gama es un factor critico que afecta
a la calidad y vida util del producto. La velocidad de deterioro esta relacionada con los
procesos metabolicos y la tasa de respiracion, que son generalmente mas altos en estas
hojas jovenes (Martinez-Sanchez y col., 2008). Uno de los beneficios de la lechuga multi-
hoja, que son hojas de pequefio tamafio pero adultas cuando se comparan con las hojas de
lechuga baby, es el estado de madurez mas avanzado que confiere mayor firmeza y vida
atil (Martinez-Sanchez y col., 2012). En las especificaciones de brotes como materia prima
para la industria de IV Gama, se considera en la cosecha el estado de madurez, la longitud
de la hoja y del peciolo y en algunos casos, el ancho de la hoja, como en la lechuga tipo
batavia tanto roja como verde (Tabla 4.5).

5. CONCLUSIONES

El estado de madurez en la recoleccidn es critico no sélo para asegurar la calidad
del producto durante su vida atil sino también para el procesado en la industria de IV
Gama. En el producto comercial, las cabezas inmaduras aumentan la tasa respiratoria y la
facilidad al dafio mecéanico. Las cabezas en su estado optimo de madurez presentan la
maxima vida util, sin embargo, las sobremaduras sufren dafios mecanicos més facilmente
desarrollando el manchado rojizo o “russet spotting”, la costilla rosacea o “pink rib” asi
como otras enfermedades fisiologicas. La madurez en la recoleccion es por tanto uno de
los principales factores que determinan la calidad y vida util del producto fresco cortado.
Para la industria de IV Gama, la eficacia del proceso se reduce si las hojas proceden de
cabezas inmaduras. La madurez ideal para obtener la maxima calidad del producto fresco
cortado es aquella que es necesaria una presion moderada para comprimir la cabeza de
lechuga. El producto sobremaduro presenta un sabor fuertemente amargo, hojas duras y
una mayor susceptibilidad al pardeamiento, caracteristicas que pueden causar el rechazo

del producto.
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CAPITULO V

1. RESUMEN

La demanda del consumidor de lechugas con distintas texturas, formas y colores
ha impulsado el desarrollo de nuevos productos de lechuga tipo “baby” también
conocidas como “brotes” o minihojas jovenes. El objetivo de este estudio fue la
comparacion del producto de IV Gama partiendo de distintas materias primas: 1)
cabezas enteras de lechuga, 2) mini hojas adultas o “multi” hojas y 3) minihojas
jovenes, “baby” o “brotes”. Se cultivaron 3 tipos de lechugas (Lactuca sativa L.); de
hoja verde, de hoja roja y lollo rosso, las cuales fueron plantadas con distintas
densidades de siembra, bajo las mismas condiciones edafoclimaticas, siguiendo
practicas agrondmicas comerciales. Aunque las hojas jovenes fueron sometidas a menor
dafio que el producto procedente de las cabezas enteras, la madurez de la hoja jugd un
papel muy importante aumentando la tasa respiratoria y afectando a la calidad
postrecoleccion. Después de 9 y 11 dias de conservacion, la lechuga en IV Gama
mostrdo buena calidad visual, sin observarse diferencias entre las distintas materias
primas. Sin embargo, a partir de los 12 dias, la calidad disminuy6 hasta el limite
comercial, debido principalmente al pardeamiento en la zona de corte en el producto de
IV Gama procedente de cabeza y al ablandamiento en hojas “baby” y “multi”. Ademas,
en el procesado de cabezas hay un aumento de la superficie dafiada, favoreciendo el
crecimiento de bacterias acido lacticas (LAB) y coliformes totales debido a la salida de
nutrientes celulares por el corte. Después de 9 dias de conservacion, la proporcion entre
la forma reducida y la oxidada de 4cido ascorbico (ADHA/AA) aumento 4 veces. Las
hojas “baby” presentaron un contenido de compuestos fenolicos mayor que el producto
cortado de cabeza alargando la vida util por encima de los 11 dias. En conclusion, las
nuevas lechugas “baby” y “multi”, verdes y rojas, presentaron una elevada calidad para
su comercializacion como productos de IV Gama, cumpliendo los requisitos especificos
de calidad visual y microbiologica asi como un alto contenido en compuestos

antioxidantes.
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2. INTRODUCCION

Desde su inicio, la industria de IV Gama esta en constante evolucion
desarrollando nuevas variedades. Actualmente la innovacion es un factor fundamental
para cumplir con las expectativas de los consumidores en términos de comodidad,
frescura, sabor y calidad (Floristan, 2009). La lechuga es uno de los productos mas
importantes en IV Gama y se encuentra entre los vegetales de mayor produccion y
consumo. Aunque, el tipo iceberg es la materia prima mas empleada, se mezcla con
otras lechugas de diferentes formas y colores, aportdndole un mayor atractivo y
aumentando las caracteristicas de calidad, proporcionando mezclas de variedades de
ensaladas desde las llamadas “mesclun” en Francia hasta la “spring mix” en EE.UU
(Rijk Zwaan, 2009). Por otra parte, la busqueda de los consumidores por texturas mas
suaves y sabores diferentes, ha favorecido el desarrollo de la IV Gama. En este sentido,
las hojas “baby” que son hojas jovenes inmaduras y las hojas “multi” que son hojas
maduras, han sido desarrolladas recientemente como variedades de alta calidad para IV
Gama. Algunos beneficios del tamafio de estas minihojas comparado con el producto de
IV Gama de cabezas incluye: 1) gran eficacia con mayor porcentaje de producto
comercial obtenido, 2) procesado mas facil y rapido, 3) presentacion mas atractiva y 4)
minima oxidacion debido al menor didmetro de costilla. Asimismo, las hojas “multi”
presentan mayor firmeza que las jovenes lo cual le puede conferir una vida util mas
larga. Sin embargo, las caracteristicas de calidad y vida util de estos productos, una vez
embolsados no es conocida. Generalmente, es aceptado que el dafo fisiologico que
ocurre durante el procesado de cabezas causa aumentos en la tasa respiratoria, cambios
bioquimicos y deterioro microbiologico, que pueden causar la degradacion del color, de
la textura y del sabor de lechuga IV Gama asi como el desarrollo de pardeamiento
durante la conservacion (Cantwell, 1996). En el caso de las “baby” el producto puede
ser procesado sin apenas preparacion ya que las hojas se recolectan intactas. Debido al
diametro pequefio del tallo, es de esperar un menor dafio fisioldégico y una minima
oxidacion respecto a las cabezas. Esto sugiere una conservacion mas larga de las hojas

“multi” en términos de color, contenido nutricional y calidad microbiolégica.

Por otra parte, las diferencias en el estado de madurez entre hojas “baby”
inmaduras y “multi” maduras, pueden afectar a la vida util del producto procesado. Las
hojas pequenas rizadas tienen casi el doble de tasa respiratoria que las enteras cuando se

almacenan a diferentes temperaturas (Cantwell y Suslow, 2004). Las tasas de
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respiracion altas indican un metabolismo mas activo, que normalmente implica una
mayor velocidad de deterioro. Ademas, pueden ocasionar una pérdida rapida de acidos,
azlcares y otros componentes que determinan la calidad nutricional y sensorial
(Cantwell y Suslow, 2002). Sin embargo, el efecto del estado de madurez sobre los
compuestos bioquimicos no esta descrito en la literatura. En el caso de la espinaca,
algunos autores observaron que el estado de madurez intermedio tiene un mayor
contenido en compuestos bioactivos (Pandjaitan y col., 2005), mientras que otros
estudios mostraron un mayor contenido en antioxidantes en muestras mas maduras
cuando las compararon con estados “baby” (Zhao y col., 2007). En el caso de la
lechuga, algunos autores concluyen que la madurez afecta negativamente al contenido
en vitamina C (Drews y col., 1997). Ademds, la edad de la hoja afecta a la
supervivencia y proliferacion microbiologica. Brandl y Amundson (2008) observaron
que agentes patogenos entéricos podrian proliferar mas rapidamente en hojas inmaduras
que en las mas maduras. Las hojas tipo “baby” podrian ser, por tanto, mas apropiadas
como materia prima en IV Gama debido a que sufren menor grado de corte, por lo que
disminuiria la tasa respiratoria y la aparicion de pardeamiento durante la conservacion.
Sin embargo, debido a una menor firmeza comparada con las hojas “multi”, podria ser
mas dificil el mantenimiento de las propiedades sensoriales, microbiologicas asi como
en el contenido de constituyentes pigmentados como los antocianos. En este estudio,
nuestro objetivo fue aumentar el conocimiento sobre la influencia de la materia prima
en la industria de IV Gama, centrandonos en la calidad y vida util del producto
procesado, entendiendo las causas de pérdida de calidad en uno de los productos listo
para consumir mas demandados “mini hojas de lechugas”. Los cambios en la calidad
sensorial, fisiologica, microbiolégica y nutricional fueron evaluados durante la
conservacion del producto procesado, en hojas “baby”, “multi” y producto cortado de

cabezas, tanto verdes como rojas, como materia prima para la industria de IV Gama.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Material vegetal y condiciones de crecimiento
Las lechugas (Lactuca sativa L.) de tipo hoja verde, hoja rojo y lollo rosso de Z-
Seeds S.L. (Almeria) fueron cultivadas bajo condiciones comerciales en Pulpi (Almeria)
por Primaflor S.A.T. Se empled un disefio de bloques al azar con tres réplicas por
variedad. La siembra de las lechugas minihojas “baby”, se realiz6 directamente en

camas usando una densidad de plantacion de 800 plantas/ m” el 12 de diciembre de
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2008. El momento de la recoleccion se determin6 por la longitud total de la hoja, entre 5
y 9 cm, incluido el peciolo. La recoleccion se realizd mecanicamente el 16 de febrero de
2009, recogiendo 1.5 kg por bloque, con un total de 4.5 kg por variedad. Sin embargo,
para las minihojas “multi” y las cabezas, las semillas se sembraron en invernadero el 7
de noviembre del 2008. Las plantulas fueron trasplantadas en el campo después de 35
dias, con densidades de 30 m” para “multi” y 7 m” para cabezas. Las minihojas “multi”
se recolectaron justo antes de la formacion del cogollo el 10 de febrero del 2009,
mientras que las cabezas se recolectaron cuando se formé completamente el cogollo el
17 de marzo de 2009. Para ambos tipos, se cosecharon 15 cabezas por bloque de forma
manual. El ciclo de cultivo de minihojas “baby”, “multi” y de lechugas de cabeza fue de
66, 95 y 130 dias, respectivamente (Tabla 5.1). Los datos climatologicos
correspondientes al ciclo del cultivo en campo abierto se encuentran en la Tabla 5.1.
Tanto las lechugas de minihojas “baby” como “multi” se consideran de tamafno “baby”,

aunque la hoja joven es la llamada “baby” y la madura “multi”.

Tras la recoleccion, las muestras se transportaron refrigeradas al laboratorio CEBAS-
CSIC (Murcia), y se almacenaron 24 h a 4 °C y 70 % HR en oscuridad. Al dia siguiente,
se realizo la caracterizacion de la materia prima. Para ello, se midio el peso y la longitud
de la hoja. Para el célculo del contenido en materia seca se emplearon 4 réplicas y para
la determinacion de la textura 25 hojas. El tamafio de las muestras dependio del tipo de
materia prima; en “baby” se tomaron hojas enteras y en “multi” se realiz6 un solo corte
de 13 cm desde el extremo de la cabeza y las cabezas de lechuga se cortaron en rodajas

de 30 mm.
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Tabla 5.1. Fechas de siembra, trasplante, recoleccion y ciclos de cultivo, horas de sol, radiacion media y neta, temperatura media y lluvias

durante el periodo de cultivo minihojas “baby” y “multi” y cabezas de variedades de lechuga verdes y rojas.

Material
vegetal

Minihojas
“baby”
Minihojas
“multi”

Cabezas

116

Fecha de
Siembra

12/12/2008

07/11/2008

07/11/2008

Fecha de
trasplante

12/12/2008

12/12/2008

Fecha de
recoleccion

16/12/2009

10/02/2009

17/03/2009

Ciclo Mediade Radiacion  Radiacion Temperatura Lluvia (mm)
de horasde media (wm?) neta media (°C)
cultivo sol (MIm™)
(h/dia)
66 7.0 121.7 3.0 8.5 24.2
95 6.8 117.9 2.8 8.4 24.2
130 7.4 141.4 4.2 9.1 79.0
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3.2. Procesado y conservacion

El procesado se realizd a 4 °C en las instalaciones del CEBAS-CSIC. Las hojas
dafnadas se eliminaron de la materia prima sin ocasionar dafos. En las cabezas “multi” se
corto el espigbon a 4 cm sobre su base para separar facilmente las minihojas. Sin embargo,
las cabezas se cortaron con una anchura de 30 mm. El procesado se realiz6 siguiendo las
etapas descritas en el capitulo III. Las muestras se envasaron en bolsas de polipropileno
(PP) (Amcor Flexibles, Bristol, GB), con una permeabilidad al O, de 2.63x107" mol s
m 2 Pa”' y una permeabilidad al CO, de 9.84 " mol s ' m ™ Pa' a 7 °C y 97% HR. Se
envasaron 120 g de producto en bolsas con dimensiones de 230 mmx290 mm en atmoésfera
pasiva. Se conservaron 3 dias a 4 °C y el resto a 7 °C en oscuridad. La composicion
gaseosa del espacio de cabeza, la evaluacion sensorial y el contenido de vitamina C y
fenoles individuales y totales se evaluaron tras el procesado (dia 0) y durante la
conservacion empleando la metodologia explicada en el capitulo III. Para el analisis
microbiologico, las muestras fueron analizadas antes, después del procesado y durante la
conservacion. Las evaluaciones se realizaron en dias distintos para cada material vegetal.
En minihojas “baby” se evaluaron los dias 0, 7, 11, 14, 16 y 18, en “multi” 0, 7, 9, 12, 14,
16 y 19 y en el producto procesado de cabezas los dias 0, 8, 10, 13y 17.

3.3. Composicion gaseosa en el espacio de cabeza

El espacio de cabeza (O, y CO, kPa) fue monitorizado en bolsas individuales,
mediante una analizador de O, con una célula ceramica de deteccidon electroquimica de
oxido de circonio (CG-1000, Ametek, Thermox Instruments Co., Pittsburgh, PA, EE.UU)
y un detector infrarrojo de CO, (Via 510, Horiba Instruments Co., Irvine, CA, EE.UU). Se
tomaron 0.25 ml del espacio de cabeza con una jeringuilla de plastico graduada, a través de
un “septum”. Todas las muestras se realizaron por triplicado. El calibrado y la
comprobacion del correcto funcionamiento del analizador y del infrarrojo se realizo
mediante el empleo de patrones de concentracion conocida de O, y CO, (Air Liquide S.A.,

Murcia).

3.4. Evaluacion sensorial

La calidad sensorial del producto IV Gama se evalué inmediatamente tras el
procesado y periodicamente por un panel entrenado constituido por un minimo de 4
evaluadores. Los parametros estudiados fueron: malos olores, pardeamiento en el corte,

pardeamiento en la superficie, textura, sabor y calidad visual general. Se emplearon
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diferentes escalas hedonicas explicadas en el capitulo III de esta tesis. Se otorgo el maximo
valor de la escala cuando el pardmetro evaluado fue el caracteristico del producto, un valor
intermedio cuando estuvo en el limite de la vida comercial y el minimo cuando el producto

se encontraba degradado.

3.5. Extraccion y anélisis de vitamina C

El contenido en vitamina C se calculd siguiendo el método descrito por Gil y col.
(1998b, 1999), como la suma de acido ascorbico (AA) y del 4cido dehidroascorbico
(ADHA). Para el anélisis se emplearon 25 g de tejido comercial. Las muestras fueron
analizadas por HPLC (bomba L-6200; Merck-Hitachi, Tokio, Japdén), acoplado a un
detector ultravioleta-visible (UV-Vis, Merk-Hitachi, L-7420) de longitud de onda variable
y un integrador (Merk-Hitachi D-2000A). El analisis por HPLC del ADHA se realizo
después de su derivatizacion a fluoroforo 3-(1,2-dihidroxietil) furol [3,4-b] quinoxalina-1-
ona (DFQ) con 1,2-fenilendiamina dihidrocloruro (OPDA) (Zapata y Dufour, 1992). La
columna empleada para la separacion del DFQ fue una C-18 de fase reversa LiChropher
100 (250 mm x 4 mm; 5 um de tamafio de particula; LiChroCART 250-4, Damstadt,
Alemania) con una precolumna C-18 (1 x 0.32 cm; 5 um de tamafio de particula;
LiChroCART 250-4, Damstadt, Alemania). Los patrones empleados, fase moévil, longitud
de onda y la velocidad de flujo, han sido descritos en el capitulo III. Los resultados se

expresaron en mg por 100g de peso fresco.

3.6. Extraccion y cuantificacion de compuestos fendlicos

El material congelado y posteriormente liofilizado (0.5 g) fue homogeneizado con
una mezcla de MeOH/agua/acido formico (25:24:3, v:v:v) conteniendo NaF. El analisis
por HPLC se realizo siguiendo la metodologia descrita por Llorach y col. (2008). Las
muestras de 20 pL se analizaron por HPLC (bomba L-2130; Merck-Hitachi, Tokio, Japon),
acoplado a un detector ultravioleta-visible (UV-Vis, Merk-Hitachi, L-2455) de longitud de
onda variable acoplado a un inyector (Merk-Hitachi L-2200). La columna empleada fue
una C-18 de fase reversa LiChropher 100 (250 mm x 0.4 mm; Spum de tamafio de particula;
LiChroCART 250-4, Damstadt, Alemania), usando como fase movil agua/acido férmico
(95:5, v/v) (A) y metanol (B). El rango de elucion se explica en el capitulo III asi como los
estandares empleados para la identificacion y cuantificacion de los compuestos fendlicos
individuales. Los resultados se expresaron en mg por 100g de peso fresco.

3.7. Analisis microbiolégico
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Las muestras vegetales (30 g) se homogeneizaron durante 90 s con 0.1% de agua de
peptona tamponada estéril (BWP) (AES Laboratoire, Combourg, Francia) (1:5 dilucion),
en bolsas de stomacher estériles con filtro (Seeward Medical, Londres, GB) en un
stomacher (IUL Instrument, Barcelona) (Allende y col., 2008). La poblacion de mesofilos
aerobios totales se cultivo en agar de recuento en placa (PCA) (Scharlau Chemie S.A.,
Barcelona) incubada a 30 °C durante 48 h. Las levaduras y los hongos filamentosos se
contaron en Rosa de Bengala (RBA) (Scharlau Chemie S.A., Barcelona) a 25 °C durante 5
a 7 dias. Para el recuento de bacterias 4cido lacticas (LAB) se empled agar Man, Rogosa &
Sharpe (MRS) (Scharlau Chemie S.A., Barcelona) a 30 °C durante 48 h. Los coliformes
totales y fecales se aislaron en agar cromocult (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, GB) a 37
°C durante 24 h. Las colonias de Listeria spp. fueron enumeradas en el agar selectivo
Listeria (Oxford formulation Oxoid, basingstoke, Hampshire, GB) a 37 °C durante 48 h. Se
realizaron tres réplicas por material vegetal y se sembraron por duplicado. La carga

microbioldgica se expresd como log ufc g™

3.6. Analisis estadistico

El andlisis de la varianza se realiz6 con un nivel de significancia de P < 0.05, con
las variables tipo de material vegetal y genotipo. Cuando se observaron diferencias
significativas se realizo el test de Tukey’s usando el programa estadistico PASW Statistics

18 de Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)

4. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas de calidad de minihojas “baby”y “multi”’ y cabezas de variedades
de lechuga de hojas verdes y rojas

La longitud de la hoja fue influenciada por el tipo de material (Tabla 5.2). El
material procedente de cabezas de lechuga presentd la mayor longitud (16.3 cm) en
comparacion con las “multi” (10.5 cm) y “baby” (7.1 cm). Sin embargo, no se observaron
diferencias en la longitud entre los distintos genotipos en cada estado de madurez (Tabla
5.2). El contenido en materia seca se vio afectado por el tipo de material. En general, las
cabezas y las “multi” presentaron mayor contenido en materia seca que las “baby” (6.9, 6.7
y 3.4 % respectivamente) pero vario entre los genotipos estudiados (Tabla 5.2). Las
“multi” y cabezas de tipo hoja verde mostraron significativamente un mayor contenido de
materia seca que las “baby” (7.3, 6.5 y 3.6 % respectivamente). Sin embargo, el contenido

en materia seca en lollo rosso, fue significativamente mayor en cabezas que en “multi”, y

119



CAPITULO V

este a su vez mayor que en “baby” (6.0, 7.4 y 3.0 % respectivamente). En el caso del tipo
hoja roja, las “multi” presentaron mayor contenido en materia seca que las cabezas (Tabla
5.2). Por otra parte, se observd interaccion en la textura entre el genotipo y el tipo de
materia prima. El tejido fresco cortado de cabeza presentd mayor firmeza que las minihojas
“multi” y “baby” (61.4, 35.1 y 20.1 N, respectivamente), independientemente del genotipo

(Tabla 5.2). Asimismo, las hojas verdes fueron mas firmes que las rojas.
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%9 ¢

Tabla 5.2. Longitud de hoja, contenido en materia seca y textura de lechugas minihojas “baby”, “multi” y cabezas de variedades de lechuga

verdes y rojas.

Longitud de hoja Contenido en material Textura
(cm) seca (%)
(N)
Factores
Material vegetal Baby 7.1c 3.4b 20.1c
Multi 10.5b 6.9a 35.1b
Cabezas 16.3a 6.7a 61.4a
Genotipo Hoja verde 10.9 5.8 47.6a
Hoja roja 11.6 5.8 31.5b
Lollo Rosso 11.4 5.5 37.8b
Interaccién entre material
vegetal x Genotipo
Hoja verde Baby 6.9¢c 3.6b 24.1c
Multi 10.2b 7.3a 41.1b
Cabezas 15.7a 6.5a 78.2a
Hoja roja Baby 6.7¢ 3.7¢ 15.9¢
Multi 10.5b 7.5a 33.8b
Cabezas 17.5a 6.1b 44.8a
Lollo Rosso Baby 7.7¢ 3.0c 20.5b
Multi 10.7b 6.0b 30.7b
Cabezas 15.9a 7.4a 61.8a
Genotipo ns ns kokk
Material vegetal oAk oAk oAk
Genotipo x Material vegetal * *x

ns, *, #¥* y #**_diferencias no significativas o significativas a P <0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente.
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4.2. Cambios en la composicion gaseosa del espacio de cabeza durante la conservacion
en producto procesado en minihojas “baby” y “multi” y de cabezas de lechugas de
hoja verde y roja

Se estudié la influencia del tipo de materia prima en el producto procesado
envasado en condiciones de atmosfera modificada MAP pasiva analizando los niveles de
0O, y CO; de la composicion gaseosa del espacio de cabeza de las bolsas de los distintos
genotipos (Figura 5.1). En general, los valores de O, durante la conservacion del material
procesado, fue menor en “baby” que en “multi” y cabezas. De la misma forma, los niveles
de CO, fueron siempre superiores en “baby” (Figura 5.1). El analisis de la varianza
(ANOVA) aplicado a la composicion gaseosa entre el dia 9 y 11 de conservacion, mostrd
diferencias significativas entre el material y el genotipo sin observarse interaccion
significativa entre ellos. Después de 9 y 11 dias de conservacion, los niveles mas bajos de
O, se observaron en los envases de “baby” (6.9 kPa O,), mientras que los mas altos fueron
en “multi” y en producto fresco cortado de cabezas (9.6 y 9.2 kPa O,, respectivamente).
Los niveles de CO, fueron significativamente mayores en “baby” que en “multi” y material
procesado de cabezas (9.0, 7.1 y 8.2 kPa, respectivamente). De la misma manera, el
genotipo influyo significativamente la composicion gaseosa. Los genotipos de hoja verde y
hoja roja mostraron un nivel de O, menor que el tipo lollo rosso (8.1, 8.5 y 9.2 kPa,

respectivamente) y mayores de CO; (8.6, 7.9 y 7.4 kPa, respectivamente).
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Figura 5.1. Cambios en la composicion gaseosa durante la conservacion del producto

procesado procedente de minihojas “baby” y “multi” y de cabezas de variedades de

lechuga verdes y rojas.

4.3. Cambios en la calidad sensorial durante la conservacion del producto procesado
de minihojas “baby” y “multi”’ y de cabezas de variedades de lechuga verdes y rojas.
El tipo de material afecté de forma diferente a la calidad visual dependiendo del
genotipo. En general, la calidad visual disminuy6 durante la conservacion, siendo las
minihojas “multi” y “baby” las que presentaron siempre de forma significativa, una mejor
calidad visual que el producto procedente de cabezas (Figura 5.2). El analisis de la
varianza (ANOVA) aplicado a calidad visual entre los dias 9 a 11 de conservacion, mostro
que los productos procesados de minihojas “baby” y “multi” mantuvieron mejor la calidad
visual que el tejido de cabezas (6.9, 6.6 y 6.2, respectivamente). En el caso de las cabezas,
se observo mayor pardeamiento en la zona de corte cuando se compar6 con el producto de
minihojas “multi” y “baby” (2.4, 1.6 y 1.7 respectivamente). El andlisis de la varianza
(ANOVA) aplicado al pardeamiento del corte, después de 9 a 11 dias de conservacion,
mostrd que el pardeamiento del corte fue significativamente mayor en el tipo hoja verde
(2.2) que en los tipos pigmentados, hoja roja y lollo rosso (1.7). En general, el tipo hoja
roja presentd mejor calidad visual que los tipos de hoja verde y lollo rosso para el mismo

periodo de conservacion. En el tipo de hoja verde, la minihoja “baby” mostré6 mejor

123



CAPITULO V

calidad visual después de 9 a 11 dias de conservacion que la “multi” y que el producto
cortado de cabezas. En el tipo hoja roja, las minihojas “baby” y “multi” presentaron
significativamente mejor calidad visual que el producto procedente de cabezas. Sin
embargo, en el caso de lollo rosso, después de 9 y 11 dias de conservacion, no se
observaron diferencias significativas en la calidad visual entre los tres tipos de materia
prima. El bajo pardeamiento desarrollado en el corte del producto procesado de cabezas

fue debido a que quedd enmascarado por la pigmentacion (Figura 5.2).
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Figura 5.2. Cambios en la calidad visual y en el pardeamiento del borde durante la
conservacion del producto procesado procedente de minihojas “baby” y “multi” y de

cabezas de variedades de lechuga verdes y rojas.

4.4. Cambios en el contenido fitoquimico durante la conservacion del producto
procesado de minihojas “baby” y “multi” y de cabezas de variedades de lechuga
verdes y rojas.

Se observaron diferencias significativas tras el procesado en el contenido de
vitamina C entre los diferentes materiales procedentes de los tipos de hoja verde y roja
(Figura 5.3). El producto procesado de hoja verde “multi” mostr6 el mayor contenido de

vitamina C (31 mg AA y 9 mg ADHA por 100 g), seguido de las minihojas “baby” (16 mg
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AA y 6 mg ADHA por 100 g) y de la lechuga cortada de cabezas (14 mg AA y 6 mg
ADHA por 100 g). Sin embargo, en el caso de lollo rosso se obtuvieron valores similares
entre los tres tipos de material (14 mg AA y 6 mg ADHA por 100 g). Durante la
conservacion, el contenido en vitamina C disminuy6 notablemente, independientemente
del tipo de material y genotipo. La relacion entre la forma oxidada y la reducida de acido
ascorbico (ADHA/AA) aument6 de 2 a 4 veces después de 9 y 11 dias de conservacion. Al
final del periodo de conservacion, los productos procesados de los diferentes materiales

alcanzaron valores similares (0.5-3.0 mg AA y 1.2-1.8 mg ADHA por 100 g) (Figura 5.3).
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Figura 5.3. Cambios en el contenido de vitamina C durante la conservacion del producto

procesado procedente de minihojas “baby” y “multi” y de cabezas de variedades de

lechuga verdes y rojas.

Cuando se estudio la influencia del tipo de material en el contenido de compuestos
fenolicos, se observo que en el momento de la recoleccion el producto procesado de
minihojas “baby” mostré el contenido fendlico mayor comparado con las minihojas
“multi” y el producto de cabezas. Inmediatamente después del procesado, en el tipo de hoja
verde, el contenido de fenoles totales fue de 510, 400 y 100 mg por 100 g cuando el
producto procedia de “baby”, “multi” y cabezas respectivamente. En el caso del tipo hoja
roja, el contenido de fenoles totales fue de 1160, 675 y 690 mg por 100 g en “baby”,
“multi” y producto cortado de cabezas, respectivamente y en el caso de lollo rosso, el
contenido fendlico total fue 1075, 995 y 690 mg por 100 g en “baby”, “multi” y cabezas,
respectivamente.

En el caso del tipo de hoja verde, los derivados de acido caféico fueron los
principales compuestos fenolicos (272 mg por 100 g), mientras que los flavonoles fueron

los principales en lechugas rojas (691 y 641 mg por 100 g en hoja roja y lollo rosso,
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respectivamente). Como era de esperar, los antocianos estaban presentes solo en las

2 13

lechugas de genotipos pigmentados (146, 96 y 46 mg por 100 g en “baby”, “multi” y

cabezas, respectivamente de hoja roja y 127, 147 y 90 mg por 100 g en “baby”, “multi” y

cabezas, respectivamente de lollo rosso).

Durante la conservacion, se observo un aumento en el contenido de flavonoles en
minihojas “baby”. Este aumento se observo a partir de los 11 dias de conservacion en el
tipo de hoja verde y de 7 dias en el caso de las lechugas pigmentadas, hoja roja y lollo
rosso (Figura 5.4). En el genotipo de hoja verde, se observaron diferencias significativas
en la concentracion fenolica total entre los distintos materiales al final de la conservacion.
Asimismo, el mayor contenido fue en “baby”, seguido de “multi” y finalmente del material
cortado procedente de cabezas (438, 294 y 151 mg por 100 g, respectivamente). Sin
embargo, no se observaron diferencias en el contenido fendlico entre los tres tipos de
material de hoja roja después de 13 dias de conservacion (792, 815 y 703 mg por 100 g,

respectivamente).
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Figura 5.4. Cambios en el contenido fendlico durante la conservacion del producto
procesado procedente de minihojas “baby” y “multi” y de cabezas de variedades de

lechuga verdes y rojas.
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4.5. Cambios en el recuento microbioldégico durante la conservacion del
producto procesado procedente de minihojas “baby” y “multi” y de cabezas de
variedades de lechuga verdes y rojas.

La comparacion del recuento de mesofilos entre los diferentes tipos de material
antes del procesado (material no lavado), puso de manifiesto que las minihojas “baby”
presentaban 1 log ufc g menor que las muestras de “multi”, y cabezas para los tres
genotipos estudiados (Figura 5.5). Después del lavado, la carga microbiana inicial de
mesofilos en “baby” disminuy6 en 0.4, 1.5 y 1.0 log ufc g, mientras en “multi” la
disminucion fue solo de 1.1, 0.5 y 0.0 log ufc g-' y en cabezas fue de 0.0, 1.8 y 0.0 log ufc
g en los tipos de hoja verde, hoja roja y lollo rosso, respectivamente (Figura 5.5).
Durante la conservacion, la carga microbiana de mes6filos aumentoé significativamente (P

< 0.05) en los tres materiales vegetales, alcanzando el mayor recuento en minihojas “baby”

y el menor en “multi” de los genotipos rojos al final de la conservacion (Figura 5.5).
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Figura 5.5. Cambios en el recuento de mesoéfilos, levaduras y hongos filamentosos durante
la conservacion del producto procesado procedente de minihojas “baby” y “multi” y de

cabezas de variedades de lechuga verdes y rojas.
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Inicialmente el recuento de levaduras y hongos filamentosos fue mayor en
minihojas “baby” no lavadas que en “multi” y cabezas, en un rango de 0.4 a 0.8 log ufc g’
de diferencia en todos los genotipos (Figura 5.5). Después del lavado, en todas las
muestras la carga microbiana de levaduras y hongos filamentosos disminuyd. Esta
disminucion fue mas notable en el tipo de hoja roja (1.5, 0.4 y 1.2 log ufc g menores en
“baby”, “multi” y producto fresco cortado de cabezas, respectivamente). Durante la
conservacion, el recuento de levaduras y hongos filamentosos en hoja verde no sufrio
practicamente cambios ya que aumenté menos de 1 log ufc g, mientras que en los
genotipos rojos aumento rapidamente (Figura 5.5). Al final de la conservacion, la carga de
levaduras y hongos filamentosos fue siempre menor en minihojas “baby”, alcanzando

recuentos similares en “multi” y cabezas (Figura 5.5).

Antes del lavado, la carga microbiana de bacterias acido lacticas (LAB) fue inferior
en cabezas que en “baby” y “multi” (1.0 y 1.8 log ufc g menores, respectivamente) en los
tres genotipos (Figura 5.6). Después del lavado, el recuento de LAB de “baby” y “multi”
disminuyé en 0.6 y 1.3 log ufc g, mientras que el material procedente de cabezas no varid
(Figura 5.6). Durante la conservacion, LAB creci6 rapidamente en el producto procedente
de cabezas independientemente del genotipo y permanecio estable en “baby” y “multi”. Al
final de la conservacion, se encontraron diferencias significativas en LAB. El producto
procedente de cabezas alcanzo el recuento mas elevado en relacion con las “baby” (1.5, 2.6
y 2.2 log ufc g mayor en hoja verde, hoja roja y lollo rosso, respectivamente) (Figura

5.6).
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Figura 5.6. Recuento de bacterias acido lacticas y coliformes totales durante la
conservacion del producto procesado procedente de minihojas “baby” y “multi” y de

cabezas de variedades de lechuga verdes y rojas.

En lechugas de hoja verde, los coliformes totales en muestras sin lavar de minihojas
“baby” fueron significativamente menores que en “multi” y cabezas (0.3, 2.9 y 2.1 log ufc
g, respectivamente). Sin embargo, en los genotipos rojos, el recuento en “baby” fue
similar a los otros materiales empleados (Figura 5.6). Después del lavado, se encontr6 una
reduccion logaritmica en hoja verde de 0.0, 1.8 y 0.2 en “baby”, “multi” y cabezas,
respectivamente, mientras que en hoja roja fue de 1.3, 2.3 y 0.4 (en “baby”, “multi” y
cabezas, respectivamente) y finalmente en lollo rosso 1.6, 0.8 y 2.0 (en “baby”, “multi” y
cabezas, respectivamente). Durante la conservacion, la poblacion de coliformes aumento
notablemente, particularmente en el caso de lechugas cortadas de hoja verde, aunque se
observd una alta variabilidad entre réplicas de “baby” y “multi” (Figura 5.6). Los
recuentos de coliformes fecales y Listeria spp. estuvieron por debajo del limite de

deteccion (< 1 log ufc g™).
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5. DISCUSION

La respuesta al corte es un factor clave para mantener la calidad del producto IV
Gama. Sin embargo, el estado de madurez puede contribuir a la fisiologia del producto y
por tanto, en la vida util del producto cortado. Las lesiones fisioldgicas causadas por el
procesado aumentan la velocidad de las reacciones bioquimicas responsables de los
cambios en la calidad visual, incluyendo el pardeamiento y el contenido de fitoquimicos
(vitamina C y fenoles) (Salveit, 2003). En la preparacion de las lechugas comerciales de
cabezas, el dafio fisioldgico de los tejidos ocurrid debido al cortado. Esto probablemente
caus6 un aumento en la tasa respiratoria, disminuyendo la concentracion de O, y
aumentando el CO,. En el caso de minihojas “baby” y “multi”, la lesion solo se realizo
durante la recoleccion. Sin embargo, la tasa respiratoria de las minihojas “baby”
particularmente de los tipos de hoja verde y roja, fue significativamente mayor que las
minihojas adultas “multi”. Por lo tanto, los tejidos inmaduros jovenes tienen mayor tasa
respiratoria que las hojas adultas desarrolladas. Una tasa de respiracion alta significa una
mayor actividad metabolica, resultando normalmente en una aceleracién del deterioro.
Cantwell y Suslow (2002) observaron que tejidos maduros cortados tienen
aproximadamente el doble de tasa respiratoria que las cabezas intactas. En nuestro estudio,
observamos mayor influencia en la tasa respiratoria del estado de madurez que del dafio
producido durante el procesado. Este factor tiene gran implicacion en la calidad y vida util
de la lechuga fresca cortada como se discute a continuacion. La atmosfera modificada
varid entre las muestras de diferentes materias primas. En el caso de lechuga cortada
procedente de cabezas, la atmésfera controld eficazmente el pardeamiento del corte, siendo
diferente a la recomendada en hojas jovenes (Ballantyne y col., 1988; Cantwell y col.,

1998).

Bajo la misma atmoésfera MAP pasiva, las cabezas desarrollaron mas pardeamiento
en el corte que las muestras jovenes. Observamos una minima oxidacién en lechugas
jovenes debido al pequenio tamafo del tallo. La calidad sensorial de los productos no varid
significativamente entre los diferentes tipos de material después de 9 y 11 dias de
conservacion. Sin embargo, después de este periodo, la textura blanda de las minihojas
“baby” no fue capaz de mantenerse durante la conservacion, reduciendo la vida 1til
comparadas con el producto cortado procedente de cabezas. Al final de vida 1til de
minihojas “baby” es caracteristico el ablandamiento, la podredumbre blanda y el

pardeamiento.
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Para la obtencion de un producto fresco cortado de calidad es necesario que la
materia prima inicial presente una alta calidad (Cantwell, 2004). En nuestro estudio, todos
los productos procesados mostraron alta calidad después de 9 y 11 dias de conservacion,
sin apreciarse diferencias entre ellos. Sin embargo, por encima de los 12 y 14 dias
conservacion, la calidad disminuy6 hasta el limite comercial debido principalmente al
pardeamiento en la zona de corte en cabezas y al deterioro de los tejidos blandos en las
hojas jovenes. Las diferencias en materia seca y textura entre las hojas jovenes no influyo
en la calidad visual y vida 1til del producto. El deterioro de lechugas tipo “baby” fue el
mayor defecto después de 12 dias de conservacion, aunque nunca fue valorado por debajo
de 3, observandose variabilidad entre los materiales vegetales. S6lo de forma ocasional, se
encontraron algunas piezas pequefias muy blandas. El desarrollo de malos olores solo se
detectod a partir de los 13 dias de conservacion en el producto procesado de cabezas, ya que
los malos olores son un problema tipico en la lechuga IV Gama (Lopez-Galvez y col.,

1997).

Los nuevos habitos de consumo relacionados con alimentos saludables, han
promovido el auge a nivel mundial de minihojas tipo “baby” como fuente natural de
compuestos antioxidantes como vitamina C y fenoles. Los resultados muestran que la
vitamina C, principalmente AA, estd asociada a la resistencia de alteracion del color y la
proteccion de fenoles frente a las oxidaciones durante un tiempo determinado en la
conservacion (12 dias aproximadamente). En lechugas de hoja verde, el AA ha sido
descrito como el principal compuesto responsable del control de especies reactivas de
oxigeno después del cortado (Degl Innocenti y col., 2007). De hecho, en tejidos con
niveles bajos de AA, el AA es consumido rapidamente y los fenoles pasan a utilizarse para
el control de los radicales libres. En nuestro estudio, la relacion ADHA/AA aumento
durante la conservacion. El pardeamiento causado por PPO puede ser retrasado el tiempo
que permanezca el AA en las muestras para oxidar las quinonas a fenoles (Heimdel y col.,
1995). Las hojas de lechuga joven estdn mas expuestas a la luz, por tanto, sus compuestos
antioxidantes son capaces de tener un efecto foto-protector bajo condiciones luminicas
excesivas (Zhou y col.,, 2009). Sorprendentemente, nuestros resultados muestran, un
descenso mas rapido de los compuestos antioxidantes en lechugas jovenes que en el

producto cortado de cabezas.
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En la actualidad, los agricultores muestran un gran interés por el aumento en los
compuestos antioxidantes de la lechuga, para mejorar las propiedades saludables del
producto y satisfacer asi la demanda de los consumidores. Los diferentes tipos de material
y genotipos mostraron diferencias en los contenidos fenolicos. Estudios anteriores han
demostrado, que el dafio por corte aumenta el metabolismo fenolico en el tejido vascular
de la lechuga, provocando una acumulacién de compuestos fendlicos que posteriormente
se oxidan ocasionando el pardeamiento en los tejidos (Tomads-Barberan y col., 1997;
Ferreres y col., 1997). Nuestros resultados, corroboraron que el producto procesado de
minihojas “baby” contenia mayor concentracion de fenoles que el producto de “multi” y
cabezas, y muestran al genotipo como primer factor en la variabilidad de la concentracion
de antioxidantes. El contenido en flavonoides y derivados de 4cido cafeico fue mayor en
los genotipos rojos estudiados, mientras que el genotipo de hoja roja presentd mas
antocianos, de acuerdo con otros trabajos publicados (Dupont y col., 2000, Nicolle y col.,
2004; Llorach y col., 2008). Por este motivo, las lechugas rojas presentaron menos
pardeamiento debido al efecto enmascarador de los antocianos. La seleccion de los
genotipos rojos, hoja roja y lollo rosso con alto contenido de antioxidantes, podrian

mejorar la respuesta al procesado minimo, manteniendo la calidad nutricional del producto.

Por otra parte, el aumento de la superficie lesionada por el corte y la disponibilidad
de los nutrientes celulares proporcionan condiciones que favorecen el crecimiento de LAB
y coliformes totales, comparado con superficies no cortadas de las hojas jévenes (Nou y
Luo, 2010). Resultados similares se han descrito, donde los tejidos sanos son peores
sustratos para el oportunismo microbioldgico y tejidos dafiados promueven un rapido
deterioro, ya que proporcionan mas sustratos a la poblacion microbiana (Zagory, 1999). El
contenido en humedad, puede ser uno de los factores mas criticos para la duraciéon de la
vida util en lechugas tipo “baby”, porque la calidad y seguridad microbiologica puede ser
afectada si no se elimina el exceso de agua después del lavado. Sin duda, el riesgo del
crecimiento de bacterias patdgenas puede aumentar con alta HR, baja concentracion de O,
y alta temperatura (> 5 °C) (Cantwell y Suslow, 2002). En nuestro estudio, la alta humedad
en minihojas “baby” y “multi” aumento el recuento de coliformes pero no de LAB. Como
en el caso de coliformes, el crecimiento de mesoéfilos no estuvo deprimido por MAP,
siendo nuestros valores algo mayores que los obtenidos por Lopez-Galvez y col., (1997)
para ensaladas comerciales. Estudios anteriores, para la seleccion de variedades de

lechugas, mostraron una correlacion entre la mala apariencia, caracterizada por el
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pardeamiento, el ablandamiento, la podredumbre y el recuento microbioldgico al final de

vida util (Zhang y col., 2007).

6. CONCLUSIONES

A la vista de los resultados presentados, podemos concluir, que el tipo de materia
prima puede influir en la calidad del producto procesado. Se observaron algunas
diferencias en calidad visual y microbiologica, asi como en el contenido en fitoquimicos.
Las lechugas minihojas “baby” presentaron la mejor calidad. Sin embargo, los datos
sugieren no exceder el tiempo de conservacion de 12 dias en producto procesado
procedente de cabezas, debido al desarrollo del pardeamiento y a la pérdida de textura y
deterioro de las minihojas, independientemente del genotipo. Se recomienda el desarrollo
de variedades de minihojas tipo “multi” y “baby” (maduras y jovenes) por las excelentes
caracteristicas sensoriales y nutricionales del producto procesado. Dichas variedades
retnen los requerimientos para IV Gama respecto a la excelente calidad visual, baja carga

microbiana y alto contenido en compuestos fitoquimicos.
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INFLUENCIA DE LAS SOLUCIONES
NUTRITIVAS EN CULTIVO SIN
SUELO EN CAMPO ABIERTO EN

DIFERENTES ESTACIONES, EN LA
CALIDAD Y VIDA UTIL DE
LECHUGAS VERDES Y ROJAS EN IV
GAMA

Luna, M. C., Martinez-Sanchez, A., Selma, M.V., Tudela, J.A., Beltran, D., Baixauli, C.,
Gil, M.1., 2012. Influence of nutrient solutions in open field soilless system on the quality
characteristics and shelf life of the fresh-cut red and green lettuces (Lactuca sativa L.) in

different seasons". J. Sci. Food Agric., en prensa.



CAPITULO VI

1. RESUMEN

Las soluciones nutritivas evaluadas para la produccion de lechuga en un sistema de
cultivo sin suelo no influyeron en la calidad y vida 1til del producto en IV Gama. Cuando
la concentracion idnica fue aumentando, el peso fresco fue disminuyendo aunque dependid
del genotipo y de la fecha de recoleccion. El indice de madurez y el contenido en materia
seca vario segun la estacion de cultivo pero fue independiente de la solucion nutritiva
aplicada. En verano, el indice de madurez fue mayor, sin embargo, el contenido en materia
seca fue menor que en invierno. La solucidon nutritiva aportada no influyd en la textura y
calidad visual del producto en IV Gama. La concentracién ioénica media mejord el
contenido en vitamina C y en compuestos fendlicos. Observamos que el genotipo tuvo una
gran influencia en la vida 1til del producto en IV Gama, influyendo en menor grado las
soluciones nutritivas aportadas. En general, los genotipos rojos mostraron un contenido
mayor en antioxidantes, ayudando al mantenimiento de la calidad sensorial durante la

conservacion.

2. INTRODUCCION

La optimizacion del manejo de los fertilizantes es esencial para mejorar la
produccion y la calidad de la lechuga y reducir al méximo el coste de produccion. En el
sistema de cultivo tradicional en suelo, se ha demostrado que la produccion de lechuga
necesita unos niveles de nitrégeno (N,), calcio (Ca*") y potasio (K") adecuados para
proporcionar una calidad elevada durante la vida util (Nicola y col., 2007; Hoque y col.,
2010). Por ejemplo, los niveles de N, altos ocasionan enfermedades, acelerando el
deterioro durante la postcosecha (Hoque y col.,, 2010), disminuyendo los niveles de
azucares, vitamina C y materia seca en el vegetal. Por el contrario, un déficit de N reduce
el crecimiento en el cultivo de lechuga. El K" esta involucrado en el cierre estomatico; un
déficit de K™ aumenta la susceptibilidad frente a patogenos, ademas de interferir en la

absorcion del Ca** y del magnesio (Mg2+) (Nicola y col., 2007).

En Europa, la mayoria de los vegetales para IV Gama son cultivados en sistema sin
suelo. Este es un sistema altamente productivo en el que se ha demostrado en algunos
productos que aumenta la vida 1til tras el procesado y la conservacion (Fontana y col.,
2003; Nicola y col., 2004). El cultivo sin suelo permite el control nutricional de la planta,
maximiza el rendimiento y minimiza el efecto de la contaminacién ambiental (Savvas y

Adamidis, 1999). La concentracién total de nutrientes en la solucion empleada en el
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cultivo sin suelo es uno de los aspectos mas importantes para asegurar el éxito de la
produccion de lechuga. Los niveles altos de nutrientes inducen estrés osmotico, toxicidad
i6nica y desequilibrio nutricional, mientras que los niveles bajos conducen generalmente a
una nutricién deficiente (Fallovo y col., 2009). Los sistemas sin suelo han sido adoptados
en investigacion para conocer el efecto salino en lechugas “baby” debido a la precision en
el control nutricional. Algunos de estos resultados han mostrado que soluciones nutritivas
con alta conductividad eléctrica (CE) mejoran la calidad y la vida util de lechugas “baby”
(Scuderi y col., 2011), aumentando el contenido mineral en la hoja (Fallovo y col., 2009) y
reduciendo las actividades de enzimas oxidativos (Chisari y col., 2010). Aunque algunos
estudios indican que los nutrientes pueden afectar a la calidad de la lechuga (Cuppett y
col., 1999; Tittonell y col., 2001; Hoque y col., 2010), es escasa la informacion sobre la
influencia del cultivo sin suelo en campo abierto en la calidad de la lechuga IV Gama
(Chiesa y col., 2009; Hilton y col., 2009). Es indiscutible que la calidad de la materia
prima debe ser excelente para asegurar un producto en IV Gama perfecto. La seleccion del
cultivar es un factor importante en la industria de IV Gama debido a que las caracteristicas
como el color, la forma, la frescura, la textura y el potencial de pardeamiento pueden variar
dependiendo del genotipo (Nicola y col., 2009). El objetivo de este trabajo fue el estudio
de la influencia de diferentes soluciones nutritivas en las caracteristicas de calidad de tres
genotipos de lechuga, incluyendo lechugas de hoja verde y roja, cultivadas en un sistema

sin suelo en campo abierto y la evaluacion de la vida util del producto en IV Gama.

3. MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 3 genotipos de lechuga (Lactuca sativa L.); 2 rojos (lollo rosso cv
Evasion de Seminis y hoja de roble cv Jamai de Rijk Zwaan) y uno verde (trocadero cv
Daguan de Syngenta): Las lechugas fueron cultivadas en la finca experimental de la
Fundacién Ruralcaja en Paiporta (Valencia). Para el ensayo se empled un area de 425 m?,
distribuida uniformemente para cada genotipo. Las lechugas se cultivaron en dos periodos
distintos, recolectando material en verano y en invierno. Las semillas se plantaron en un
invernadero con temperaturas de 31.9/ 19.8 °C (dia/noche) en el cultivo de verano y
22.9/13.8 °C (dia/noche) en el cultivo de invierno. El trasplante se realizé 30 dias después
de la siembra de las semillas en un cultivo sin suelo desarrollado por New Growing
Systems S.L. (NGS™, Almeria) (Patente n® 2.221.636/7). Este sistema consistid en una
bolsa de plastico de 12 m de longitud que actia de soporte del cultivo y acumula el exceso

de agua gracias a su capa inferior (Fotografia 6.1). Este sistema se encuentra apoyado
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sobre una estructura de hierro que da forma a las multiples capas de plastico fijadas a ¢l a
través de clips. La estructura de hierro se coloco sobre soportes telescopicos para facilitar
la labor. Se dispuso de forma que la pendiente fue del 2 % para asegurar el retorno del
agua al tanque de recirculacion. Cada bloque de cultivo constaba de 5 lineas de 12 m de
longitud, con 40 plantas por linea (10 plantas/ m®). La separacion entre plantas fue de 0.3

m. El 4rea dedicada a cada genotipo fue la misma.

Fotografia 6.1. Plantacion del cultivo sin suelo.

Se compararon tres soluciones nutritivas; baja, media y alta concentracion ionica,
en las cuales se vari6 el macroanion (NOs) y los macrocationes (K*, Ca*" y NH,") (Tabla
6.1). Los distintos aportes de macro y micronutrientes dieron lugar a distintas CE de las
soluciones nutritivas, 1.4, 1.9 y 2.4 dS m™' para la concentracion idnica baja, media y alta,
respectivamente. Para la preparacion de las soluciones nutritivas se emple6 agua destilada
a pH 6.5. Las condiciones climatolégicas en campo abierto fueron de 29.4/ 19.8 °C
(dia/noche) en el cultivo de verano y 16.2/ 5.1 °C (dia/noche) en invierno. Los bloques se
designaron al azar con tres réplicas por solucion nutritiva y genotipo en ambas estaciones
de cultivo. Las muestras se recolectaron 33 dias después del trasplante en verano y 96 dias
en invierno, cumpliendo con el peso minimo comercial establecido para cada genotipo
(180 g para lollo rosso y hoja de roble y 300 g para trocadero). Para la obtencion de las
muestras se recolectaron 30 cabezas por tratamiento (10 cabezas por bloque). Las hojas
exteriores se eliminaron siguiendo las operaciones comerciales estandarizadas para la
recoleccion. Las muestras se transportaron (200 km) en un vehiculo refrigerado al
laboratorio del CEBAS-CSIC (Murcia) y se almacenaron a 4 °C y 70 % de humedad

relativa (HR) en oscuridad hasta la mafiana siguiente. Antes del procesado, se caracterizo
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la materia prima, midiendo la longitud de la cabeza y del espigdn asi como el peso. El
indice de madurez se calculé como la longitud del espigon/longitud total x 100 segin lo
indicado en el capitulo de Materiales y Métodos. Los resultados mostrados son la media de

los resultados de las estaciones de verano e invierno.

Tabla 6.1. Caracteristicas de las soluciones nutritivas.

Concentracién iénica

Baja Media Alta

pH 6.55 6.55 6.55

CE (dSm™) 1.40 1.90 2.40
Soluble-CI 2.96 2.96 2.96
Mg 1.48 1.48 1.48
Na* 2.31 2.31 2.31
K* 1.63 5.03 9.13
ca®* 3.37 4.05 4.50
NH," 1.05 1.14 1.23
NOs 5.05 10.05 15.05
HCOs 0.47 0.47 0.47
H,PO4 1.55 1.55 1.55
SO~ 2.48 2.48 2.48

-1
Los valores son expresados en mmol L

3.1. Procesado, envasado y conservacion

El procesado de las cabezas se realizd en condiciones higiénicas descritas en el
capitulo III. Para el envasado se emple6 una envasadora vertical (modelo Etna 280-X,
Ulma, Ofiati) y un plastico de polipropileno (PP) (Amcor Flexibles, Bristol, GB) con una
permeabilidad al O, de 2.63 pmol s'm™ Pa” y de 9.84 pmol s m™? Pa™ para el CO, a 7 °C
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y 97 % de HR. El tamafio de los envases fue de 230 x 320 mm. La lechuga lollo rosso (125
g) se envaso en aire creando una atmosfera modificada MAP pasiva como consecuencia de
la tasa respiratoria del producto y la permeabilidad de la pelicula plastica. Las lechugas
hoja de roble (125 g) y trocadero (200 g) se envasaron en atmosfera MAP activa creada por
inyeccion de N, para reducir la concentracion de O, a 0.5-2 kPa, aproximadamente. La
eleccion de la atmosfera de conservacion se realizé siguiendo las especificaciones
comerciales para cada genotipo. Todas las muestras se conservaron 3 dias a 4 °C y el resto

a 7 °C en oscuridad.

Para determinar el contenido en materia seca, se empleo tejido comercial sin lavar,
secandolo en una estufa de aire forzado a 65 °C hasta peso constante. Las muestras se
pesaron antes y después del secado, y a partir de estos pesos se calcul6 la relacion del peso
seco y el peso fresco. Se emplearon 4 réplicas de 15 g de tejido comercial por solucion
nutritiva. Los resultados son la media de los datos obtenidos en las estaciones de verano e

invierno.

La textura se midi6 empleando una célula Kramer con cinco cuchillas (HDP/KS5)
conectada a un analizador de textura (TA.TX.plus, Stable Micro Systems, GB) como se
describe en el capitulo III. Los resultados se obtuvieron de 20 réplicas por solucion

nutritiva y son la media de los valores obtenidos en las estaciones de verano e invierno.

3.2. Composicion gaseosa del espacio de cabeza

Los cambios en la composicion gaseosa (O, y CO, kPa) fueron seguidos en las
bolsas individuales, usando una analizador de O, provisto de una célula ceramica de
deteccion electroquimica de 6xido de circonio (CG-1000, Ametek, Thermox Instruments
Co., Pittsburgh, PA, EE.UU) y un detector infrarrojo de CO, (Via 510, Horiba Instruments
Co., Irvine, CA, EE.UU). Se tomaron muestras de 1 mL del espacio de cabeza del envase a
través de un septum. Se emplearon de 3 a 5 bolsas por solucion nutritiva. Los resultados

corresponden a la estacion de invierno.

3.3. Evaluacion sensorial
La calidad sensorial de la lechuga IV Gama se evaludé inmediatamente tras el
procesado y periddicamente durante la conservacion por un panel entrenado constituido

por un minimo de cuatro evaluadores. Los parametros estudiados fueron: malos olores,

140



Soluciones nutritivas en la calidad de lechugas en 1V Gama

pardeamiento en el corte, pardeamiento en la superficie, textura, sabor y calidad visual
general. Se emplearon diferentes escalas hedonicas descritas en el capitulo III. Se otorg6 el
valor maximo de la escala cuando el parametro evaluado era el caracteristico del producto,
un valor intermedio cuando estaba al limite de la aceptacion y el minimo cuando era

inaceptable. Los resultados corresponden a la estacion de invierno.

3.4. Extraccion y cuantificacion de vitamina C

El contenido en vitamina C, como suma de los contenidos en acido ascorbico (AA)
y acido dehidroascorbico (ADHA), fue determinado siguiendo el protocolo de Gil y col.,
(1998b; 1999) con algunas modificaciones (Llorach y col., 2008). Se analizaron 20 uL del
extracto por HPLC (Merck-Hitachi, Tokio, Japdn). La separacion se llevo a cabo con una
columna C-18 (250 mm x 4 mm x 5 pum de tamafio de particula, LiChropher® 100,
Barcelona). En el capitulo III se describen los patrones, la fase moévil, la velocidad de flujo
y las longitudes de onda empleadas. Los resultados fueron expresados en mg por 100 g de

peso fresco y proceden de la media de datos de la estacion de invierno.

3.5. Extraccion y cuantificacion de compuestos fendlicos

Las muestras de lechuga IV Gama congeladas y posteriormente liofilizadas (0.5 g)
se homogeneizaron con una mezcla de MeOH/agua/acido formico (25:24:3, v:viv)
conteniendo NaF. El analisis por HPLC se realiz6 siguiendo la metodologia descrita por
Llorach y col. (2008). Las muestras (20 uL) se analizaron en un HPLC (bomba L-2130;
Merck-Hitachi, Tokio, Japén), acoplado a un detector ultravioleta-visible (UV-Vis, Merk-
Hitachi, L-2455) de longitud de onda variable y a un inyector (Merk-Hitachi L-2200). La
columna empleada fue una C-18 de fase reversa LiChropher 100 (250 mm x 4 mm; Sum de
tamafio de particula; LiChroCART 250-4, Damstadt, Alemania), usando como fase moévil
H,0/4cido formico (95:5, v/v) (A) y MeOH (B). El rango de elucién se describe en el
capitulo III, ademas de los patrones empleados para la identificacién y cuantificacion de
los compuestos fendlicos individuales. Los resultados fueron expresados en mg por 100 g

de peso fresco, y proceden de la media de datos de la estacion de invierno.

3.6. Analisis estadistico
Los datos de peso fresco, indice de madurez, contenido en materia seca y vitamina
C corresponden a la media de datos de la estacion de invierno y de verano. Sin embargo,

los datos del contenido fenolico, composicion gaseosa, malos olores, calidad visual y
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pardeamiento del borde se obtuvieron de las muestras recolectadas en invierno. El analisis
de la varianza (ANOVA) se realizd con un nivel de significancia de P < 0.05 Cuando se
observaron diferencias significativas, se realizo el test de Tukey’s usando el programa
estadistico PASW Statistics 18 de Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Cuando en el
contenido de compuestos fendlicos se observaron diferencias en ANOVA, se realizo el test

de Tukey’s honestly significant difference (HSD) con una P < 0.05.

4. RESULTADOS
4.1. Caracteristicas de calidad de la materia prima
La influencia de las soluciones nutritivas sobre el peso dependié del genotipo y de
la estacion de cultivo (Tabla 6.2). En todos los genotipos, el peso fue mayor en la
recoleccion de invierno, sin observarse diferencias entre soluciones nutritivas. Cuando la
lechuga trocadero se cultivd en invierno, el peso disminuy6 al aumentar la concentracion
ionica (409.3, 3523 y 3154 g para baja, media y alta concentracién ionica,

respectivamente) (Figura 6.1A).
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Figura 6.1. Influencia de las soluciones nutritivas (baja, media y alta concentracion idnica)
sobre el peso fresco (A) y el indice de madurez (B) de lechugas lollo rosso, hoja de roble y

trocadero cultivadas en verano e invierno.
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Tabla 6.2. Tabla ANOVA sobre la influencia de la solucion nutritiva, del genotipo y de la

estacion de cultivo en el peso fresco, indice de madurez, contenido en materia seca y en

vitamina C.
Peso Indice de Contenido en Contenido en
fresco madurez materia seca vitamina C (mg
(9) (%0) (%) 100g™ p.f.)

Solucion nutritiva (SN) ok ok ek oo
Genotipo (G) ok ok sk ok s
Estacion (E) e kk ook ook
SNxG ek ns ns ns
SN x E * 3k k * 3k % ns
GXxE sk ns * %
SNXGXE Hkk ns ns ek

ns, *, ** y #** diferencias no significativas o significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001,

respectivamente.

El indice de madurez fue influenciado por la estacién pero dependid del genotipo
(Tabla 6.2) (Figura 6.1B). Las diferencias de madurez fueron mas evidentes en los
genotipos rojos que en el genotipo verde. Debido a las altas temperaturas, las lechugas
presentaron mayor indice de madurez en verano. Sin embargo, la materia seca fue menor
en verano debido al ciclo de cultivo mas corto (33 frente a 96 dias en invierno). Los
genotipos rojos mostraron ligeramente mayor contenido en materia seca que el genotipo
verde trocadero (Figura 6.2A). Por otra parte, se observaron diferencias de textura entre
genotipos. Lollo rosso exhibié mayor textura sin diferencias entre soluciones nutritivas
(datos no mostrados). El contenido en vitamina C de las lechugas cultivadas bajo diferentes
soluciones nutritivas se muestra en la Figura 6.2B. Los genotipos rojos mostraron mayor
contenido de vitamina C. La proporcion de AA fue mayor frente a la de ADHA. El
contenido de AA entre soluciones nutritivas fue 56, 65 y 63 % para lollo rosso, hoja de
roble y trocadero, respectivamente. Las soluciones nutritivas influyeron de forma similar
en el contenido de vitamina C en los tres genotipos estudiados. Las lechugas pigmentadas
cultivadas con la concentracion idnica media presentaron el mayor contenido de vitamina

C, mientras que las cultivadas con la solucién nutritiva mas baja mostré un contenido
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menor. Sin embargo, en lechuga trocadero no se observaron diferencias entre soluciones

nurtitivas (Figura 6.2).
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Figura 6.2. Influencia de las soluciones nutritivas (baja, media y alta concentracion idnica)
sobre el contenido en materia seca (A) y vitamina C (B) de lechugas lollo rosso, hoja de

roble y trocadero cultivadas en verano e invierno.

Como era de esperar, el contenido en derivados del 4cido cafeico, flavonoles y
antocianos fue mayor en las lechugas de hoja roja que en el tipo verde trocadero, con
valores medios entre soluciones nutritivas de 345, 261 y 103 mg por 100 g en lollo rosso,
hoja de roble y trocadero, respectivamente. En general, el grupo de derivados del acido
cafeico fue el méas abundante, seguido por los flavonoides y finalmente por los antocianos
presente este Ultimo solo en los genotipos rojos. El contenido fendlico total e individual se
vio influenciado por las soluciones nutritivas y por el genotipo. La concentracion idnica
media present6 el mayor contenido fenolico en todos los genotipos estudiados (Tabla 6.3).
Esta misma tendencia se observo en los derivados de acido cafeico. Sin embargo, lollo
rosso fue el unico genotipo donde el contenido en flavonoides disminuyd cuando la
concentracion ionica aument6. En el caso de antocianos, no se encontraron diferencias

significativas entre soluciones nutritivas en las lechugas de hoja roja.

144



Soluciones nutritivas en la calidad de lechugas en 1V Gama

Tabla 6.3. Influencia de las soluciones nutritivas (baja, media y alta concentracion idnica)
en el contenido fenodlico individual y total de lechugas lollo rosso, hoja de roble y trocadero

cultivadas en invierno.

Genotipo Soluciones Derivados del Flavonoles  Antociano Fenoles
(G) nutritivas acido Caffico (mg100g™* s (Tg 100 totale_i (mg
(SN) (mg 100 g~ p.f.) p.f.) g pf) 1009~ p.f)
Lollo rosso Baja 159.5b 184.3a 31.1 374.8a
Media 227.1a 147.4ab 23.0 397.5a
Alta 139.4b 100.5b 21.4ns 261.3b
Hoja de Baja 116.6b 50.0b 15.0 181.7b
roble
Media 191.0a 118.6a 21.3 330.8a
Alta 137.3b 57.6b 12.2ns 270.1b
Trocadero Baja 77.7 6.3b - 84.0b
Media 99.3 21.4a - 120.7a
Alta 97.8ns 6.5b - 104.4ab
G o o ek k o
SN o o - o
G x SN o o s o

Los resultados corresponden a tres réplicas. Las letras de una misma columna para un
mismo genotipo representan diferencias significativas (P < 0.05) de acuerdo al test de HSD
(honestly significant difference). ns, *, ** y ***  diferencias no significativas o

significativas a P <0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente.

4.2. Calidad y vida util de lechuga IV Gama

No se observaron diferencias en los niveles de O, y CO, durante la conservacion
entre soluciones nutritivas. Los cambios observados solo fueron debidas al genotipo
(Figura 6.3A). Después de 8 dias de conservacion, lollo rosso presentd los niveles mas
altos de O, comparados con hoja de roble y trocadero (11.8, 0.4 y 0.0 kPa,

respectivamente) debido a su conservacion en MAP pasivo. Trocadero mostrd los niveles
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mas elevados de CO; que lollo rosso y hoja de roble (9.5, 6.1 y 4.5 kPa, respectivamente).
Durante la conservacion, los niveles de O, y CO, dentro de los envases de lollo rosso y
trocadero continuaron disminuyendo y aumentando, respectivamente sin alcanzarse el
equilibrio. Sin embargo, en los envases de hoja de roble se alcanz6 el equilibrio,
permaneciendo sin cambios el O, y el CO, hasta el final de la conservacion. La
composicion gaseosa generada dentro de los envases origin6 el desarrollo de malos aromas
(Figura 6.3A). En este sentido, trocadero present6d el mayor desarrollo de malos aromas,
alcanzando el limite comercial a dia 8 de conservacion, mientras que lollo rosso y hoja de
roble fueron valorados por encima del limite comercial. Sin embargo, entre dia 8 y 12 de
conservacion, los malos aromas aumentaron significativamente en los genotipos rojos y al

final de la conservacion permanecieron proximos al limite comercial (Figura 6.3B).
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Figura 6.3. Influencia de las soluciones nutritivas (baja, media y alta concentracion idnica)
en los cambios en la presion parcial de O, y CO; (kPa) (A) y en los malos olores (B) de
lechugas lollo rosso, hoja de roble y trocadero en IV Gama cultivadas en invierno y

conservadas 3 dias a4 °C y el resto a 7 °C.

La calidad visual de la lechuga IV Gama justo después del procesado fue excelente

en todos los genotipos (valores de 8 y 9) sin observarse diferencias entre las soluciones
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nutritivas (Figura 6.4A). El genotipo fue el principal factor que origino diferencias en la
calidad visual durante la conservacion. Como era de esperar, la calidad visual disminuy6
con los dias de conservacion, pero los genotipos rojos siempre mostraron mejor calidad
visual que el genotipo verde trocadero debido al rapido deterioro producido en los trozos
procedentes de las hojas exteriores. Por esta razon, la lechuga trocadero se valoré por
debajo del limite comercial a dia 8, finalizando su periodo de conservacion (Figura 6.4A).
Entre los dias 8 y 11, los genotipos rojos desarrollaron pardeamiento en la zona del corte
sobrepasando lollo rosso el limite comercial (Figura 6.4B). Después de 11 dias de
conservacion, las lechugas cultivadas con la concentracion idnica media presentaron mejor
calidad visual, principalmente por el menor desarrollo de pardeamiento en el borde. En el
caso de la lechuga trocadero no se observo pardeamiento debido a los bajos niveles de O,

durante la conservacion.
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Figura 6.4. Influencia de las soluciones nutritivas (baja, media y alta concentracion idnica)
en la calidad visual (A) y pardeamiento en el borde (B) de lechugas lollo rosso, hoja de
roble y trocadero en IV Gama cultivadas en invierno y conservadas 3 dias a 4 °C y el resto

a7°C.
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5. DISCUSION

En la produccion de lechugas, los cultivos sin suelo pueden tener algunas ventajas
como es la proteccion contra el viento y de otras condiciones climatoldgicas adversas,
ademds de programar mejor la fecha de recoleccion (Nicola y col., 2009). Cuando las
condiciones climatoldgicas son favorables el cultivo en campo abierto supone una ventaja
econOmica. Actualmente, es escasa la informacion que se disponible sobre la influencia del
cultivo sin suelo en campo abierto en la calidad visual de la lechuga en IV Gama. Las
condiciones de cultivo tales como los sistemas de produccion, el riego, la lluvia y la
fertilizacion influyen en la calidad de la materia prima llegando a modificar su
comportamiento fisiologico y la idoneidad para IV Gama (Cantwell y Kasmire, 2002). La
variabilidad de la materia prima sigue siendo un reto debido a que todos los factores pre y
postcosecha afectan a las caracteristicas de calidad incluyendo la composicion, la textura y
la vida util. Una produccion exitosa depende de la velocidad de crecimiento la cual esta
relacionada con la optimizacion de nutrientes. Se ha demostrado que el empleo de
soluciones nutritivas Optimas incrementa el rendimiento y la calidad de la lechuga
cultivada en sistemas sin suelo en invernadero (Cuppett y col., 1999; Yang y col., 2006;
Fallovo y col., 2009; seo y col., 2009). En nuestro estudio observamos que la sensibilidad y
la tolerancia a diferentes concentraciones idnicas dependen del genotipo. Los resultados
demuestran que los genotipos rojos fueron mas adecuados al cultivo sin suelo que el
genotipo verde trocadero debido a la elevada velocidad de crecimiento y al répido
deterioro después del corte, principalmente de los trozos de las hojas mas adultas. En
general, la concentracion i6nica media fue la mas adecuada, teniendo en cuenta algunas
caracteristicas como el peso y el contenido en vitamina C. Aunque algunos estudios
indican que un suministro éptimo de N, y P provoca un crecimiento mas lento y un indice
de area inferior de la hoja debido a la limitacion de la fotosintesis y de la expansion celular
(Hoque y col., 2010), nosotros no observamos ningin cambio ni diferencia entre las
distintas concentraciones. Ademas, algunos estudios sugieren una disminucion de la fuerza
y la rigidez de la lechuga al aumentar la aplicacion de N, (Newman y col., 2005).
Simmonne y col., (2001) recomendaron el uso de nitrato de calcio para mejorar la textura
de la lechuga, a pesar de no observar diferencias en el rendimiento entre las distintas
fuentes de N, empleadas. En nuestro estudio, no observamos cambios en la textura, ni en el
desarrollo de enfermedades y ni en el deterioro durante la conservacion entre las distintas
soluciones nutritivas empleadas, aunque las diferencias entre genotipos fueron importantes

(Dantuono y Neri, 2001; Hilton y col., 2009). Ademads, las condiciones climatolégicas,
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incluyendo la luz y la temperatura, influyeron de forma manifiesta las caracteristicas de
calidad respecto a algunos constituyentes. Debido a un ciclo de cultivo mas corto en
verano que en invierno (33 vs 66, respectivamente), el peso fresco y la materia seca fueron
menores, sin embargo, el indice de madurez fue mayor. Se conoce que la cantidad e
intensidad de luz recibida por el cultivo influye en el contenido de vitamina C (Lee y
Kader, 2000). La radiacion neta fue de 438 y 220 MJ/m® en verano e invierno,
respectivamente, aunque las horas de sol acumuladas fueron 374 y 529 en verano e

invierno, respectivamente.

El aumento en la CE de las soluciones nutritivas en cultivos de lechuga minihojas
provoco una reduccion del contenido de azucares debido al aumento de la tasa respiratoria
(Fallovo y col., 2009). En nuestro estudio, las concentraciones de O, y CO; no se vieron
influenciadas por las soluciones nutritivas en ningin genotipo. En lechuga iceberg se ha
descrito que al disminuir el aporte de N mejora la vida util de la lechuga (Poulsen y col.,
1995). Sin embargo, la lechuga IV Gama no present6 alteraciones durante su conservacion
por la aplicacion de diferente dosis de N», de acuerdo con Hilton y col., (2009). Se observo
una reduccion del pardeamiento en la zona de corte durante la conservacion en los
genotipos rojos cultivados bajo la concentracion i6nica media, debido probablemente al
mayor contenido en vitamina C y en compuestos fenolicos que ayudaron al control del
desarrollo de pardeamiento enzimatico. Lee y Kader (2000) sefalaron que existe una
correlacion entre el aporte de N, y el contenido en vitamina C en lechuga trocadero. Los
compuestos fitoquimicos en el que los compuestos fenolicos se incluyen, tales como los
derivados del acido cafeico, flavonoides, antocianos (Lee y Kader, 2000) y carotenos (Liy
col., 2010) de la lechuga son sintetizados durante el cultivo. Estos metabolitos secundarios
acttian como antioxidantes naturales para proteger a las plantas de condiciones ambientales
adversas, tales como la radiacion UV o las operaciones de procesado en IV Gama (Li y
col., 2010). Las lechugas pigmentadas mostraron mayor contenido en flavonoides y
derivados del acido cafeico que las lechugas de hoja verde (Llorach y col., 2008; Cantwell
y Kasmire, 2002). Esto podria estar relacionado con el mantenimiento de la calidad visual
después del corte y durante su vida tutil. Un sistema de cultivo capaz de aumentar los
compuestos antioxidantes en el vegetal es deseable debido a su efecto protector frente a
especies reactivas de oxigeno, mejorando la estabilidad de las membranas (Hodges y
Toivonen, 2008). Resultados similares fueron observados en otros estudios donde se

comparaba el cultivo sin suelo y el tradicional en los genotipos rojos (Tittonell y col.,
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2001). La eleccion de un sistema de cultivo apropiado no es tarea facil. Los agricultores
necesitan variedades resistentes a estreses bioticos y abioticos, garantizando a su vez un
alto rendimiento, una buena aptitud para la cosecha mecénica, cabezas de tamafio
uniforme, madurez uniforme y menores tasas de rechazo durante el procesado (Nicola y
col., 2004). Los productores demandan variedades de lechuga con tasas de respiracion y
actividades enzimadticas bajas, tolerantes al estrés como son las operaciones mecanicas
(lavado, seleccion, cortado y secado) (Nicola y col., 2004). Los genotipos rojos estudiados
son mas resistentes que el genotipo verde trocadero a las operaciones mecénicas, alargando

la vida util después del procesado.

6. CONCLUSIONES

Los sistemas sin suelo son recomendados debido al control nutricional de los cultivos,
permitiendo estandarizar los pardmetros de calidad de la materia prima del producto para
IV Gama. Las soluciones nutritivas aplicadas no originaron importantes cambios en las
caracteristicas de calidad de la materia prima, aunque dependié del genotipo y de la
estacion de cultivo. Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que los genotipos
rojos podrian ser mas adecuados para este sistema de produccion, bajo la solucion nutritiva
media. La accesibilidad de nutritientes y el rapido crecimiento en algunas variedades como
trocadero pueden acortar la vida 1til, en particular en verano debido al ciclo de cultivo mas
corto. El ajuste de nutrientes en el cultivo sin suelo es crucial considerando que las
condiciones climatologicas y el genotipo juegan un papel relevante en la calidad del

producto IV Gama.
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CAPITULO VII

1. RESUMEN

Se estudio la calidad y vida atil de la lechuga IV Gama cultivada en suelo (sistema
de produccion tradicional), y sin suelo (sistema de produccion innovador) en tres
genotipos: lechugas pigmentadas de los genotipos lollo rosso y hoja de roble y lechuga de
hoja verde del genotipo trocadero. Las lechugas se cultivaron en la misma finca al aire
libre y durante el mismo periodo de invierno. Las muestras cultivadas en suelo necesitaron
un mayor ciclo de cultivo que las muestras cultivadas sin suelo (102 y 63 dias después del
trasplante, respectivamente). Después de la recoleccion, la calidad visual de la lechuga IV
Gama de hojas rojas cultivadas sin suelo fue mejor que las cultivadas en suelo. Sin
embargo, en el genotipo verde, el sistema sin suelo proporciond peor calidad visual del
producto cortado que el de suelo. La lechuga tipo lollo rosso cultivada en el sistema sin
suelo presentd mayor contenido en compuestos fitoquimicos, incluyendo la vitamina C y el
contenido de compuestos fendlicos individuales y totales que la cultivada en suelo. Al final
de la conservacion, la lechuga IV Gama de lollo rosso y hoja de roble cultivadas en el
sistema sin suelo mostraron significativamente mayor contenido en vitamina C que las de
suelo. Ademas, se observo una correlacion entre el alto contenido en antioxidantes y el
mantenimiento de la calidad asi como con el control del desarrollo de pardeamiento en
lechugas IV Gama cultivadas sin suelo. Se observé que los sistemas sin suelo son mas
efectivos en el control de la contaminacién microbiana debido a una menor carga
microbioldgica inicial y a un crecimiento de la flora mas lento durante la conservacion. Al
final de vida util, el recuento microbiano del producto cultivado en suelo fue de 3y 1.5 log
ufc g™ superior para bacterias 4cido lacticas y coliformes totales, respectivamente, que las
cultivadas sin suelo. Los resultados mostraron que el material procedente del cultivo sin
suelo, como nuevo sistema de produccién, proporciond mejor calidad sensorial y

microbioldgica, aunque dependio del genotipo y de la época de cultivo.

2. INTRODUCCION
La lechuga (Lactuca sativa L.) es uno de los principales vegetales de IV Gama
tanto para la comercializacion en restaurantes de comida rapida y catering como para el
consumo en hogares. Con este proposito, la materia prima debe ser de calidad superior para
proporcionar durante todo el afio productos frescos cortados o en IV Gama de alta calidad,
incluyendo el desarrollo de cultivares especificos para mantener la homogeneidad de la
materia prima. La méxima calidad tras la recoleccion se puede lograr entendiendo y

gestionando los factores precosecha que influyen en la calidad de la materia prima y en la
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del producto en IV Gama (Crisoto y Mitchell, 2002). Sin embargo, los factores precosecha

a menudo interaccionan de forma compleja dependiendo de las caracteristicas del cultivar.

La lechuga es cultivada tradicionalmente en suelo, pero recientemente se estan
considerando otras técnicas alternativas de cultivo sin suelo. Son numerosos los sistemas
de cultivo sin suelo en todo el mundo, entre ellos; el New Growing System (NGS™),
Nutrient Film Technique (NFT™), aeropénico y los sistemas en bandejas de flotacién
(Johnson, 2008; Fallovo y col., 2009). Hay una amplia variacién entre sistemas en suelo y
sin suelo en términos de aportacion de nutrientes, tamafio de las parcelas, localizacion del
cultivo, condiciones ambientales y productividad. Estas variaciones de un sistema de
produccion a otro pueden afectar a la calidad de la materia prima y del producto procesado
en IV Gama. Los sistemas sin suelo son adecuados para ciclos de cultivo cortos y con alta
densidad de plantacién. A menudo se emplean para producciones de alto valor afiadido
como lechugas tipo “baby” o minihojas (Nicola y col., 2005). En estos sistemas, hay mejor
control de la nutricion de la planta, evitando a su vez la contaminacién del suelo
(FAO/WHO, 2008). Algunos estudios han evaluado la calidad de la lechuga cultivada en
sistemas sin suelo (Cupper y col., 1999; Tittonell y col., 2001; Hoque y col., 2001). Sin
embargo, los estudios que comparan la calidad postcosecha en los cultivos con y sin suelo
son limitados, particularmente en productos de 1V Gama. Los términos de calidad y vida
util que se aplican a los productos en IV Gama, no siempre se emplean de la misma manera
para la materia prima. Las caracteristicas microbioldgicas, sensoriales y nutricionales se
han descrito como criterios necesarios para la determinacion exacta de la vida util de frutas
y hortalizas en 1V Gama (Cantwell y Suslow, 2002). La importancia del contenido en
compuestos fitoquimicos en los alimentos vegetales esta despertando cada vez mas interés
entre productores y procesadores para satisfacer la demanda por parte de los consumidores
de productos con alto contenido en antioxidantes. Las practicas de cultivo estan
consideradas como factores claves que pueden influir en la contaminacion y exposicion de
patégenos humanos al consumidor (Suslow y col., 2003). En su mayor parte, las lechugas
se cultivan al aire libre, donde animales, pajaros e insectos pueden contaminar o bien se
pueden contaminar en el procesado o despues en la conservacion y transmitir patogenos al
hombre (Harris y col., 2002). Otro riesgo potencial para la contaminacion de la lechuga es
el suelo que puede estar contaminado con patdgenos y que pueden transmitirse a los
alimentos. La variabilidad en las practicas agricolas de produccion es un factor critico y es

necesario conocer la influencia de las mismas en la calidad microbioldgica del producto
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procesado. La lechuga recién recolectada contiene una flora microbiana natural, la cual no
es patdgena (FAO/WHO, 2008). Sin embargo, las lechugas IV Gama pueden albergar una
amplia variedad de microorganismos, incluso patdgenos ocasionales cuando se contaminan
durante alguna etapa en la pre o postcosecha (Beuchat, 2006). La lechuga IV Gama, de los
genotipos rojos, lollo rosso y hoja de roble, ha sido considerada en todo el mundo como
vehiculo para la transmisién de microorganismo causantes de enfermedades (Ackers y col,
1998; Hilborn y col, 1999.; Doyle y Erickson, 2008). La variabilidad en la calidad y
susceptibilidad microbiolégica de la lechuga IV Gama esta relacionada con las
caracteristicas del cultivar. Las enormes diferencias en la morfologia de la superficie, la
composicion de los tejidos y las actividades microbioldgicas ofrecen una amplia gama de
nichos ecoldgicos diversos para distintas especies o0 grupos microbianos (Beuchat, 2002).
Considerando los sistemas de produccién como un factor critico, en este estudio hemos
querido identificar si existen diferencias en la calidad y vida util del producto procesado en
IV Gama, entre variedades de lechuga verdes y rojas, cultivadas en suelo y sin suelo,
localizados en la misma area de produccion y recolectadas en el mismo estado de madurez.
Esto nos permitird conocer como afectan los sistemas de produccion a la calidad y
seguridad de los productos en 1V Gama cultivados durante la misma estacion. Este estudio
trata de identificar diferencias en la calidad sensorial y microbioldgica, asi como el
contenido en compuestos bioactivos como vitamina C y contenido en compuestos

fenolicos totales e individuales en tres genotipos de lechuga.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Material vegetal

Los genotipos de lechuga (L. sativa L.), rojas (lollo rosso cv Evasion y hoja de
roble cv Jamai) y verde (trocadreo cv Daguan) fueron cultivados en dos sistemas de
cultivo, suelo y sin suelo, en la misma ubicacion. La finca pertenece a la Fundacion
Ruralcaja la cual esta situada en Paiporta, Valencia (39° 3'N, 0° 3"W). El area dedicada al
cultivo en suelo comprende 600 m? en camas elevadas. Antes del trasplante, al suelo se le
aplicé 50 kg ha™* de HsPO, y 150 kg de K,SO4 asi como una solucién nutritiva con Mg,
Na*, K*, y Ca®* en el agua de riego (Tabla 7.1). El tamafio de particula del suelo fue de
59.3 % de arena, 18.0 % limo y 22.7 % de arcilla, clasificada como textura arcillo arenosa
(USDA Texture Soil Clasification, 1978). El color del suelo fue de 7.5 amarillo-rojo 4/6 de
acuerdo con el sistema estdndar Munsell (Soil Survey Division Staff, 1993). Las

caracteristicas del suelo se encuentran en la (Tabla 7.1). La densidad de plantacion fue de
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10 cabezas/m? espaciadas 0.3 m, incluyendo unas lineas de plantas en las orillas que no

fueron empleadas.

El 4rea dedicada al sistema sin suelo fue de 425 m?. La concentracién de nutrientes
de la solucién nutritiva se muestra en la Tabla 7.1. La conductividad eléctrica (CE) de la
solucién nutritiva fue de 1.9 dS m™ y el pH de 6.5. Para la preparacion de las soluciones
nutritivas se empleé agua destilada. Para el desarrollo del sistema NGT™ se emple6 una
instalacion hidropdnica (Patente no. 2 221 636/7), explicada en el capitulo anterior. El
espacio entre plantas fue de 0.3 m% Cada bloque consisti6 en seis lineas de 12 m,
conteniendo 40 plantas por linea (Fotografia 7.1B). Al igual que en suelo, la superficie

dedicada a cada cultivo fue similar para los tres genotipos (Fotografia 7.1A).

rrvrey AR

Fotografia 7.1. Plantacion del cultivo en suelo (A) y sin suelo (B).
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Tabla 7.1. Composicion del suelo y de la solucién nutritiva del sistema sin suelo.

pH
CE (dSm™)
Soluble-CI
Mg?*
Na*
K
Ca2+
NH,"
NO3
HCOg3
H,PO4
SO,
CIC (cmol kg™
COT (g kg™ p.s.)
N kj (g kg™ p-s.)
P-disponible (g kg™ p.s.)
K-disponible (g kg™ p.s.)

CaCOs (g kg™ p.s.)

Composicion del suelo

8.43
0.17
0.02

1.39@

0.14@

0.83®

7.10@

9.45
12.9
1.10
0.44

3.23

196.40

Solucion nutritiva

6.55

1.90

2.96

1.48

231

5.03

4.05

1.14

10.05

0.47

1.55

2.48

Los valores de suelo estan expresados en: macronutrientes (g/kg), cationes de intercambio
y aniones solubles (cmol/kg). Los valores de la solucion nutritiva son expresados en:
mmol/L. ®cationes de intercambio. CIC, Capacidad de intercambio cati6nico, COT,

Carbono organico total, p.s. peso seco.
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El disefio de los bloques con tres réplicas se realizo al azar en los dos sistemas de
cultivo. La siembra de las semillas se realizd en un invernadero en bandejas de plastico y
fueron trasplantadas tras 30 dias. La recoleccion se llevé a cabo 63 dias en el sistema sin
suelo y 102 dias en el sistema en suelo. Tras estos ciclos se alcanzo el peso minimo
requerido para cada genotipo, 180 g en lollo rosso y hoja de roble y 300 g en trocadero, de
acuerdo con las especificaciones comerciales de materia prima para IV Gama. Se
recolectaron 30 cabezas por bloque, con un total de 90 por genotipo y condicion de cultivo.
Las hojas exteriores se eliminaron imitando las operaciones comerciales. Después de la
recoleccion, las muestras se transportaron refrigeradas (200 km) al CEBAS-CSIC (Murcia)
donde se conservaron 24 ha 4 °Cy 70 % de HR en oscuridad. Para la caracterizacion de
las muestras, el dia de procesado se midié el peso, la anchura y el indice de madurez dado
por la longitud del tallo/longitud total de cabeza de 25 cabezas, asi como la materia seca, la

textura y el contenido en compuestos fenolicos totales e individuales.

3.2. Condiciones de procesado, envasado y conservacion

Las condiciones de procesado fueron las descritas en el capitulo Ill. Para el
envasado se empled una envasadora vertical (modelo Etna 280-X, Ulma, Ofati) y un
plastico de polipropileno (PP) (Amcor Flexibles, Bristol, GB) con una permeabilidad al O,
de 2.63pmol s™m? Pa™y de 9.84 pmol s* m? Pa™ al CO, a7 °C y 97 % de HR. El tamafio
del envase fue de 230 x 320 mm. El genotipo lollo rosso (125 g) se envaso en aire creando
una atmosfera modificada pasiva como consecuencia de la tasa respiratoria del producto y
la permeabilidad de la pelicula plastica. Los genotipos hoja de roble (125 g) y trocadero
(200 g) se envasaron en atmdsfera MAP activa creada por inyeccion de N, para reducir la
concentracion de pO, al 0.5-2 kPa, aproximadamente. La eleccion de la atmosfera de
conservacion se realizé siguiendo especificaciones comerciales para cada genotipo. Todas

las muestras se conservaron 3 dias a 4 °C y el resto a 7 °C en oscuridad.

La caracterizacion de las muestras se realiz6 el dia de procesado para lo cual se
midid el peso fresco de cabeza, la longitud de cabeza, la longitud de espigon, el contenido

en materia seca y la textura, de acuerdo con la metodologia descrita en el capitulo Il1.

Los analisis realizados en este estudio junto con el andlisis estadistico de los datos

se llevaron a cabo segun lo especificado en el capitulo Ill. Para el analisis de gases se
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empled 1ml de muestra del espacio de cabeza de los envases almacenados 7, 9 y 11 dias en
los cultivos en suelo y de 8 y 11 dias en las muestras sin suelo, junto con la evaluacién
sensorial. La determinacion de vitamina C se realiz6 inicialmente y tras 8 dias de
conservacion, sin embargo, la medida de la calidad microbioldgica se llevé a cabo antes y

después del lavado asi como tras 8, 9 y 11 dias de conservacion.

4. RESULTADOS
4.1 Caracteristicas fisioldgicas de los genotipos rojos y verdes de lechuga cultivados
en sistemas de produccion en suelo y sin suelo.

Los sistemas de cultivo mostraron diferencias significativas en el peso de las
cabezas, con un comportamiento diferente dependiendo del genotipo (Figura 7.1). Las
cabezas de lechuga de hoja de roble y trocadero cultivadas en suelo alcanzaron mayor peso
que las cultivadas en el sistema sin suelo. Sin embargo, el genotipo lollo rosso cultivado
sin suelo mostro significativamente mayor peso que las cultivadas en suelo. No se
observaron diferencias en el indice de madurez entre los sistemas de cultivo para los
genotipos estudiados (Figura 7.1). Este hecho permitié comparar el efecto de los sistemas
de cultivo en el producto IV Gama, sin considerar las fechas de plantacion. Hoja de roble
fue el Unico genotipo donde la textura mostro diferencias significativas entre los sistemas
de cultivo (Figura 7.1). La firmeza del cultivo en suelo fue mayor que en la de sin suelo.
Ademas, el contenido en materia seca de los genotipos rojos cultivados en suelo fue
significativamente mayor que los cultivados sin suelo, excepto en el genotipo verde
trocadero que no mostrd diferencias en la materia seca entre los distintos sistemas de

cultivo estudiados (Figura 7.1).
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Figura 7.1. Peso fresco (A), indice de madurez (B), textura (C) y contenido en materia
seca (D) de lollo rosso, hoja de roble y trocadero cultivados en sistema sin suelo y en
suelo. Las barras son la media de 25 cabezas en peso e indice de madurez, 25 réplicas para

textura y 5 réplicas para el contenido en materia seca.

4.2. Calidad y vida util de lechugas rojas y verdes en IV Gama cultivadas en sistema
en suelo y sin suelo.
4.2.1 Composicion del espacio de cabeza

No se observaron diferencias en la composicion gaseosa de lollo rosso en IV Gama
entre las muestras cultivadas en suelo y sin suelo (Figura 7.2). La concentracion inicial de
O (21 kPa) disminuy6 y la de CO, aumentd en la misma proporcion, sin alcanzarse el
equilibrio después de 11 dias de conservacion en MAP pasiva. Sin embargo, se observaron
diferencias entre los niveles de O, y CO; en hoja de roble y trocadero cultivados en suelo y
sin suelo durante la conservacion en MAP activa (Figura 7.2). Las lechugas IV Gama de
hoja de roble y trocadero cultivadas sin suelo mostraron niveles mas altos de CO, que las

cultivadas en suelo. Los niveles iniciales de oxigeno (1.5 kPa) dentro del envase de hoja de
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roble en IV Gama cultivada sin suelo disminuyeron significativamente (0.3 kPa) a los 8
dias, comparados con los niveles en suelo (1.5 kPa a los 7 dias). En lechuga trocadero 1V
Gama, sin embrago, los niveles de O, fueron similares para ambos sistemas de cultivo (0.1
kPa a los 7dias) (Figura 7.2).
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Figura 7.2. Cambios en la presion parcial de O, y CO, (pO, y pCOy) del espacio de cabeza
en los envases de lechugas lollo rosso, hoja de roble y trocadero IV Gama cultivadas en
distintos sistemas de produccion, en suelo y sin suelo durante 4 diasa 4 °C y el resto a 7
°C.

4.2.2. Andlisis sensorial

La calidad visual general inicial de los genotipos rojos (lollo rosso y hoja de roble)
cultivados sin suelo fue significativamente mejor que los cultivados en suelo, sin
observarse diferencias en el genotipo verde trocadero (Figura 7.3A). La calidad visual
disminuyé durante la conservacion pero los genotipos rojos cultivados sin suelo
presentaron mejor calidad visual que cultivados en suelo. Por el contrario, la lechuga en IV
Gama trocadero cultivada en suelo presenté mejor calidad visual que sin suelo. Después de
8 dias de conservacion, la calidad visual de trocadero cultivado sin suelo estuvo en el
limite comercial (valor=5), mientras que las cultivadas en suelo mantuvieron mejor la
calidad visual. Los niveles altos de pO, durante la conservacion en lollo rosso conservado
en MAP pasiva no controlaron el desarrollo de pardeamiento en el borde y después de 8
dias, se observé un pardeamiento moderado, particularmente el cultivado en suelo (Figura
7.3B). La lechuga hoja de roble cultivada en suelo desarrollo un pardeamiento severo
comparado con las cultivadas sin suelo, a pesar de ser conservadas en atmodsfera
modificada activa (Figura 7.3B). La causa fue la pérdida de calidad visual después de 8

dias de conservacion, estando por debajo del limite comercial. En el caso de la lechuga
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trocadero, no se observé desarrollo de pardeamiento en ambos sistemas de cultivo debido a
los niveles bajos de O, durante la conservacion. El principal motivo de la pérdida de
calidad en trocadero fue el deterioro de las hojas exteriores y los malos olores tanto en los
cultivos en suelo como en los sin suelo. Las condiciones de cultivo no afectaron otros

parametros estudiados como el pardeamiento en la superficie y el sabor (datos no

mostrados).
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Figura 7.3. Influencia de los sistemas de produccién en suelo y sin suelo en la calidad
visual (A) y el pardeamiento (B) de lechuga IV Gama lollo rosso, hoja de roble y trocadero
conservada durante 4 dias a 4 °C y el resto a 7 °C. Los valores son media de 3 réplicas y la
desviacion estandar. Para un mismo tiempo de conservacion, las letras distintas indican

diferencias significativas.

4.2.3. Vitamina C

El contenido en acido ascorbico (AA) fue similar o ligeramente superior al de acido
dehidroascorbico (ADHA) en los genotipos rojos y verde. A dia 0, lollo rosso fue el tnico
genotipo que mostré mayor contenido en vitamina C cuando las muestras fueron cultivadas
sin suelo (Figura 7.4). Después de 8 dias de conservacion, el contenido en vitamina C en

lollo rosso disminuy6 ligeramente, pero se mantuvo mejor en las muestras cultivadas sin
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suelo. Durante la conservacion, el contenido en vitamina C en lechuga hoja de roble

cultivada sin suelo aumentd, aumentado las diferencias entre ambos sistemas de cultivo.
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Figura 7.4. Influencia de los sistemas de produccion en suelo y sin suelo en el contenido
en vitamina C medido como &cido ascérbico (AA) y acido dehidroascérbico (ADHA) de
lechuga IV Gama lollo rosso, hoja de roble y trocadero conservada durante 4 dias a 4 °C y
el resto a 7 °C. Las barras representan la media de 3 réplicas y la desviacion estandar. Para
un mismo tiempo de conservacion, letras distintas indican diferencias significativas. Ns:

sin diferencias significativas.

4.2.4. Cambios en el contenido fendlico

El contenido fenolico en los genotipos rojos cultivados en suelo y sin suelo fueron
de 355y 338 mg por 100 g de peso fresco en lollo rosso y hoja de roble, respectivamente y
de 114 mg por 100 g en trocadero. Se observd que lollo rosso cultivado sin suelo
presentaba un mayor contenido que el cultivado en suelo, mientras que no se observaron
diferencias entre los sistemas de cultivo en las lechugas hoja de roble y trocadero (Figura
7.5). Los derivados del acido cafeico fueron el principal grupo fendlico en ambos
genotipos, seguido de los flavonoles y los antocianos, identificados estos ultimos en los
genotipos rojos. El contenido de antocianos en los cultivos en suelo y sin suelo fue de 19 y

26 mg por 100 g en lollo rosso y hoja de roble, respectivamente.
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Figura 7.5. Influencia de los sistemas de produccion en suelo y sin suelo sobre el
contenido fenolico de lollo rosso, hoja de roble y trocadero tras el procesado en IV Gama.
Los valores representan la media de 3 réplicas. Letras distintas indican diferencias
significativas. Ns: sin diferencias significativas.

4.2.5. Cambios en la calidad microbiolégica

La poblacion inicial de bacterias aerobias mesdfilas en las lechugas cultivadas en
suelo fue de 0.9 log ufc g*. Este recuento fue superior al recuento en las muestras
cultivadas sin suelo para los tres genotipos. Despues del lavado, el recuento de mesofilos
iniciales disminuy6 en todos los genotipos estudiados (0.3-1.6 log ufc g™*) sin diferencias
entre ambos sistemas de cultivo (Figura 7.6). Durante la conservacion, el recuento de
mesdéfilos aumento significativamente (P < 0.05) en ambos condiciones de cultivo y para

los tres genotipos (Figura 7.6).

La poblacion inicial de levaduras y hongos filamentosos en muestras no lavadas
cultivadas en ambos sistemas presentaron recuentos similares en un rango de 4.0 a 4.6 log
ufc g™* en todos los genotipos (Figura 7.6). Después del lavado, el recuento de levaduras y
hongos filamentosos disminuyé 1-1.5 log ufc g*, aunque no se observaron diferencias
significativas entre los dos sistemas de cultivo. Durante la conservacion, el recuento de
levaduras y hongos filamentosos en la lechuga IV Gama aumentd ligeramente en los

genotipos rojos, alcanzando la misma carga microbioldgica al final de la conservacion,
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mientras que en la lechuga trocadero no se observaron cambios entre los sistemas de

cultivo (Figura 7.6).
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Figura 7.6. Influencia de los sistemas de produccién en suelo y sin suelo en el recuento de
mesofilos, levaduras y hongos filamentosos, bacterias &cido lacticas y coliformes totales de
lechuga IV Gama lollo rosso, hoja de roble y trocadero conservada durante 4 dias a 4 °C y
el resto a 7 °C. Los valores representan la media de 3 réplicas y la desviacion estandar. Las

letras distintas indican diferencias significativas. Ns: sin diferencias significativas.

La poblacion de bacterias acido lacticas (LAB) en muestras sin lavar fue

significativamente superior en lechugas cultivadas en suelo que sin suelo (3.1 £ 0.1y 0.6
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+0.3 log ufc g™, respectivamente) para los tres genotipos. Después del lavado, el recuento
de las muestras en suelo disminuy6 2.8 log ufc g™ alcanzando valores cercanos al limite de

deteccion (< 50 ufc g™).

Durante la conservacion, se observé un aumento en las LAB en las lechugas
lavadas cultivadas en suelo, alcanzando niveles similares a las lechugas sin lavar para los
tres genotipos. Sin embargo, durante la conservacion se observé un menor recuento de
LAB en las lechugas IV Gama cultivadas sin suelo comparado con las cultivadas en suelo.
Se observaron diferencias significativas en el recuento de LAB, alcanzando recuentos 3 log
ufc g™ superiores en las muestras cultivadas en suelo con respecto a las cultivadas sin
suelo, para los tres genotipos estudiados. Los niveles de LAB no alcanzaron las

especificaciones de Debevere (1996) empleadas para la determinacién de la vida util.

Los coliformes totales en lechuga IV Gama sin lavar cultivadas en suelo fueron
significativamente mayores (3.9, 2.9, 2.1 log ufc g™ en lollo rosso, hoja de roble y
trocadero, respectivamente) con respecto a las lechugas cultivadas sin suelo (1.2 + 0.1 log
ufc g™) (Figura 7.6).

Durante el lavado se observd una disminucion mas importante en lechugas IV
Gama cultivadas en suelo (1.8, 1.2, 2.1 log ufc g™* en lollo rosso, hoja de roble y trocadero,
respectivamente) comparadas con las cultivadas sin suelo (1.3, 0.6 y 0.1 log ufc g™* en lollo
rosso, hoja de roble y trocadero, respectivamente). El recuento de coliformes totales
presentd diferencias significativas entre los sistemas de cultivo en lollo rosso y trocadero,
mientras que en hoja de roble no se observardn diferencias significativas (Figura 7.6). Los
valores de coliformes fecales y Listeria spp. fueron inferiores al limite de deteccion.

5. DISCUSION
Las condiciones de cultivo son importantes para mantener la calidad de la lechuga
en IV Gama. El contenido en nutrientes es uno de los aspectos méas importantes para el
éxito de la produccion vegetal. Desde esta perspectiva, los sistemas sin suelo representan
una practica agricola importante, porque permiten el control preciso de la nutricién de la
planta mejorando el rendimiento de los vegetales de hoja (Nicola y col., 2005). De acuerdo
con nuestros resultados, para alcanzar el mismo estado de madurez, el ciclo de cultivo en

invierno en suelo fue mas largo que en el cultivo sin suelo (102 vs 63 dias). Por el
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contrario, en primavera se observé un ciclo similar de cultivo entre ambos sistemas. Sin
embargo, no se pudo estudiar la calidad visual de la lechuga en IV Gama por falta de

acogollamiento del corazén de la lechuga cultivada en el sistema sin suelo.

En este estudio, el periodo de crecimiento corto en los sistemas sin suelo en
invierno permitié reducir el deterioro ocasionado por las condiciones climatoldgicas
adversas. La informacion que nos permite conocer las condiciones de cultivo sin suelo que
afectan a la calidad y seguridad de la lechuga IV Gama es limitada respecto a la
informacion que existe del cultivo en suelo. En este estudio fue posible la comparacién de
los sistemas en suelo y sin suelo porque ambos se realizaron en la misma finca
experimental al aire, durante la misma estacion y con el mismo estado de madurez para los
tres genotipos. Al controlar estas variables, nos permitieron centrarnos en el efecto del
sistema de cultivo “en suelo vs sin suelo”. Se estudiaron lechugas rojas y verdes para
evaluar si influye el genotipo en el sistema de produccion. Ademas comparamos, los
sistemas sin suelo en campo abierto y en invernadero. Sin embargo, no se pudo completar
el estudio en invernadero debido a la falta de acogollamiento en lechuga trocadero y falta
de color en los genotipos rojos, ademas del desarrollo de enfermedades como la presencia

de tib burn en todos los genotipos.

La influencia de las préacticas agricolas en la calidad postcosecha es poco conocida.
El pardeamiento en la zona de corte es el principal factor en la pérdida de calidad de la
lechuga IV Gama (Lopez-Galvez y col., 1996; Kim y col., 2005). En nuestro estudio, el
desarrollo de pardeamiento se impidié en lechuga trocadero en IV Gama debido al bajo

nivel de O, en el espacio de cabeza (< 1 kPa).

Sin embargo, el pardeamiento desarrollado en las muestras de lechuga IV Gama
lollo rosso y hoja de roble cultivadas en suelo, se considero significativamente visible y
afect6 negativamente a la calidad del producto. En muestras de hoja de roble conservadas
en atmosfera activa se observaron diferencias en el pardeamiento entre cultivos en suelo y
sin suelo, debido al descenso de los niveles O, por debajo de 1 kPa a partir de 7 dias en las
muestras cultivadas sin suelo. En el caso de lechugas IV Gama lollo rosso, la
concentracion de O, fue muy elevada (13 kPa a los 7 dias) para prevenir eficazmente el
pardeamiento y los niveles de CO, también moderados (5.2 kPa) como consecuencia de la

conservacion en atmosfera pasiva. Lipton (1978) observé que solo niveles de CO, > 7.5
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kPa retrasaron efectivamente e incluso evitaron el pardeamiento en la superficie del corte,
independientemente de la concentracion de O,. El control del pardeamiento en lechugas IV
Gama lollo rosso y hoja de roble cultivadas sin suelo pudo ser debido en parte, al alto
contenido en compuestos antioxidantes. Observamos un alto contenido en compuestos
fenolicos como antocianos y flavonoides, particularmente en los genotipos rojos, de
acuerdo con estudios anteriores (Nicolle y col., 2004; Llorach y col., 2008). Estos
compuestos junto con la vitamina C juegan un papel importante en la resistencia de la
planta y la adaptacion al estrés medioambiental en la lechuga (Oh y col., 2009). En nuestro
estudio, observamos dicha funcion durante la conservacion aumentando significativamente
el contenido en vitamina C en lechuga hoja de roble cultivada sin suelo. Oh y col. (2009)
describieron la activacion del metabolismo secundario y la proteccién de los antioxidantes
cuando se transfirio lechuga de un ambiente protegido a condiciones normales de cultivo.
Los sistemas de cultivo sin suelo empleados en este estudio son aconsejables debido al
incremento del contenido en antioxidantes, especialmente en los genotipos rojos, ademas
del aumento de las propiedades saludables del vegetal y la proteccion frente a las etapas de

procesado y conservacion de los productos de IV Gama (Hodges y Toivonen, 2008).

La preocupacion por la posible contaminacién de lechuga debido a su consumo en
crudo ha aumentado, ya que no se incluye ningln proceso que sea microbiolégicamente
letal. Esta preocupacion esta justificada por la produccién intensiva de lechuga la cual esta
definida como de riesgo elevado (Franz y col., 2008). El contacto directo de la lechuga con
el suelo aumenta el riesgo microbioldgico incrementando la poblacion microbiana.
Consecuentemente, los cultivos sin suelo pueden mejorar el rendimiento y la calidad
microbioldgica de la lechuga (Fallovo y col., 2009). En nuestro estudio, comprobamos que
el sistema sin suelo aporta una mejor calidad higiénica lo que le permite ser empleado
como alternativa al cultivo tradicional, evitando la contaminacion microbiana obteniendo

recuentos de coliformes inferiores.

Estudios recientes sugieren que la internalizacion de E. coli O157:H7 desde el
medio hidropdnico contaminado es mayor comparado con la internalizacion de patogenos
procedentes de suelo contaminado (Sharma y col., 2009). Por lo tanto, un requerimiento
principal de estos sistemas de cultivo es el mantenimiento de la calidad del agua, mediante
el control higiénico de las soluciones nutritivas y de los sistemas de riego y recirculacién

(FAO/WHO, 2008). Del mismo modo, el riego y las precipitaciones favorecen la
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transferencia de particulas del suelo a la lechuga (Abu-Hamdeh y col., 2006). Guias
generales de alimentos seguros como es “La guia para minimizar los riesgos
microbioldgicos de frutas y hortalizas” (FDA, 1998) no han tenido en cuenta la seguridad
alimentaria en la produccion de lechuga y otras hortalizas de hoja con los sitemas de
produccion mediante técnicas sin suelo. Los sistemas sin suelo se han descrito como
alternativa para el cultivo de lechuga de IV Gama debido a su bajo recuento de

enterobacterias (Scuderi y col., 2011), en consonancia con nuestros resultados.

6. CONCLUSIONES
Los sistemas de cultivo sin suelo en campo abierto pueden ofrecer beneficios para la
produccion de lechugas ya que mejora la calidad de la materia prima y por lo tanto, la del
producto en IV Gama. En general, el sistema alternativo sin suelo puede incrementar los
compuestos bioactivos y reducir el riesgo microbiolégico. En este estudio, observamos que
el sistema sin suelo puede ser mas adecuado para el cultivo de determinados genotipos y
determinadas épocas del afio, atendiendo a la vida util tras el corte. Por lo tanto, para
asegurar la vida de la lechuga tras el procesado en IV Gama, es necesario combinar el

sistema de produccion adecuado y la eleccion de variedades adecuadas.
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INFLUENCIA DEL EXCESO DE
RIEGO EN LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA RELACIONADA CON
LA CALIDAD, PARDEAMIENTO Y
METABOLISMO FENOLICO DE
LECHUGA ICEBERG IV GAMA

Luna, M.C., Tudela, J.A., Martinez-Sanchez, A., Allende, A., Marin, A., Gil, M.I.,
2012. Long term deficit and excess of irrigation influences quality and browning related
enzymes and phenolic metabolism of fresh-cut iceberg lettuce (Lactuca sativa L.).

Postharvest Biol. Technol., 73, 37-45.



CAPITULO VIII

1. RESUMEN

Se estudi6 la influencia de cinco tratamientos de riego por goteo (50 % exceso,
25 % exceso, control, 25 % déficit y 50 % déficit) en la calidad y vida 1til de lechuga
iceberg (Lactuca sativa L.) entera y en IV Gama en 6 recolecciones durante tres afios
consecutivos. Para evitar las diferencias climatoldgicas entre recolecciones, se
considerd la lluvia y la evapotranspiracion del vegetal (ETc) durante el cultivo. El agua
total aplicada se calculd considerando los tratamientos de riego + lluvia - ETc. Para
poder interpretar los datos, se establecieron cuatro regimenes de riego R1 (0-100), R2
(101-200), R3 (201-300) y R4 (301-400) mm, independientemente del momento del
cultivo y de las lluvias. En el momento de la recoleccion, las lechugas sometidas a
mayor aporte hidrico presentaron menor peso, menor conductividad eléctrica del tejido,
menor materia seca y un estado de madurez mas avanzado. Ademas, el producto
procesado presentd peor calidad visual y desarrolld6 malos olores. Sin embargo, el
desarrollo de pardeamiento en el borde fue controlado por la atmdsfera modificada
(MAP) en todos los regimenes. Cuando el tejido vascular fue conservado en aire, los
distintos regimenes de riego causaron respuestas diferentes de las actividades
enzimadticas tales como fenilalanina amonio-liasa (PAL), polifenol oxidasa (PPO),
peroxidasa (POD) asi como en el contenido de compuestos fenolicos totales e
individuales. El andlisis del tejido vascular del régimen de mayor aporte de agua
presentd 17 veces mas actividad PAL. Ademas, el desarrollo de pardeamiento aumentd
al aumentar la actividad PPO y el porcentaje de PPO activa, en particular con el mayor
aporte de riego. A dia 2, los compuestos fendlicos y en particular los derivados cafeicos
mostraron un gran aumento, principalmente las muestras menos regadas, debido a la
baja actividad PPO y por lo tanto, al menor consumo de compuestos fenodlicos por parte

de la PPO. La actividad POD no vari6 con los distintos regimenes de agua.

2. INTRODUCCION
La disponibilidad de agua se ha convertido en un factor limitante en muchas
areas de produccion de lechuga lo que ha provocado un aumento en el nimero de
estudios sobre su gestion, especialmente en los climas aridos como el oeste de EE.UU. y
Espana. Sin embargo, en otros casos, la aplicacion de agua de riego supera las
necesidades del cultivo, debido al bajo precio del agua en relacién con el valor de la
cosecha (Gallardo y col., 1996). Una mejora en el uso del agua requiere un mejor

conocimiento del riego. Sin embargo, es necesaria una informacioén mas detallada sobre
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los cambios estacionales en el crecimiento de la lechuga y en sus necesidades de agua,

asi como en el rendimiento y en las caracteristicas de calidad.

En el caso de la lechuga IV Gama, las caracteristicas de calidad de la materia
prima deberian ser definidas en las especificaciones. Sin embargo, poco se conoce sobre
la influencia de las practicas agrondmicas, en particular, las dosis de riego en las
caracteristicas de calidad del producto IV Gama. El objetivo principal de los
productores de lechugas para IV Gama, es la obtencion de un producto con una vida util
larga tras el corte. Sin embargo, la variabilidad en la vida 1til a lo largo de las distintas
estaciones, hace que las practicas agricolas, incluyendo el riego, sea uno de los factores
mas importantes que influyen en la calidad de la materia prima y en la vida 1til del

producto procesado.

Un riego adecuado influye positivamente en el rendimiento y en la uniformidad
del cultivo, ademas de afectar al contenido fitoquimico del tejido vegetal y a la
respuesta de los enzimas relacionados con el pardeamiento. Algunos estudios indican
que las dosis de riego pueden afectar de forma positiva, negativa o no afectar al
contenido fitoquimico y a los atributos de calidad (Crosby y col., 2008). El contenido de
algunos fitoquimicos esta relacionado con el tamafio y el estado de madurez del vegetal,
ademas de la dosis de riego aplicada durante el cultivo. Sin embargo, la relacion entre el
riego y el contenido en fitoquimicos es muy dificil de explicar. Es evidente que los
compuestos antioxidantes juegan un papel importante en la adaptacion frente al estrés
abidtico como es el déficit hidrico (Dixon y Paiva, 1995). Un elevado numero de
compuestos antioxidantes son metabolitos secundarios producidos por las plantas en
respuesta a determinados estreses, incluyendo una amplia gama de compuestos
fendlicos simples y complejos, derivados principalmente de la via de los
fenilpropanoides (Mittler, 2002; Oh y col., 2009). El enzima clave en la ruta de los
fenilpropanoides es la fenilalanina amonio-liasa (PAL; EC 4.3.1.5). En muchas especies
vegetales un estrés ambiental desencadena un aumento de la actividad PAL (Keles y
Oncel, 2002). Ademas, los dafios causados por ejemplo por el cortado, fragmentacion o
ruptura en la lechuga aumentan la actividad PAL (Ke and Saltveit, 1989; Peiser y col.,
1998). Tras la induccion de la actividad PAL provocada por un dafio, contintia la
acumulacion de compuestos fendlicos como el acido clorogénico, acido isoclorogénico

y acido dicafeoil tartarico relacionados con el pardeamiento en lechuga (Tomaés-

171



CAPITULO VIII

Barberan y col., 1997). Estos compuesto fenolicos son sustratos naturales de enzimas
oxidativos como la polifenol oxidasa (PPO; EC 1.11.1.7) y la peroxidasa (POD; EC
1.11.1.7) que originan quinonas, las cuales polimerizan originando los pigmentos
pardos que conocemos como pardeamiento (Richard-Forget y Gauillard, 1997). Uno de
los mayores problemas de la lechuga IV Gama es el pardeamiento en el corte, el cual es
un factor limitante de su vida util debido a la pérdida de calidad visual (Bolin y Huxsoll,
1991; Couture y col., 1993). La susceptibilidad al pardeamiento, asi como los atributos
bioquimicos y fisiologicos relacionados con la calidad y la vida 1til de las lechugas
recién cortadas han sido previamente estudiados (Couture y col, 1993; Heimdal y col.,
1994; Castaner y col., 1999; Cantos y col., 2001). En este sentido, no existe un acuerdo
respecto a la contribucion de las actividades enzimaticas PAL, PPO y POD en el
desarrollo de pardeamiento durante la conservacion. Son escasos los estudios que
abordan la influencia del riego controlado (ej. déficit y exceso) a largo del cultivo en la

calidad de la lechuga IV Gama.

El objetivo del presente estudio fue el conocer la influencia de 5 tratamientos de
riego (el tratamiento control basado en la capacidad de campo (CC), 2 dosis de exceso
(+50 % y +25 %) y 2 dosis de déficit (-25 % y -50 %) durante el cultivo de lechuga
iceberg y su relacion con 1) la calidad de la materia prima y la del producto IV Gama y
2) el pardeamiento relacionado con las actividades de los enzimas PPO, PAL, POD y el
metabolismo fendlico del tejido vascular. Los resultados obtenidos de los 5 tratamientos
correspondieron a 6 fechas de recoleccion diferentes, durante 3 afios consecutivos,
agrupados en 4 regimenes de riego R1 (0-100), R2 (101-200), R3 (201-300) y R4 (301-

400) mm para minimizar la influencia de las condiciones climatologicas.

3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Condiciones de cultivo

La lechuga iceberg (Lactuca sativa L.) mas empleada en la industria de IV
Gama fue la seleccionada para este estudio. El manejo del cultivo lo llevo a cabo la
empresa productora y procesadora Primaflor S.A.T. en Pulpi (Almeria). El clima
mediterraneo tipico de esta zona es de inviernos suaves. Durante los ensayos, la
temperatura maxima y minima fue de 22 °C y 11 °C, respectivamente. El tamafo de
particulas del suelo de cultivo fue de 68 % arena, 14 % de limo y 18 % de arcilla,

correspondiente a un suelo franco arenoso (USDA, Textural Soil Classification, 1987).
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El 4rea total cultivada fue de 1080 m?% 216 m”® por tratamiento de riego. Después de 5
semanas de crecimiento en semillero, las plantulas fueron trasplantadas a suelo con una
densidad de 8 cabezas por m” en camas elevadas. El agua suministrada fue
proporcionada mediante riego por goteo durante todo el periodo de crecimiento. Los
tratamientos de riego se establecieron de acuerdo a un tratamiento control basado en la
capacidad de campo (CC), 2 dosis de exceso (+50 % y +25 %) y 2 dosis de déficit (-25
% y -50 %). El estado hidrico del suelo fue monitorizado con tensiometros 10, 20, 30 y
40 cm, por debajo de la superficie de las camas. Para realizar una correcta estimacion
del agua aportada, se considerd el aporte por la lluvia y la eliminaciéon por
evapotranspiracion del cultivo (ETc). Se estimaron distintos regimenes de agua como el
tratamiento de riego (mm) + lluvia (mm) — la ETc (Ecuacion 1). La Figura 8.1
representa la gran variabilidad en el agua aportadas debido a las lluvias, como por
ejemplo en la recoleccion del 10 de Marzo. Por lo tanto, los 5 tratamientos se agruparon
en 4 regimenes de agua diferenciados en un rango de 100 mm como: R1 (0-100), R2

(101-200), R3 (201-300) y R4 (301-400) mm.
Régimen de riego = Tratamiento de riego + lluvia — ETc (Ecuacion 1)

3.2. Material vegetal

En este estudio se realizaron 6 recolecciones durante 3 afios consecutivos: marzo
2009, octubre 2009, marzo 2010, octubre 2010, febrero 2011 y mayo 2011. Los dias de
cultivo tras el transplante fueron de 61, 57, 113, 49, 100 y 62, respectivamente. Noventa
cabezas de lechuga por tratamiento fueron recolectadas, evitando las cabezas de los
bordes de la parcela para cada tratamiento. Se eliminaron las hojas exteriores inservibles
de las cabezas simulando condiciones comerciales. Después de la recoleccion, las
muestras se transportaron al CEBAS-CSIC (150 km) (Murcia) bajo condiciones de
refrigeracion. Para la caracterizacion de la materia prima, las cabezas se pesaron y
midi6 la compacidad en 20 de ellas. Finalmente, se conservaron 24 h en oscuridad a 4
°Cy 70 % de HR. Al dia siguiente, las cabezas se procesaron como se describe a
continuacion. En el producto cortado sin lavar, se midi6 la conductividad eléctrica y el
contenido en materia seca. La heterogeneidad del tejido de lechuga (fotosintético y
vascular) dificultd el diagnostico de los efectos fisioldgicos de los tratamientos de riego.
Por ello, los datos presentados para la calidad y vida util del producto IV Gama

corresponden a los andlisis del tejido comercial (fotosintético y vascular) y los
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obtenidos del pardeamiento, enzimas oxidativos y metabolismo fendlico corresponden

al tejido vascular.

3.3. Conductividad eléctrica, materia seca y textura

La conductividad eléctrica del tejido se midié siguiendo el método de Fan y
Sokorai (2005) con ligeras modificaciones. Cincuenta g de tejido comercial sin lavar
tomado al azar, se sumergié en 250 mL de agua MiliQ. El tejido en inmersion se
autoclavé a 121 °C durante 20 min. La conductividad eléctrica de la disolucion
resultante se midi6 a temperatura ambiente con un conductimetro (Modelo CM35,

Crison, Barcelona). Los resultados corresponden a 4 réplicas por tratamiento.

Para determinar el contenido en materia seca, se empled tejido comercial sin
lavar. Se sec6 en una estufa de aire forzado a 65 °C hasta peso constante. Las muestras
se pesaron antes y después del secado, calculando la relacion entre el peso seco y el

peso fresco. Se emplearon 4 réplicas de 15 g de tejido comercial por tratamiento.

La textura se midi6 empleando una célula Kramer con cinco cuchillas
(HDP/KSS5) conectado a un analizador de textura (TA.TX.plus, Stable Micro Systems,
GB) como se describe en el capitulo III. Los resultados son la media de 20 réplicas por

tratamiento.

3.4. Procesado y conservacion

El procesado se realizdo a 4 °C en las instalaciones del CEBAS-CSIC. Las
cabezas de lechuga se cortaron en rodajas de 30 mm de ancho. El procesado se realizo
como se describe en el capitulo III. Las muestras se envasaron en bolsas de plastico
polipropileno (PP) (Amcor Flexibles, Bristol, GB) de 35 um, con una permeabilidad de
529 ml al O, m2d?! atm'l, de 1981 ml m2d ! atm™ al CO,y84l1¢g m2d!al H,Oa7°C
y 97 % RH. Se envasaron 250 g del producto en bolsas de dimensiones 230 mm x 280
mm en atmosfera MAP activa, inyectando N, hasta conseguir una concentracién inicial
de 0.5-2 kPa O,. Las bolsas se conservaron 3 dias a 4 °C y el resto a 7 °C en oscuridad.
La calidad de la lechuga IV Gama se evalud inicialmente y después del procesado (dia
0) y tras 8, 10 y 13 dias de conservacion. Dependiendo del parametro evaluado se

emplearon de 3 a 5 bolsas por tratamiento.
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3.5. Tasa respiratoria y composicion gaseosa del espacio de cabeza
La tasa respiratoria de la lechuga IV Gama cultivada bajo distintos regimenes de
agua fue medida por el sistema propuesto por Lee y col. (1996) y el sistema cerrado de

Jacxsens y col. (1999).

Los cambios en la composicion gaseosa (O, y CO, kPa) fueron analizados en las
bolsas individuales, usando una analizador de O, con una célula ceramica de deteccidon
electroquimica de o6xido de circonio (CG-1000, Ametek, Thermox Instruments Co.,
Pittsburgh, PA, EE.UU) y un detector infrarrojo de CO, (Via 510, Horiba Instruments
Co., Irvine, CA, EE.UU). Se inyectaron muestras de 1 ml tomadas del espacio de
cabeza del envase. Para obtener la media de los resultados se emplearon 4 réplicas por

régimen de riego.

3.6. Evaluacion sensorial

La calidad sensorial de la lechuga iceberg IV Gama se evalué inmediatamente
tras el procesado y periddicamente por un panel entrenado constituido por un minimo de
cuatro evaluadores. Los parametros estudiados fueron: malos olores, pardeamiento en el
corte, pardeamiento en la superficie, textura, sabor y calidad visual general. Se
emplearon diferentes escalas hedonicas descritas en el capitulo III. Se otorgd el maximo
valor de la escala cuando el pardmetro evaluado era el caracteristico del producto, un
valor intermedio cuando estaba al limite de la vida comercial y el minimo valor cuando

el producto estaba inaceptable.

3.7. Actividad enzimatica

Debido a la gran variabilidad en el desarrollo de pardeamiento en la zona de
corte entre el tejido fotosintético (en general ausencia) y vascular (gran pardeamiento),
se empled tejido vascular en todos los andlisis relacionados con los enzimas oxidativos
del pardeamiento enzimatico y con el metabolismo fendlico. La influencia de los
tratamientos de riego en las actividades enzimaticas relacionadas con el pardeamiento y
el metabolismo fenolico se estudio en tejido vascular de 2 cm x 2 cm conservado en

aire a 7 °C.

Fenilalanina amonio-liasa (PAL). Para la extraccion del enzima PAL se empled

el tampdn borato a pH 8.5 siguiendo el método descrito por Ke y Salveit (1996). Una
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muestra de 6 g se homogeneizd con 16 mL de tampdén conteniendo 0.5 g de PVPP y 8
uL f-mercaptoetanol a 4 °C. La actividad PAL se relaciond con la acumulacion de 4cido
cinamico a 290 nm (=977 M"' c¢m™") medida a 40 °C con fenilalanina (Cantos y col.,
2001). Las condiciones de conservacion y preparacion del tejido se llevaron a cabo
siguiendo las recomendaciones de Lopez-Galvez y col. (1996) para evitar un aumento

en la PAL.

Polifenol oxidasa (PPO). Se homogeneizaron 20 g con tampon fosfato a pH 7.0.
Después se incubaron los extractos a 35 °C durante 15 min y se filtraron. Para la medida
de la actividad PPO se emple6 el sobrenadante claro (Cantos y col., 2001). La actividad
PPO se midi6 espectrofotométricamente a 25 °C de acuerdo con el método de Espin y
col. (1997) basado en la reaccion de acoplamiento entre las o-quinonas generadas y el
nucle6filo MBTH (3-metil-2-benzotiazolinona). El aducto formado se midi6 a 467 nm

(e=22300 M cm™).

Peroxidasa (POD). La extraccion de POD se realiz6 como se ha descrito
anteriormente para la PPO. La actividad POD se determiné espectrofotométricamente a
25°C de acuerdo con el método de Rodriguez-Lopez y col. (2000). Se definid la
actividad POD como la cantidad de enzima que produce 1pmol de radical ABTS* por

minuto medido a 414nm (e=31300 M cm™).

Determinacion de proteinas. La cantidad de proteinas se determind empleando
el método de Bradford (1976) con suero de albimina como estandar. Todas las

actividades enzimaticas fueron referidas a 1pg de proteina.

3.8. Extraccion y cuantificacion de compuestos fendlicos

El material congelado y posteriormente liofilizado (0.5 g) se homogeneizd con
una mezcla de MeOH/agua/acido férmico (25:24:3, v:v:v) conteniendo NaF. El andlisis
por HPLC se realizo siguiendo la metodologia propuesta por Llorach y col. (2008). Las
muestras de 20 pL se inyectaron en un HPLC (bomba L-2130; Merck-Hitachi, Tokio,
Japon), acoplado a un detector ultravioleta-visible (UV-Vis, Merk-Hitachi, L-2455) de
longitud de onda variable y a un inyector (Merk-Hitachi L-2200). La columna empleada
fue una C-18 de fase reversa LiChropher 100 (250 mm x 4 mm; Sum de tamafio de
particula; LiChroCART 250-4, Damstadt, Alemania), usando como fase movil
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H,0/4cido formico (95:5, v/v) (A) y MeOH (B). El rango de elucién y los patrones
empleados para la identificacion y cuantificacion de los compuestos fenolicos
individuales se describen en el capitulo III. Los resultados son expresados en mg por

100g de peso fresco.

3.9. Analisis estadistico

Se compar6 los diferentes regimenes de agua aportados y la conservacion
mediante el analisis de la varianza (ANOVA) con una significancia P <0.05. Cuando se
observaron diferencias significativas se realizo el test de Tukey’s usando el programa
estadistico PASW Statistics 18 de Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, EE.UU). Las
medias para el peso de cabeza y la compacidad correspondieron a 140, 200, 120 y 60
cabezas para R1, R2, R3 y R4, respectivamente. Los valores para materia seca y
conductividad eléctrica correspondieron a 28, 40, 32, 12 réplicas para R1, R2, R3 y R4,
respectivamente. Para la evaluacion sensorial, cada valor representa la media de 35, 55,
30 y 15 réplicas por R1, R2, R3 y R4, respectivamente. Para las actividades PAL, PPO,
POD y de compuestos fenolicos cada valor corresponde a la media de 21, 30, 24y 9
réplicas por R1, R2, R3 y R4, respectivamente. Las menores diferencias significativas
(LSD) se presentaron para los distintos regimenes de agua y conservacion para un nivel

de significancia de P <0.05.

4. RESULTADOS
El cultivo se llevo a cabo en la misma finca experimental y bajo las mismas
practicas agricolas para minimizar la influencia de otros factores precosecha, excepto el
riego. Los datos corresponden a 6 recolecciones durante 3 afios consecutivos en donde
los 5 tratamientos se agruparon en 4 regimenes de agua aportada con el fin de
considerar las variaciones en las condiciones climatologicas teniendo en cuenta la lluvia

y la evapotranspiracion (ETc) (Figura 8.1).
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Figura 8.1. Tratamientos de riego en 6 recolecciones, durante 3 afos consecutivos.
Basados en un tratamiento control segun la capacidad de campo (CC), 2 dosis de exceso
(+50 % y +25 %) y 2 dosis de déficit (-25 % y -50 %). Se establecieron 4 regimenes de
riego al considerar la lluvia y la evapotranspiracion del cultivo (ETc), como R1 (0-100),

R2 (101-200), R3 (201-300) y R4 (301-400) mm.

4.1. Caracteristicas de calidad de la materia la prima

Se observaron diferencias significativas (P < 0.001) en el peso fresco de las
cabezas entre los distintos regimenes de agua aportada. Las lechugas cultivadas con el
régimen R2 presentaron mayor peso fresco que los tratamientos de exceso y déficit
(Figura 8.2A). En contra de lo esperado, las muestras cultivadas con mayor aporte
hidrico presentaron menor peso fresco. La compacidad también se vio afectada
significativamente (P < 0.001) por el aporte hidrico, aumentando al incrementar el
aporte de agua (Figura 8.2B). Como era de esperar, los regimenes de menor riego
mostraron significativamente (P < 0.001) mayor conductividad eléctrica, indicando
mayor concentracion de solutos en aquellos regimenes de menor aporte de agua (R1 y
R2> R3 y R4) (Figura 8.2C). Finalmente, el contenido en materia seca varid
significativamente (P < 0.01) con los distintos aportes de agua, presentando menor

materia seca con el mayor aporte de agua (Figura 8.2D).
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Figura 8.2. Influencia de los regimenes de agua R1 (0-100), R2 (101-200), R3 (201-
300) y R4 (301-400) mm, sobre el peso de cabeza (A), la compacidad (B), la

conductividad eléctrica del tejido (C) y el contenido en materia seca (D).

4.2. Calidad de la lechuga IV Gama

La calidad visual inicial entre regimenes de agua fue similar, pero se observaron
diferencias significativas (P < 0.001) durante la conservacion. Las lechugas cultivadas
con el mayor aporte de agua (exceso de riego) fueron evaluadas con peor calidad visual
que las cultivadas con menor agua aportada (Figura 8.3A). Después de 13 dias de
conservacion, la calidad de la lechuga IV Gama cultivada con exceso de agua (R4) fue
puntuada por debajo del limite comercial, mientras que los demas regimenes

mantuvieron una calidad visual buena.
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Figura 8.3. Influencia de los regimenes de agua R1 (0-100), R2 (101-200), R3 (201-
300) y R4 (301-400) mm en la calidad visual (A) y los malos aromas (B) de la lechuga

iceberg IV Gama conservada durante 13 dias a 7 °C.

La baja presion parcial de oxigeno (pO,) alcanzada durante la conservacion evito
el desarrollo de pardeamiento en la zona del corte. Solo al final de la conservacion se
observéd un ligero desarrollo de pardeamiento, sin diferencias entre los regimenes de
agua (datos no mostrados). Sin embargo, durante la conservacion se detectd el
desarrollo de malos olores debidos a la baja pO, (~ 0.2 kPa) y alta presion de dioxido de
carbono (pCO;) (~ 12 kPa). Estos niveles pudieron ser los responsables del desarrollo
de malos olores, estando por encima del limite de aceptabilidad en las lechugas
cultivadas con los regimenes de agua mas altos (R3 y R4) después de 13 dias de

conservacion (Figura 8.3B).
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Figura 8.4. Influencia de los regimenes de agua R1 (0-100), R2 (101-200), R3 (201-
300) y R4 (301-400) mm en la composicion gaseosa, niveles de O, (A) y de CO, (B), en
el espacio de cabeza del envase de lechuga iceberg IV Gama conservada durante 13 dias

a7°C.

No se observaron diferencias en la tasa respiratoria entre los distintos regimenes
de agua aportada medida tanto por el sistema permeable y como por el sistema cerrado.
La tasa respiratoria fue de 4.5+ 1.5 mL O, kg™ h™' a 5 kPa de O,. Esta tasa respiratoria
indica que las actividades metabolicas del producto IV Gama fueron bajas, lo que hace
estimar una vida ttil del producto sin deterioro de la calidad. Estos resultados confirman
la similitud en la concentraciéon de O, y CO;, en todos los envases con distintos
regimenes de agua. La pérdida de calidad visual en la lechuga iceberg IV Gama con el
aporte R4 fue debido a la disminucion de la textura y a la aparicién de sintomas de
deterioro. La textura, medida con la célula de cizallamiento Kramer, se expres6 como la
fuerza méxima, disminuyendo cuando el régimen de agua aumentd (datos no

mostrados).

4.3. Pardeamiento en el borde del corte

Se observaron diferencias significativas en el desarrollo de pardeamiento del
borde en el tejido vascular entre los regimenes de agua aportada a lo largo de la
conservacion (P < 0.001). Después de 2 dias de conservacion, el tejido vascular de

lechuga iceberg mas susceptible de pardear fue el procedente de muestras cultivadas con
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exceso de agua (R4) (Figura 8.5). Al final de la conservacion (3 y 4 dias), el

pardeamiento de todos los regimenes fue evaluado por encima del limite comercial,

observandose solo pequenas diferencias entre ellos.
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Figura 8.5. Influencia de los regimenes de agua R1 (0-100), R2 (101-200), R3 (201-
300) y R4 (301-400) mm sobre el pardeamiento del borde (A) y la actividad enzimatica

fenilalanina amonio-liasa PAL (B), en lechuga iceberg IV Gama conservada en aire a 7°

C.

4.5. Relacion entre el pardeamiento y la actividad enzimética

La actividad PAL se vio influenciada por los regimenes de agua a lo largo de la
conservacion (P <0.001). La induccién de la cinética inicial y el tiempo para alcanzar el
nivel méximo de actividad PAL fue similar entre R1 y R2 y entre R3 y R4. Los niveles
mas altos de actividad PAL se observaron en los regimenes de mayor aporte de riego
(R3 y R4) (Figura 8.5). Después de 2 dias de conservacion, la actividad PAL del tejido
vascular se incrementd 17 veces en R3 y R4. Sin embargo, en los tratamientos con
menor aporte hidrico (R1 y R2) se observé un aumento moderado y mantenido con un

maximo a los 3 dias de conservacion, mostrando el 60 % como nivel maximo de PAL

respecto a los regimenes de mayor aporte de agua.
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Figura 8.6. Influencia de los regimenes de agua R1 (0-100), R2 (101-200), R3 (201-
300) y R4 (301-400) mm en la actividad polifenol oxidasa (PPO) (A), % de PPO activa

(B) y actividad peroxidasa (POD) (C) de tejido vascular de lechuga iceberg conservado

enaire a7 °C.
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De la misma manera, la actividad PPO vari6 con los distintos regimenes de agua
durante la conservacion (P < 0.01). La actividad total PPO, considerando el % de PPO
activa y latente del tejido vascular de lechuga iceberg cultivada con el régimen R4 fue la
mas alta (Figura 8.6A). Durante la conservacion, la actividad PPO del R4 fue
aumentando progresivamente alcanzando 3.7 veces mas actividad a dia 4 respecto al
inicial. La actividad PPO del R3 fue ligeramente inferior que R4 pero sigui6 la misma
tendencia durante la conservacion. Por el contrario, no se observaron cambios en la
actividad PPO en los regimenes R1 y R2 durante la conservacion. El % de PPO activa
respecto a la actividad total a dia 0, inmediatamente después del corte, fue del 20 % en
R1y R2, del 43 % en R3 y del 63 % en R4 (Figura 8.6B). El dafo causado en el tejido
vascular provoco un aumento exponencial en la actividad PPO debido a los procesos de
activacion de la forma latente a activa. La activacion total de la PPO se observo tras 2
dias en R4 mientras que alcanzd el 80 % en R3 y tan solo el 50 % en R1 y R2 después
de 4 dias.

No se observaron diferencias en la actividad POD del tejido vascular entre los
distintos regimenes Sin embargo, se observaron diferencias significativas (P < 0.001)
durante la conservacion (Figura 8.6C). Después de 4 dias de conservacion, la actividad

POD aument6 en un 73 % respecto a la inicial.

4.6. Compuestos fendlicos

El contenido fendlico del tejido vascular vario significativamente con los
regimenes de riego y la conservacion (P< 0.001). Los cambios en los compuestos
fenolicos individuales fueron evaluados tras el andlisis por HPLC de los extractos del
tejido vascular inmediatamente después del corte (dia 0) y diariamente durante 4 dias de
conservacion en aire. A dia 0, el contenido fendlico total fue de 5.0-6.8 mg por 100 g
sin diferencias entre los distintos regimenes (Tabla 8.1 y Figura 8.7). El principal
grupo fenodlico fue el de los derivados del 4cido cafeico (75-84 %) mientras que el de
los flavonoides fue el grupo minoritario (16-25 %). Después de 2 dias de conservacion,
el contenido fendlico aumenté en todos los casos respecto a los valores iniciales, siendo
2,5 superior en R3 y R4, 3 veces en R2 y 4 veces en R1 (Figura 8.7). El régimen de
menor aporte de agua presentd el mayor contenido fenolico comparado con los
regimenes de mayor aporte (21.3, 16.1, 13.4 y 12.8 mg por 100g de peso fresco en R1,

R2, R3 y R4, respectivamente). El contenido en los derivados del 4cido cafeico aumentd
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a dia 2, particularmente el acido O-cafeoiltartirico, 5-O-cafeoilquinico (4cido
clorogénico) y el 4cido di-O-cafeoiltartarico (acido chicdrico). Sin embargo, los
flavonoides se mantuvieron mas estables durante la conservacion. A dia 4, el contenido

fendlico total disminuyd en R1 sin diferencias entre los distintos regimenes (Figura

8.7).
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Figura 8.7. Influencia de los regimenes de agua R1 (0-100), R2 (101-200), R3 (201-
300) y R4 (301-400) mm aportados sobre el contenido fendlico total en el tejido

vascular de lechuga iceberg IV Gama conservado en aire a 7 °C.

185



CAPITULO VIII

Tabla 8.1. Influencia de los regimenes de agua R1 (0-100), R2 (101-200), R3 (201-300) y R4 (301-400) mm en el contenido fendlico individual

del tejido vascular de lechuga iceberg IV Gama a dia 0 y tras 2 dias conservado en aire a 7 °C.

Dias de Régimen

conservacion  de agua

Dia0

R1

R3

R4

Dia2

R1

R2

R3

R4

8.9+0.0

6.4+0.5

83+4.6

79+1.1

322+0.2

25.1£6.5

145+3.7

17.3+£6.5

10.2£0.0

77+2.6

49+09

37+0.8

43.2+0.2

283+ 8.7

18.7+7.0

22.7+6.6

1.9+£0.0

1.4+0.0

1.5+0.5

1.6+0.4

19.9+0.1

59+1.1

41+1.0

4.6+2.4

Compuestos fendlicos individuales (ug g™ peso fresco)*

5

26.4+0.1

21.1+1.6

26.1+12

31,6 £ 1.5

101.9+2.0

93.7+£2.2

80.3+8.6

84.9+26.0

6

44+0.0

3.7+£0.2

2.8+0.6

3.1+0.5

8.3+0.1

2.5+0.1

37+1.2

55+1.7

7

0.6+0.0

0.5+0.1

0.2+0.0

0.5+0.0

nd

nd

nd

nd

3.6£0.0

22+0.2

1.9+0.7

2.6+1.0

4.1+0.1

3.6£0.0

39+03

24+12

10.3£0.0

8.7+43

41+18

38+1.6

9.9+0.1

10.4£3.5

5.7+1.7

3.7+1.0

10

1.7£0.0

0.1+£0.0

0.8+0.2

14+04

0.8+0.0

0.1£0.0

04+04

04+04

Los valores son la media de n = 3 + desviacion estandar. *Para la identificacion: 1: Ac. Cafeoiltartarico, 2: Ac. Clorogénico, 3: Ac. Cafeoilmalico, 5:

Ac. Chicérico, 6: Ac. Meso-di-O-cafeoiltartarico, 7: Ac. Isoclorogénico, 8: Quercetina-3-O-glucosido, 9: Luteolina-7-glucosido, 10: Quercetina-3-O-(6"-O-

malonil)-glucosido. nd (no detectado).
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5. DISCUSION

En lechuga iceberg, los regimenes de riego de los tratamientos de exceso hidrico
(R3 y R4) fueron los que presentaron una mayor influencia. Sutton y Merit (1993)
describieron tamafios similares en el momento de la recolecciéon cuando se cultivaron
las lechugas con una capacidad de campo de + 20 % o del -20 %. En nuestro estudio, el
peso fresco fue similar en los tratamientos R1 y R2. Sin embargo, en contra de lo
esperado al aumentar el aporte de agua disminuyo6 el peso fresco debido probablemente
a la asfixia radicular (Sun y col., 2006). Ademas, la compacidad aument6 con el aporte
de agua, indicando un estado de madurez mas avanzado. La madurez en el momento de
la recoleccion es uno de los principales factores en la calidad postcosecha (Kader,
2002). El desarrollo de pardeamiento es mayor en las lechugas sobre-maduras que en las
inmaduras o maduras (Gil y col., 2012). Ademas, la madurez dificulta las operaciones
de procesado industrial e implica un coste adicional en las cabezas muy compactas que
requieren una mayor mano de obra en las operaciones de separacion de las hojas. Los
resultados de conductividad eléctrica sugieren que el contenido en solutos fue similar
entre R1 y R2 y entre R3 y R4. Las diferencias aplicadas entre los tratamientos 0-200
mm y 201-400 mm produjeron cambios en los parametros fisioldgicos como el distinto
desarrollo de pardeamiento entre regimenes relacionados con las actividades

enzimaticas.

El metabolismo implicado en el desarrollo de pardeamiento de lechuga esta bien
documentado (Lopez-Galvez y col., 1996; Cantos y col., 2001). Los estudios sobre este
tema relacionan principalmente el pardeamiento con la actividad PAL (Peiser y col.,
1998). Sin embargo, hasta ahora no existe informacion sobre la influencia de regimenes
de agua en el desarrollo de pardeamiento de lechuga. En el caso de patata, el
pardeamiento interior conocido como “brown center” aumentd al incrementar el riego
(Wurr y col., 2002). En nuestro estudio, observamos cambios en el pardeamiento
relacionado con las actividades enzimaticas y la acumulacion de compuestos fendlicos,
mas evidente en tejido vascular que en el fotosintético. La composicion fendlica del
tejido fresco de lechuga es variable segun el tipo de tejido (Castafier y col., 1999;
Fukumoto y col., 2002). Se han descrito altos niveles de compuestos fenolicos en el
tejido fotosintético a pesar de que el desarrollo de pardeamiento es menor (Fukumoto y
col., 2002). En el caso del tejido comercial, Kim y col. (2005) observaron un ligero

desarrollo de pardeamiento en la zona de corte debido a los constituyentes antioxidantes
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y a la atmosfera modificada MAP, con la aparicion de malos olores como defecto
principal. Sin embargo, en el caso del tejido vascular, observamos un aumento del
desarrollo de pardeamiento durante la conservacion en aire, particularmente al aumentar

el régimen de agua.

El desarrollo de pardeamiento se ha asociado intimamente con la sintesis de
fenilpropanoides por parte del enzima PAL y posterior oxidacion por el enzima PPO
(Ke y Salveit, 1989). En el presente estudio, la actividad PAL aumento y posteriormente
fue disminuyendo con la conservacion. El maximo de actividad PAL en R3 y R4 a dia 2
fue el doble que el méximo obtenido en R1 y R2 a dia 3. Como era de esperar, el
incremento de la actividad PAL supuso un aumento en el contenido de compuestos
fenolicos, hecho mas notable en los regimenes de mayor riego. Evidentemente, fueron
los derivados del acido cafeico los que aumentaron significativamente en R1 y R2. El
mayor incremento de estos compuestos fendlicos y la menor actividad PPO podrian
explicar el desarrollo de pardeamiento mas lento en R1 y R2, mientras que en R3 y R4
el incremento fenodlico se tradujo en un mayor desarrollo de pardeamiento debido a la
alta actividad PPO. Cantos y col. (2001) sugirieron que el pardeamiento enzimatico de
lechuga fresca cortada puede ser inducido por una minima actividad de las enzimas
oxidativas PPO y POD. Ademas, un contenido minimo de compuestos fenolicos
sintetizado por PAL podria ser suficiente como sustratos en las reacciones de oxidacion.
Ke y Saltveit (1989) y Cantos y col. (2001), observaron que la herida en hojas de
lechuga aument¢ la actividad POD durante la conservacion. De acuerdo con lo anterior,
observamos un aumento de POD durante la conservacion debido al procesado, sin
influir sobre ella los distintos regimenes de agua. La actividad enzimdtica puede variar
segun las unidades utilizadas para expresarla. En nuestro caso, cuando expresamos los
resultados de PAL en peso fresco o en base a la cantidad de proteina, observamos la
misma tendencia (datos no mostrados). En el caso de PPO y POD so6lo se expresaron en
base a la proteina total debido al protocolo de extraccion realizado. Estudios previos,
intentaron correlacionar o explicar la susceptibilidad del pardeamiento de lechuga con
los atributos bioquimicos y fisioldgicos y la calidad y vida util de lechuga IV Gama
(Couture y col., 1993; Heimdal y col., 1994; Castafier y col., 1999; Cantos 2001). Sin
embargo, no hay acuerdo en la posible contribucion de las enzimas PAL, PPO y POD al
pardeamiento de lechuga IV Gama. En informes anteriores se destaco una correlacion

entre el aumento de la actividad PPO y el proceso de pardeamiento (Couture y col.,
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1993; Castaner y col., 1999), mientras que otras publicaciones indicaron la ausencia de
correlacion (Ke y Saltveit, 1989; Heimdal y col., 1994; Cantos 2001). Nuestros
resultados, mostraron la gran contribucion de las enzimas PPO y PAL al pardeamiento
del tejido vascular y permiten explicar las diferencias entre los distintos regimenes de

riego.

6. CONCLUSIONES
Este estudio permitird a los productores de lechuga optimizar el régimen de
riego como una estrategia para obtener un optimo rendimiento y una excelente calidad,
con la ventaja afadida de alargar la vida 1til del producto IV Gama. El exceso de riego
acelerd la velocidad del desarrollo de pardeamiento correlacionado positivamente con
una mayor actividad PPO y PAL en lechuga iceberg. Se observo un considerable ahorro

de agua con el tratamiento de riego de -25 % sobre el riego convencional.
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OPTIMIZACION DE LA GESTION
DEL AGUA PARA CONTROLAR LA
TASA DE RESPIRACION Y REDUCIR
EL PARDEAMIENTO Y LA CARGA
MICROBIANA DE LECHUGA
ROMANA EN IV GAMA

Luna, M.C., Tudela, J.A., Martinez-Sanchez, A., Allende, A., Gil, M.I,, 2012. Deficit
irrigation preserves microbiological quality and shelf life of fresh-cut romaine lettuce
(Lactuca sativa L.). Postharvest Biol. Technol., 2012, enviado.



CAPITULO IX

1. RESUMEN

En el capitulo anterior se estudio la influencia de los regimenes de riego en exceso
y déficit sobre la calidad de la lechuga iceberg en IV Gama, con especial énfasis en el
pardeamiento relacionado con los enzimas oxidativos y el metabolismo fendlico. Como el
comportamiento puede ser diferente entre los distintos tipos de lechuga, en este capitulo
estudiamos la lechuga romana por ser el segundo tipo de lechuga mas importante para IV
Gama, después de iceberg. Se estudid la influencia de diferentes regimenes de agua sobre
la tasa respiratoria, pardeamiento enzimatico y calidad microbioldgica de lechuga romana
IV Gama (Lactuca sativa L.) en 6 recolecciones durante 3 afios consecutivos. La cantidad
de agua aportada al cultivo se calculd teniendo en cuenta el riego y la lluvia. Se
establecieron 6 regimenes de agua basados en el régimen de riego convencional (RC): -35
% RC (<221 mm), -15 % (221-265 mm); RC (266-320 mm); +15 % RC (321-370 mm); +
35 % RC (371-430 mm) y +75 % RC (> 431 mm). Las caracteristicas de calidad de las
cabezas de lechugas se vieron influenciadas por los regimenes de agua. El mayor peso de
cabeza se obtuvo con el aporte hidrico > RC y < +15 % RC. La poblacion microbiana fue
mayor en las cabezas con aporte de agua > +35 % RC. Estas diferencias también se
observaron en la lechuga IV Gama después del procesado (0 d). Sin embargo, después de
10 dias de conservacion, el recuento de bacterias aerdbicas psicrotrofas aument6 2 log ufc
¢! sin diferencias significativas entre los regimenes de riego. A pesar de la alta poblacion
de Pseudomonas spp., 6 log ufc g en el régimen deficitario -35 % RC y 8 log ufc g’'en
exceso +75 % RC, sin embargo, no se relacionaron con la pérdida de calidad del producto
conservado. No se observaron diferencias en la calidad de la lechuga romana IV Gama
debido a los niveles similares de gases en el espacio de cabeza de los envases. Sin
embargo, cuando el tejido vascular se conservo en aire el desarrollo de pardeamiento fue
menor en las muestras menos regadas, a pesar de la mayor acumulacion de compuestos
fenolicos. La actividad PPO aumenté con el incremento del aporte hidrico. La tasa
respiratoria fue significativamente superior bajo condiciones extrema, tanto de déficit (-35
%) como de exceso hidrico (+35 %). En conclusion, son necesarias unas buenas practicas
agricolas tanto para la sostenibilidad del medio ambiente como para asegurar la calidad del
producto entero y procesado en IV Gama. Es necesaria la optimizacién del manejo del

riego para cada tipo de lechuga debido al distinto comportamiento.

192



Influencia del riego sobre la calidad de lechuga romana en IV Gama

2. INTRODUCCION

Es conocido que el 70 % del agua consumida se emplea en agricultura (UNESCO,
2012). Por ello, uno de los desafios de los agricultores de la zona del Mediterraneo es
optimizar las practicas de riego para disminuir el agua empleada durante el cultivo. Las
plantas dependen mas de la disponibilidad de agua que de otros factores ambientales
(Kramer y Boyer, 1995). La importancia fisiologica del agua se debe a sus funciones como
principal constituyente de las plantas, disolvente universal, reactivo activo en reacciones
hidroliticas y fotosintesis asi como en el mantenimiento de la turgencia de las paredes

celulares y de las células (Ben-Yehoshua y Robov, 2003).

La lechuga es uno de los vegetales de mayor consumo e importancia econdmica en
el mundo (FAOSTAT, 2010). Es un cultivo de estacion fria, facilmente cultivable en
suelos bien drenados, ricos en fertilizantes organicos y con adecuada aportacion de agua.
El agua es el factor limitante mas importante en la produccion de la lechuga (Coelho y col.,
2005). Es de esperar que el riego influya en la calidad del producto durante la postcosecha
porque el agua afecta a la expansion celular y al estado hidrico de la hoja. Si las plantas se
encuentran bajo severos estreses en el momento del cultivo, debido a condiciones
ambientales extremas o abusivas practicas agricolas, sufren un efecto negativo sobre la
calidad postcosecha. Fonseca (2006) observo el efecto de la humedad en el momento de la
recoleccion y su influencia en la calidad sensorial y microbioldgica en la lechuga iceberg.
La lechuga iceberg regada 4 dias antes de la recoleccion presentd una carga microbiana 0.4
log ufc g superior a las regadas 16 dias antes de la recoleccion. Recientemente, Medina y
col., (2012) demostraron que en espinacas “baby” procesada en condiciones de alta
humedad relativa (HR) (con mayor contenido en agua), el recuento de psicrofilos y
Pseudomonas era superior a las expuesta a HR medias y bajas. El agua no solo influye en
la calidad microbiologica, sino también, en la vida util de las hortalizas en IV Gama. Otros
estudios, sugieren que un estrés hidrico controlado en el Gltimo periodo de crecimiento del
cultivo puede preservar la calidad durante la postcosecha (Wurr y col., 2002). Estos autores
concluyen que un estrés por sequia durante la maduracion de la cabeza del brécoli,
aumento los dos parametros de calidad mas importantes para su comercializacion, la
turgencia del tallo y el color de la cabeza. El estrés hidrico impuesto en el brocoli
(Brassica oleracea L. var. Italica) aument6 la vida util de 2 a 3 dias alcanzando 13 dias a
15 °C. Igualmente, el estrés hidrico se ha descrito que puede mejorar la calidad

postcosecha de zanahorias (Daucus carota L.), melon (Cucumis melo L.) y apio (Apium
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graveolens L.), pero que ¢l efecto positivo del estrés depende del momento en que se
aplica a la planta (Nicola y col.,, 2009). Probablemente, los atributos de calidad mas
importantes para los productores de la lechuga IV Gama en relacion a maximizar la vida
util, son la apariencia y la textura (Toivonen y Brummell, 2008). Un analisis de los
diversos componentes de la calidad visual global de la lechuga mostro, que el
pardeamiento del borde es el defecto que mas contribuye a disminuir la calidad (Lopez-
Galvez y col., 1996a). La calidad de la lechuga en la recoleccion debe ser alta, ya que las
practicas de procesado s6lo pueden mantener la calidad nunca mejorarla. En el capitulo
anterior, estudiamos la influencia del déficit y exceso de riego en la calidad de la lechuga
iceberg IV Gama con especial énfasis en los enzimas de pardeamiento relacionados con el
metabolismo fendlico. Los resultados mostraron que un déficit de riego del 25 % prolonga
la vida 1til de la lechuga iceberg IV Gama, debido a la disminucién del pardeamiento en la
zona del corte y que los efectos negativos sobre la calidad se desencadenan con los
tratamientos +25 % y +50 % de riego. En este capitulo se estudio el efecto del riego en la
lechuga romana, el segundo tipo mas importante después de iceberg ya que puede haber
diferencias debidas a las caracteristicas del tipo de lechuga,. Los objetivos de este capitulo
fueron el estudio del impacto de distintos regimenes de riego en la calidad de la lechuga
romana IV Gama, con especial énfasis en el pardeamiento, metabolismo fenolico, calidad

microbioldgica y tasa respiratoria del producto de IV Gama.

3. MATERIALES Y METODOS

En este capitulo se estudio la lechuga romana (Lactuca sativa L. var. longifolia). El
manejo del cultivo lo realizé Primaflor S.A.T. en la finca experimental de Pulpi (Almeria).
Las condiciones de cultivo fueron similares al estudio de riego de lechuga iceberg (capitulo
VIII). En verano, el promedio de las temperaturas méximas y minimas diarias fue de 22 °C
y 11 °C, respectivamente. La textura del suelo de la finca experimental se clasifico como
franco arenoso (USDA, Textura Soil Classification, 1987). El area total cultivada fue de
1080 m* 216 m® por tratamiento. El cultivo se realizd siguiendo las précticas
convencionales de cultivo de lechuga. Después de 5 semanas de crecimiento en semillero
las plantulas fueron trasplantadas a suelo con una densidad de 8 cabezas por m™” en camas
elevadas. El agua suministrada fue proporcionada mediante riego por goteo subterraneo
durante todo el periodo de crecimiento. Los tratamientos de riego se establecieron de
acuerdo a la dosis de riego estandar (167-270 mm), 2 de déficit (-25 % y -50 % de la

estandar) y 2 de exceso (+25 % y +50 % de la estandar). Debido a las precipitaciones, el
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volumen de agua recibida por el cultivo durante el periodo de crecimiento difirié de las
dosis de riego (Figura 9.1). Por ello, se establecieron 6 regimenes de riego como resultado
de la suma del agua de riego (mm) y la aportada por las lluvias (mm) como: -35 % RC
(<221 mm), -15 % RC (221-265 mm), RC (266-320 mm), +15 % RC (321-370 mm), +35
% RC (371-430) y +75 % de RC (> 430) mm (Figura 9.1).
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Figura 9.1. Los cinco tratamientos de riego, basados en la dosis de riego estandares,
aplicados en 6 recolecciones durante 3 afios consecutivos (A). Al considerar el riego y las

lluvias, se establecieron 6 regimenes de riego (B).

3.1. Material vegetal

En este estudio se realizaron 6 recolecciones durante 3 afios consecutivos: abril
2009, octubre 2009, marzo 2010, octubre 2010, febrero 2011 y mayo 2011. Estas
recolecciones corresponden a los dias de cultivo tras el trasplante de 67, 50, 102, 42, 109 y
54, respectivamente. La recoleccion se realizé cuando las cabezas del tratamiento control
(RC) alcanzaron la madurez comercial (600 g) y la longitud del espigon (entre 50-80 mm)
(descrito en el capitulo III). Se recolectaron 90 cabezas de lechuga por tratamiento
evitando las cabezas de los bordes de la cama. Se eliminaron las hojas exteriores
inservibles de las cabezas simulando condiciones comerciales de acondicionamiento de la
materia prima. Después de la recoleccion, las muestras se transportaron al CEBAS-CSIC
(150 km) (Murcia) bajo condiciones de refrigeracion. Posteriormente, se determiné el
indice de madurez (descrito en el capitulo IIT) y el peso de 20 cabezas por régimen de

riego. Finalmente, se conservaron 24 h en oscuridad a 4 °C y 70 % de HR. Al dia siguiente,
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las cabezas se procesaron siguiendo el protocolo descrito en el capitulo anterior. Después
del cortado y antes del lavado, se midi6 la textura, el contenido en materia seca y la

conductividad eléctrica del tejido.

Los datos de calidad visual durante la conservacion corresponden al material
comercial (fotosintético y tejido vascular) y los relacionados con el andlisis de
pardeamiento enzimatico, enzimas oxidativos y metabolismo fendlico corresponden al

tejido vascular.

3.2. Conductividad eléctrica, materia seca y textura

La conductividad eléctrica del tejido se midid siguiendo el método de Fan y
Sokorai (2005) con ligeras modificaciones. Una muestra de 50 g de tejido comercial sin
lavar tomada al azar se sumergio en 250 mL de agua MiliQ. El tejido en inmersion se
autoclavé a 121 °C durante 20 min. La conductividad eléctrica de la solucion resultante se
mididé a temperatura ambiente con un conductimetro (Modelo CM35, Crison, Barcelona).

Los resultados corresponden a 4 réplicas por tratamiento.

Para determinar el contenido en materia seca, se emple6 tejido comercial sin lavar
el cual se secod en una estufa de aire forzado a 65 °C hasta peso constante. Las muestras se
pesaron antes y después del secado y a partir de estos datos se calcul6 la relacion del peso
seco con el peso fresco. Los resultados corresponden a 4 réplicas de 15 g de tejido

comercial por tratamiento.

La textura se midi6 empleando una célula Kramer con cinco cuchillas (HDP/KS5)
conectada a un analizador de textura (TA.TX.plus, Stable Micro Systems, GB) como se

describe en el capitulo III. Los resultados se obtuvieron de 20 réplicas por tratamiento.

3.3. Procesado y conservacion

El procesado se realiz6 a 4 °C en las instalaciones del CEBAS-CSIC. Las cabezas
se cortaron en rodajas de 30 mm de ancho. El procesado se realizdé como indica el capitulo
III. Las muestras se envasaron en bolsas de polipropileno (PP) (Amcor Flexibles, Bristol,
UK) de 35 um, con una permeabilidad de 529 mL de O, m™® d”' atm™, 1981 mL m™ d!
atm™ de CO,y 8.41 gm™ d' de H,0 a7°Cy 97 % HR. Se envaso 175 g de producto en

bolsas de 230 mm x 280 mm en atmdsfera MAP activa inyectando N, para disminuir la
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concentracion inicial de O, entre 0.5 y 2 kPa. Las bolsas se conservaron 3 dias a 4 °C y el
resto a 7 °C en oscuridad. La calidad de las lechugas en IV Gama se evalud inicialmente
(dia 0) y después de 8, 10 y 13 dias de conservacion. Se emplearon de 3 a 5 bolsas por

tratamiento dependiendo del parametro evaluado.

3.4. Tasa respiratoria y composicion gaseosa del espacio de cabeza

La tasa respiratoria de la lechuga romana IV Gama se midié a 7 °C en un sistema
cerrado y en un sistema permeable propuesto por Fonseca y col. (2002) en las lechugas
recolectadas en Octubre de 2009 y Febrero 2011, respectivamente. Muestras de 150 g de
lechuga comercial se introdujeron en tarros de 1.5 L. Los tarros se cerraron con atmosfera
inicial de aire. La concentraciéon de O, en el espacio de cabeza se midi6é a distintos
intervalos de tiempo hasta alcanzar el 5 % de O,. Los niveles de O, se ajustaron a una
ecuacion de segundo grado descrita por Gong y Corey (1994). En el sistema permeable,
175 g de producto fresco se envasaron dentro de una bolsa de 35 um de polipropileno (PP),
con una permeabilidad al O, de 529 mL O; m?2 d! atm'l, 1150 mL de volumen inicial y
0.12 m” de area. La concentracion inicial de O, en el espacio de cabeza fue del 20.9 %. Los
cambios producidos en los niveles de O, se ajustaron a una curva para determinar la tasa
respiratoria siguiendo la propuesta por Lee y col. (1996). Para ambos sistemas, la tasa

respiratoria se determin6 empleando 4 réplicas por tratamiento de riego.

La tasa respiratoria y los cambios en la composicidon gaseosa del espacio de cabeza
(O, y CO; kPa) fueron analizados en los envases individuales, empleando un analizador de
O, con una célula ceramica de deteccion electroquimica de 6xido de circonio (CG-1000,
Ametek, Thermox Instruments Co., Pittsburgh, PA, EE.UU) y un detector infrarrojo de
CO; (Via 510, Horiba Instruments Co., Irvine, CA, EE.UU). Diariamente se analizaron
0.25 mL del espacio de cabeza por envase. Los resultados corresponden a 4 réplicas por

tratamiento.

3.5. Evaluacion sensorial

La calidad sensorial de la lechuga romana IV Gama se evalué inmediatamente tras
el procesado (dia 0) y periddicamente por un panel entrenado constituido por un minimo de
4 evaluadores. Los parametros estudiados fueron: malos olores, pardeamiento en el corte,
pardeamiento en la superficie, textura, sabor y calidad general global. Se emplearon

diferentes escalas hedonicas explicadas en el capitulo III de esta tesis doctoral. Se otorgo6 el
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maximo valor de la escala cuando el parametro evaluado era el caracteristico del producto,
un valor intermedio cuando estaba al limite de la vida comercial y el minimo cuando el

producto se encontraba degradado.

3.6. Actividad enzimatica

Debido a la gran variabilidad en el desarrollo de pardeamiento de la zona de corte
entre el tejido fotosintético y el vascular, se estudid el tejido vascular para correlacionarlo
con los enzimas relacionados con el pardeamiento enzimatico y el metabolismo fendlico.
La influencia de los tratamientos de riego en las actividades enzimaticas relacionadas con
el pardeamiento y el metabolismo fenolico se estudio en el tejido vascular de 2 x 2 cm

conservado en aire a 7 °C.

Fenilalanina amonio-liasa (PAL). Para la extraccion del enzima PAL se empled
tampon borato a pH 8.5 siguiendo el método descrito por Ke y Salveit, (1996). Se
homogeneizaron 6 g de tejido vascular en 16 mL de tampon conteniendo 0.5 g de PVPP y
8 uL B-mercaptoetanol a 4 °C. La actividad PAL se relacion6 con la acumulacion de 4cido
cinimico a 290 nm (¢=977 M ¢cm™") medida a 40 °C, usando fenilalanina (Cantos y col.,
2001). Las condiciones de conservacion y preparacion del tejido se llevaron a cabo

siguiendo las recomendaciones de Lopez-Galvez y col. (1996) para evitar un aumento de la

PAL.

Polifenol oxidasa (PPO). Se homogeneizaron 20 g de tejido vascular con tampdn
fosfato a pH 7.0 y posteriormente se incubaron a 35 °C durante 15 min y filtraron. Para la
medida de la actividad PPO se empled el sobrenadante claro (Cantos y col., 2001). La
actividad PPO se midi6 espectrofotométricamente a 25 °C de acuerdo con el método de
Espin y col. (1997) basado en la reaccion de acoplamiento entre las 0-quinonas generadas
y el nucle6filo MBTH (3-metil-2-benzotiazolinona). El aducto formado se midié a 467 nm

(e=22300 M™' cm™).

Peroxidasa (POD). La extraccion del enzima POD se realizd como se descrito
anteriormente en PPO. La actividad POD se determin6 espectrofotométricamente a 25 °C
de acuerdo con el método de Rodriguez-Lopez y col. (2000). Se definié un actividad POD
como la cantidad de enzima que produce 1umol de radical ABTS* por minuto, medido a

414 nm (¢=31300 M cm™).
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Determinacion de proteinas. La cantidad de proteinas se determind empleando el
método de Bradford (1976) con suero de albumina como estandar. Todas las actividades

enzimaticas fueron referidas a 1 pg de proteina.

3.7. Extraccion y cuantificacion de compuestos fendlicos

El material congelado y posteriormente liofilizado (0.5 g) se homogeneiz6 con una
mezcla de MeOH/agua/acido formico (25:24:3, v:v:v) conteniendo NaF. El andlisis por
HPLC se realiz6 siguiendo la metodologia de Llorach y col. (2008). Las muestras de 20 pL
se analizaron en un HPLC (bomba L-2130; Merck-Hitachi, Tokio, Japon), acoplado a un
detector ultravioleta-visible (UV-Vis, Merk-Hitachi, L.-2455) de longitud de onda variable
y a un inyector (Merk-Hitachi 1-2200). La columna empleada fue una C-18 de fase reversa
LiChropher 100 (250 mm x 4 mm; Sum de tamafio de particula; LiChroCART 250-4,
Damstadt, Alemania), usando como fase moévil agua/dcido formico (95:5, v/v) (A) y
metanol (B). El rango de elucion se explica en el capitulo III, ademas de los patrones
empleados para la deteccion de los compuestos fenolicos individuales. Los resultados
fueron expresados en mg por 100 g de peso fresco y corresponden a las media de 3

réplicas.

3.8. Analisis microbiolégico

Las muestras se analizaron después del corte y antes del lavado (recuento
microbioldgico de las cabezas de lechuga) y después del procesado (recuento
microbiologico del producto IV Gama a dia 0). Se homogeneizaron muestras de 30 g en 2
ciclos de 60 s con 0.1 % de agua de peptona tamponada estéril (BWP) (AES Laboratoire,
Combourg, Francia) (1:10 dilucion) (Lopez-Gélvez y col., 2010). Para el recuento de la
poblacion de bacterias psicrotrofas se emple6 agar de recuento en placa (PCA) (Scharlau
Chemie S.A., Barcelona) a 22 °C durante 48-72 h. El recuento de Pseudomonas spp. se
realiz6 en agar de Pseudomonas (Oxoid, Ltd., Basingstoke, Hampshire, GB) a 30 °C
durante 24-48 h. Los coliformes se aislaron en Chromocult agar (Oxoid) a 37 °C durante
24 h. Los resultados fueron expresados en log ufc g™'de tejido y corresponden a 3 réplicas,

cada una por duplicado.

3.9. Anatomia del tejido de lechuga
Las muestras de histologia se tomaron de la zona ecuatorial de la hoja de lechuga.

Se estudiaron 6 trozos de tejido fotosintético 3 x 3 mm’ por tratamiento y por dia de
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conservacion. Se fijaron durante 2.5 h a 4 °C en tampon 0.1 M de fosfato sédico (pH 7.2)
con 2.5 % de glutaraldehido y 4 % de paraformaldehido (Morales y col., 2001).
Posteriormente, el tejido se fijo con tetroxido de osmio al 1 % durante 2 h. Las muestras se
deshidrataron empleando una serie de concentraciones ascendentes de alcohol y se
introdujeron en resina Spurr (Spurr, 1969). Los bloques se seccionaron con un
microsistema (Ultracut Leica, Mikrosysteme, Hernalser Hauptstra3e, Viena, Austria). Una
seccion de 0.5 um se tifio con azul de toluidina 0.5 % en tampon borato. Se capturaron
micrografias de cada seccion mediante un microscopio (Leica DMR, Wetzlar, Alemania),
utilizando un objetivo de 10x y posteriormente las imagenes fueron procesadas (Leica

QWin Pro V3, Wetzlar, Alemania).

3.10. Analisis estadistico

El andlisis de la varianza (ANOVA) se realiz6 comparando los diferentes
regimenes de riego durante la conservacion con un nivel de significancia de P < 0.05.
Cuando se observaron diferencias significativas, se realiz6 el test de Tukey’s usando el
programa estadistico PASW Statistics 18 de Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). En
la Tabla 9.1 se encuentran las réplicas empleadas para obtener la media de los valores de

cada uno de los parametros analizados.
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Tabla 9.1. Numero de réplicas empleadas por parametro y régimen de riego

-35% RC -15% RC RC +15% RC +35 % RC +75 % RC
Peso de cabeza, indice de madurez y 80 100 100 140 80 60
textura
Contenido en materia seca y 16 20 20 28 16 12
conductividad eléctrica del tejido
Tasa de respiracion y evaluacion 20 25 35 20 15 -
sensorial
PAL, PPO y compuestos fendlicos 12 15 15 21 12 9
Recuento microbioldgico 12 12 9 18 9 9
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4. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas de calidad de las cabezas de lechuga romana

El peso fresco de cabeza, la longitud del tallo, la textura y la materia seca fueron
afectados significativamente por los regimenes de riego (Figura 9.2). Las lechugas
romanas cultivadas con déficit -35 % RC y de exceso +75 % RC presentaron el menor
peso de cabeza (500 g); las cultivadas con los regimenes -15 % RC y +35 % RC
mostraron valores intermedios (550 g) mientras que las lechugas cultivadas bajo el
régimen de +15 % RC alcanzaron el mayor peso (600 g) (Figura 9.2A). La longitud del
tallo disminuy6 significativamente cuando se incremento el aporte de agua (RC > +35
%), mientras que aument6 cuando se cultivaron con regimenes < RC (Figura 9.2B). La
textura y el contenido en materia seca disminuyo significativamente cuando la lechuga
se cultivo con el régimen de mayor aporte hidrico (+75 % RC) (Figura 9.2CD). Como
era de esperar, la conductividad eléctrica del tejido disminuy6 cuando se increment6 el
régimen de riego, presentando diferencias significativas entre el exceso y el déficit
extremo (datos no mostrados). Cuando se compar6 la anatomia de la hoja, observamos
claras diferencias en la turgencia de las células entre los regimenes de mayor déficit (-35

% RC) y exceso (+75 % RC) (Fotografia 9.1).

Fotografia 9.1. Micrografias de hojas de lechuga romana sometidas a -35 % RC (A) y
+75 % RC (B).
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Después de la recoleccion, la poblacion de bacterias aerobias psicrotrofas en las
cabezas de lechuga fue significativamente afectada por los regimenes de riego (P <
0.001). El recuento de bacterias psicrotrofas fue mayor en las cabezas cultivadas con
exceso de agua (+75 % RC) (Tabla 9.2). Ademas, la lechuga cultivada con el régimen
de agua +75 % RC mostr6 la mayor poblacion de Pseudomonas spp. (P < 0.001)
mientras que no se observaron diferencias en el recuento de coliformes totales entre los

distintos regimenes (Tabla 9.2).
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Figura 9.2. Influencia de los regimenes de riego en el peso de cabeza (A), longitud del
tallo (B), textura (C) y materia seca (D).
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Tabla 9.2. Influencia de los regimenes de riego (-35 % RC, -15 % RC, RC, +15 % RC,
+35 % RC y +75 % RC) en la poblacion de bacterias psicrotrofas, Pseudomonas spp. y
coliformes totales de lechuga romana después de la recoleccion.
Tratamientos  Psicrotrofas ~ Pseudomonas Coliformes
(log ufc g™ (log ufc g™ (log ufc g

-35% RC 49+0.1ab 46+02b 3.6+0.1
-15% RC 46+03b 44+04b 3.6+0.6
RC 39+02b 44+09Db 35+1.3
+15% RC 4.6+ 1.10b 4.4 +1.0b 34+£09
+35% RC 52+12ab 52+1.1ab 39+1.2
+75% RC 6.2+02a 6.1+0.1a 3.0+0.5
Significancia otk ok ns

La separacion de las medias se realizé mediante el test de Tukey’s HSD a P < 0.05. ns, *, ** y

***  diferencias no significativas o significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente.

4.2. Tasa respiratoria de lechuga romana IV Gama

La tasa respiratoria analizada mediante el sistema cerrado y el sistema permeable
mostro resultados similares. La tasa respiratoria de la lechuga romana IV Gama vario6
significativamente entre los regimenes de riego (Figura 9.3). La lechuga romana IV
Gama cultivada bajo los regimenes de riego extremos (-35 % y +35 % RC) mostraron la

mayor tasa respiratoria comparado con el RC.
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Regimenes de riego

Figura 9.3. Influencia de los regimenes de riego en la tasa respiratoria de la lechuga

romana [V Gama conservada a 7 °C y con un 5 % de O,.

4.3. Calidad sensorial de la lechuga IV Gama

La concentracion gaseosa inicial del espacio de cabeza fue aproximadamente de
1.0 + 0.4 kPa de O, y 0 kPa de CO,. El O, disminuy6 durante la conservacion
alcanzando aproximadamente 0.5 kPa O, después de 9 dias. La acumulacién de CO; en
los envases aument6 hasta situarse aproximadamente al 11 kPa CO, después de 9 dias
de conservacion. No se observaron diferencias en las concentraciones gaseosas del

espacio de cabeza (O, y CO,) entre los regimenes de riego (datos no mostrados).

Después del procesado (0 d), la calidad visual de la lechuga romana IV Gama
fue excelente sin diferencias entre los regimenes de riego (Figura 9.4). Como era de
esperar, la calidad visual disminuy6 significativamente durante la conservacion (P <
0.05). Después de 13 dias, la calidad visual de la lechuga romana IV Gama tratada con
RC estuvo por encima del limite comercial sin observarse diferencias significativas
entre regimenes. El desarrollo de pardeamiento se controlé debido a la baja
concentracion de O, durante la conservacion, no observandose diferencias entre los

regimenes de riego (datos no mostrados). Por ello, la influencia de los regimenes de
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riego en el desarrollo de pardeamiento fue evaluado en el tejido vascular en atmdsfera

de aire.
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Figura 9.4. Influencia de los regimenes de riego en la calidad de la lechuga romana IV

Gama conservada 3 dias a 4 °C y el resto a 7 °C en atmosfera activa.

4.4. Pardeamiento de la lechuga romana IV Gama

Cuando se conservo el tejido vascular en aire, se observaron diferencias
significativas entre los regimenes de riego y la conservacion (P < 0.05) (Figura 9.5A).
Después de la conservacion, el desarrollo de pardeamiento aument6 progresivamente al
aumentar el agua aportada. Después de 2 dias, el pardeamiento del régimen de riego
mayor (+75 % RC) sobrepaso el limite comercial y fue rechazado. Después de 3 dias, el
tejido vascular procedente de lechugas cultivadas bajo déficit hidrico (< -15 % RC)
mostré un pardeamiento moderado, y el de mayor régimen presentd un pardeamiento
severo. El contenido fendlico del tejido vascular fue afectado significativamente por los
regimenes de riego (P < 0.05) y la conservacion (P < 0.001). Después de 3 dias, el
contenido de compuestos fendlicos aumentd 2.5 veces en todos los regimenes de riego
comparado con el contenido inicial, excepto en el tejido vascular del mayor régimen de
riego (+75 % RC) que se mantuvo durante la conservacion (Figura 9.5B). El contenido
fenolico mas alto lo presentaron las lechugas cultivadas bajo el RC. Ademas, la
actividad PAL fue influenciada significativamente por los regimenes de riego y tiempo

de conservacion (P < 0.05). Como era de esperar, la actividad PAL aumenté durante la
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conservacion alcanzando su maximo a dia 2, en particular, el tejido vascular del RC.
Después la actividad PAL disminuy6 en todos los regimenes de riego (Figura 9.5C).
Ademas, la actividad PPO se influencié significativamente por los regimenes de riego y
la conservacion (P < 0.001). Después de 2 dias, el tejido vascular de +75 % RC presento
la mayor actividad PPO. Sin embargo, no observamos diferencias en la actividad POD

entre los distintos regimenes de riego (datos no mostrados).
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Figura 9.5. Influencia de los regimenes de riego en el pardeamiento del borde (A),
(B), (PAL) (O) vy
polifenoloxidasa (POD) (D) del tejido vascular de lechuga romana en IV Gama

contenido fendlico actividad fenilalanina amonio-liasa

conservado en aire a 7 °C.

4.5. Calidad microbiolégica de la lechuga romana IV Gama
La influencia de los regimenes de riego y de la conservacion en el recuento de
bacterias aerobias psicrotrofas en lechuga romana IV Gama se muestra en la Figura

9.6A. No se observaron diferencias significativas en el recuento de bacterias
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psicrotrofas entre los distintos regimenes de riego durante la conservacion.
Inmediatamente finalizado el procesado (dia 0), el recuento de bacterias psicrotrofas
mayor se observé en la lechuga cultivada bajo el régimen de riego mas extremo (+75 %
RC), mientras que el régimen de déficit mas severo (-35 % RC) presentd el menor
recuento (Figura 9.6A). Durante la conservacion, la poblacion de bacterias psicrotrofas
aumentd en mas de 2 unidades log sin diferencias entre los regimenes de riego. La
poblacion microbiana mas importante en la lechuga fue Pseudomonas spp. A dia 0,
presentaron el mismo comportamiento que las bacterias psicrotrofas. La poblacion de
Pseudomonas spp. aumentd con la conservacion, particularmente con el mayor exceso
de agua (+75 % RC) (Figura 9.6B). Por otra parte, los regimenes de riego no afectaron
a la poblacion de coliformes totales después del procesado. Durante la conservacion, los
coliformes totales aumentaron significativamente (P < 0.001) sin observarse diferencias

entre los regimenes de riego (Figura 9.6C).
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Figura 9.6. Influencia de los regimenes de riego en la poblacion de bacterias

psicrotrofas (A), Pseudomonas spp. (B) y coliformes (C) de lechuga romana IV Gama

después del procesado (dia 0) y después de la conservacion 3 dias a 4 °C y el resto a 7

°C.

5. DISCUSION

Hasta ahora son pocas las publicaciones que describen el efecto de los factores

precosecha en la tasa respiratoria de los productos vegetales en IV Gama. Este capitulo

aporta, por primera vez, la informacion del efecto de los regimenes de riego sobre la

tasa respiratoria de lechuga IV Gama. En este estudio se observd que la tasa respiratoria

de la lechuga romana IV Gama fue afectada significativamente por los regimenes de
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riego. Las lechugas cultivadas bajo el déficit hidrico mas severo (-35 % RC) y de
exceso (+35 % RC) presentaron la mayor tasa respiratoria. Sin embargo, a pesar de las
diferencias en la tasa respiratoria, la composicion gaseosa del espacio de cabeza de los
envases no difirio entre los regimenes de riego. Una posible razon es que el bajo nivel
de O, alcanzado en MAP (0.5 kPa) disminuy6 la tasa respiratoria, reduciendo las
diferencias entre los regimenes de riego. Watada y Qi (1999) observaron que con el
aumento en la tasa respiratoria se acelera el deterioro, originando la reduccion en la vida
util del producto IV Gama. La lechuga es una de las especies vegetales mas estudiadas
en las que el corte desencadena reacciones que originan pardeamiento en la zona del
corte (Saltveit, 2000). En el capitulo anterior, observamos que la lechuga iceberg
sometidas a un riego ligeramente deficitario la calidad durante la conservacion del
producto de IV Gama era superior. En el caso de la lechuga romana, la calidad visual
disminuyo sin diferencias entre los regimenes de riego. Por lo general, las atmosferas de
conservacion bajas en O, y altas en CO, retardan la senescencia y el pardeamiento
oxidativo en lechuga IV Gama (Smyth y col., 1998; Kim y col, 2005). Para el control
del pardeamiento en lechuga romana IV Gama la concentracion de O, deberia ser
inferior a 0.6 kPa a 7 °C (Martinez-Sanchez y col., 2011). La evidencia de pardeamiento
en el corte fue escasa, incluso después de 13 dias de conservacion. Sin embargo, cuando
el tejido vascular se conservo en aire el desarrollo de pardeamiento aumentd con el
incremento de los regimenes de riego, en particular después de 2 dias de conservacion.
Se ha asumido que las reacciones de pardeamiento son consecuencia de la accion de la
PPO sobre los compuestos fendlicos (Tomas-Barberan y Espin, 2001). Después de 2
dias de conservacion, los compuestos fendlicos aumentaron, en especial los derivados
del 4cido cafeico, aunque el aumento fue mayor en las muestras menos regadas debido a
la baja actividad PPO y por tanto, al menor consumo de fenoles como sustrato de PPO.
Antes de la aparicion de pardeamiento se ha descrito el aumento de la actividad PAL en
lechuga IV Gama (Couture y col., 1993; Lopez-Galvez y col., 1996b). En estudios
anteriores, en lechuga iceberg, la actividad PAL aumentd al aumentar el régimen de
riego (capitulo VIII). Sin embargo, en lechuga romana, la actividad PAL aument6 de
forma independiente a los regimenes de riego. Los diferentes resultados en la actividad
PAL podrian ser debidos a las caracteristicas de los distintos tipos de lechuga. La
actividad PAL fue menor en la lechuga romana que en iceberg, a pesar de estar
expuestas a condiciones similares de riego, practicas agronomicas y climatolégicas. En

este sentido, estudios previos describieron que la lechuga iceberg presenté menor
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actividad PAL que la romana (Lopez-Galvez y col., 1996b), en contraposicion con
nuestros resultados. Se ha descrito que, un aumento de la sintesis de compuestos
fenolicos se produce tras la induccion de la actividad PAL (Ke y Saltveit, 1989),
confirmédndolo con estos resultados. También se ha descrito que la ruta de biosintesis de
flavonoides parece ser estimulada por la escasez de agua en las hojas inmaduras de pak
choi (Stefanelli y col., 2010). Sin embargo, un hecho no descrito hasta ahora es que, a
pesar de la acumulacion de compuestos fenolicos en el tejido vascular menos regado el
desarrollo de pardeamiento fue menor. Aunque parece contradictorio, la mayor
produccion de compuestos fendlicos se observo en las lechugas menos oxidadas, tanto
en este estudio como en el descrito en el capitulo anterior, pero la contribucioén de las
actividades enzimaticas de PPO y PAL al pardeamiento enzimatico fue trascendental.
Por lo tanto, los compuestos fendlicos en lechuga iceberg y romana no son un factor
limitante en el desarrollo de pardeamiento. Ademas, los altos aportes de riego conducen
a una mayor actividad enzimatica relacionada con el deterioro y la susceptibilidad al

pardeamiento y a las reacciones de ablandamiento (Fonseca y col., 2009).

El deterioro de los vegetales de hoja es autocatalitico debido al incremento de la
respiracion y las actividades enzimaticas después de la postcosecha y el procesado,
aunque también es de origen microbiologico, debido a la proliferacion de
microorganismos de deterioro (Nguyen- the y Carlin, 1994: Jacxsens y col, 2003). El
exceso de riego podria estar asociado con una mayor fragilidad de la membrana celular,
resultando un escenario ideal para la aceleracion del crecimiento de microrganismos y el
deterioro general del tejido (Zagory, 1999). En este capitulo, las lechugas cultivadas con
el mayor aporte hidrico (+75 % RC) desarrollaron mayores recuentos microbioldgicos
que las cultivadas con el déficit hidrico mas severo (-35 % RC). Como se ha descrito, la
microflora predominante de las hortalizas de hoja verde son Pseudomonas y Erwinia
spp (Willocx y col., 1994). El recuento inicial en las muestras menos regadas (-35 %
RC) fue de 4.2 log ufc g y para las mas regadas (+75 % RC) de 6.2 log ufc g"'. La
mayor disponibilidad de agua en el suelo podria ser la causante de la mayor poblacion
microbiana en las muestras mas regadas, ya que aumenta la humedad del suelo,
produciendo cambios en las caracteristicas bioldgicas, mejora la biomasa microbiana
del suelo, el ciclo de nutrientes y proporciona un hdbitat mas estable para los
microorganismos (Li y col., 2004; Ponce y col., 2008). Los resultados descritos por

Fonseca (2006) revelan el impacto significativo de la humedad sobre la poblacion
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microbiana en la recoleccion de lechuga. De acuerdo con esto, nuestros resultados
mostraron que la poblacion microbiana en la lechuga romana aument6 con el aumento
en el agua aportada. El lavado de la lechuga romana IV Gama redujo la poblacion
microbiana en 1-2 log ufc g debido a la eliminaciéon de los microorganismos de la
superficie de la hoja, de acuerdo con estudios anteriores (Allende y col., 2008). Sin
embargo, después de 10 dias de conservacion, la carga microbiana de la lechuga romana
IV Gama fue similar a pesar de las diferencias en los regimenes de riego. Como se ha
descrito anteriormente, los microorganismos epifitos de lechuga IV Gama durante la
conservacion crecen rapidamente durante la conservacion, alcanzando valores similares
o superiores a la lechuga sin lavar antes del procesado (Allende y col., 2008). Estudios
previos han descrito que durante la conservacion de lechuga IV Gama, las cepas
pectinoliticas de Pseudomonas spp. son las responsables de la podredumbre bacteriana
blanda (Willocx y col., 1994). Al final de la conservacion, la lechuga romana IV Gama
sometida al mayor exceso de agua (+75 % RC) mostré mayor recuento de Pseudomonas
spp. que las de déficit de riego mas extremo (-35 % RC). Estos resultados estan de
acuerdo con lo publicado en espinaca “baby” conservada a alta HR donde las bacterias
psicrofilas y los recuentos de Pseudomonas spp. fueron 1 unidad log mayor que las
expuestas a HR baja o media (Medina y col., 2012). Este estudio pone de manifiesto la
importancia del contenido de agua en el crecimiento bacteriano del tejido vegetal.
Ademas, se ha demostrado que ni el recuento total ni el nivel de microrganismos
responsables del deterioro influyen directamente en la calidad sensorial del producto
(Jacxsens y col., 2002). De acuerdo con esto, a pesar de la alta carga de bacterias
psicrotrofas en lechuga romana IV Gama (6-8 log ufc g'), no observamos ninguna

relacion con la pérdida de calidad durante la conservacion.

Las cabezas de lechuga romana cultivadas con el déficit mas severo (-35 % RC)
y con el mayor exceso (+75 % RC) presentaron sorprendentemente el menor peso.
Fonseca (2006) observd que el exceso de riego cercano a la recoleccion no estd
relacionado con un mayor rendimiento, en consonancia con nuestros resultados. La
madurez en la recoleccion es uno de los principales factores que determinan la calidad y
la velocidad de deterioro durante la postcosecha (Kader, 2002). El exceso de riego
produjo una reduccién en la longitud del tallo mientras que el déficit provocod un
aumento. A pesar de la influencia de los regimenes de riego en la madurez de la lechuga

romana, todas las cabezas de lechuga se encontraron dentro del rango de madurez
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comercial (capitulo I'V). Hilton y col. (2009) observaron que el aumento en la madurez
de las cabezas incrementa el pardeamiento de la lechuga cortada. En nuestro caso

observamos que la madurez afecta al procesado y a la vida util de la lechuga IV Gama.

6. CONCLUSIONES
Los factores precosecha como el riego tienen gran influencia en la calidad y vida

util de la lechuga IV Gama. El exceso de agua aceler6 el pardeamiento y el crecimiento
microbiolégico, mientras que el déficit redujo el rendimiento. Basandonos en estos
resultados, se pone de manifiesto la importancia de la optimizacion de las practicas de
riego para mejorar la calidad de las materias primas y extender la vida util del producto
procesado en IV Gama. La gestion del agua se puede mejorar mediante el uso de sondas
que midan la humedad del suelo para ajustar las dosis de riego, ya que es necesario
adoptar practicas agricolas que reduzcan el riego pero que mantengan la calidad y el
rendimiento. Ademas, con el empleando de la cantidad 6ptima de agua para cada tipo de
lechuga, mejoraremos la sostenibilidad del medio ambiente sin comprometer la calidad

del producto.
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INFLUENCIA DE LA EXPOSICION

A LA LUZ DURANTE LA
CONSERVACION EN LA CALIDAD
DE LA LECHUGA ROMANA

EN IV GAMA
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oxygen levels and light exposure affect quality of fresh-cut Romaine lettuce. Postharvest
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CAPITULO X

1. RESUMEN

La atmosfera modificada (MAP) permite extender la vida util de la lechuga IV
Gama, principalmente porque limita los procesos de oxidacion. Sin embargo, la exposicion
a la luz puede causar desarrollo de pardeamiento y pérdida de calidad. En este capitulo,
estudiamos la influencia de la exposicion a la luz durante la conservacion de lechuga
romana [V Gama. El producto se expuso a diferentes condiciones luminicas durante su
conservacion: luz (24 h), fotoperiodo (12 h luz + 12 h de oscuridad) y oscuridad (24 h). Se
evaluaron los cambios en la tasa respiratoria, la composicion gaseosa, la calidad sensorial,
el color, la pérdida de electrolitos de los tejidos, la apertura de estomas, la materia seca, la
textura y el contenido en constituyentes relacionados con el pardeamiento como son el
contenido en vitamina C y en compuestos fenolicos individuales y totales. Se envasaron
diferentes masas de producto (75-275 g) en bolsas con una atmoésfera inicial de O, del 0.5-
2.0 kPa mediante la inyeccion de Nj, alcanzandose en el equilibrio concentraciones de O,
del 0.1 a 1.5 kPa. Las atmosferas con bajo O, (0.2-0.5) preservaron la calidad debido al
control del pardeamiento y la prevenciéon de malos olores y sabores. La exposicion
luminica influy6 positivamente en la apertura de estomas (74 % en luz frente a 24 % en
oscuridad) contribuyendo a una pérdida ligera de peso. La concentracion de O, fueron
diferentes significativamente dependiendo de las condiciones de luz (10.6 = 7.0, 18.3 + 3.5
y 25.8 + 8.6 nmol O, kg s, con luz frente a fotoperiodo y oscuridad, respectivamente).
Los envases expuestos a luz mostraron mayores niveles de O, que los conservados en
oscuridad, mientras que los de fotoperiodo obtuvieron valores intermedios. Ademas, la
localizacion del envase en la estanteria influyd en la composicion gaseosa del espacio de
cabeza, aumentando mas la concentracion de O, en las bolsas delanteras que en las
traseras. Sin embargo, las condiciones luminicas no afectaron al contenido en vitamina C y
en compuestos fenodlicos. El presente estudio demuestra que bajo condiciones luminicas la
actividad respiratoria se compensa con la fotosintesis, aumentando la concentracion de O,,
comparado con las condiciones de fotoperiodo y oscuridad. Por tanto, el pardeamiento de
lechuga romana IV Gama es promovido por la exposicion a la luz al aumentar la

concentracion de O, en el envase.

2. INTRODUCCION
La lechuga romana es uno de los tipos mas demandados por los consumidores
debido a su textura, apariencia, aroma y sabor caracteristico de frescura. Ademas, es una de

las lechugas mas ricas en compuestos fitoquimicos, en concreto en compuestos fendlicos
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(Llorach y col., 2008). Por otra parte, las operaciones de cortado, lavado y envasado
producen dafio en los tejidos, aumentando la respiracion, favoreciendo el deterioro y
acortando la vida util (Varoquaux yWiley, 1994). Una de las mayores causas de la pérdida
de calidad en lechuga IV Gama es el pardeamiento, principal problema en lechuga romana
tras el corte de los tejidos, principalmente en el tejido vascular o midrib (Lopez-Galvez y
col., 1996). El pardeamiento ocurre mas rapidamente y con menos posibilidad de control
que en otros tipos de lechuga como iceberg. Son muchos los estudios de pardeamiento en
lechuga IV Gama que tienen como finalidad controlar el metabolismo fenolico y retrasar la
aparicion de pardeamiento. La mayoria aplica tratamientos quimicos como son los agentes
reductores, los inhibidores enzimaticos, los acidulantes y los agentes complejantes. Sin
embargo, la toxicidad de algunos de ellos hace que estén excluidos en lechuga IV Gama
(Toméas-Barberan y col., 1997a; Peiser y col., 1998; Altunkaya y Gokmen, 2008). Por ello,
la industria de la IV Gama necesita estrategias que eviten el pardeamiento y mantengan la

calidad y aceptabilidad por parte del consumidor sin el uso de productos quimicos.

Las atmoésferas modificadas (MAP) alargan la vida 1til de la lechuga IV Gama,
proporcionando bajas concentraciones de O, que retrasen el pardeamiento (Smyth y col.,
1998). Krahn (1977) sefiald6 que el pardeamiento podia ser prevenido durante la
conservacion con MAP con niveles de O, < 2 kPa. A su vez Ballantyne y col. (1988)
indicaron que los niveles de O, debian estar entre 1-3 kPa. Sin embargo, McDonald y col.
(1990) observaron la aparicion de pardeamiento, particularmente en los bordes de los
cortes, con niveles superiores a 3 kPa. En particular, en lechuga romana para la prevenir el
pardeamiento en los tejidos se ha sido recomendado una concentracion de O, inicial de
0.2-3.0 kPa (Gorny, 2001). Sin embargo, este rango es muy amplio ya que cuando el nivel
de O, es < 0.5 kPa se pueden desarrollar malos olores y sabores (McDonald y col., 1990),
o la aparicion de pardeamiento cuando es > 3 kPa (Ballantyne y col., 1988; Heimdal y col.,
1995; Smyth y col., 1998). La atmdsfera modificada depende de la interaccion entre la tasa
respiratoria del producto y la permeabilidad del pléstico para una determinada masa y area
del envase (Kader y col., 1989; Majan y col., 2006). En diferentes estudios se ha
demostrado la influencia del envasado en MAP y el contenido en constituyentes
relacionados con el pardeamiento de lechuga IV Gama (Gil y col., 1998; Smyth y col.,
1998; Beltran y col., 2005) a distintas temperaturas (Cantwell, 1996). Sin embargo, son
pocos los estudios que relacionan la concentracion de O, con el pardeamiento y los malos

olores en lechuga romana IV Gama.
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Entre los factores medioambientales que mas afectan al contenido fitoquimico se
encuentra la luz (Li y Kubota, 2009; Zhou y col., 2009). En estudios actuales se describe la
influencia de la luz y su relacion con la calidad de diferentes vegetales. Lester y Markus
(2010) observaron que hojas de espinaca expuestas a la luz durante la conservacion
presentaron mejor calidad nutricional que las expuestas a oscuridad permanente. Se ha
sefialado que la luz fluorescente favorece la pérdida de peso y mantiene el contenido en
vitamina C en acelgas chinas durante la conservacion (Noichinda y col., 2007). Sin
embargo, también se han observado efectos negativos por ejemplo en esparragos expuestos
a la luz al aumentar su actividad fisiolégica (Sanz y col., 2009). Algunos estudios han
sugerido que la exposicion a la luz desencadena respuestas fisiologicas diferentes
dependiendo de la pigmentacion del vegetal, afectando por lo tanto, a la composicion
gaseosa dentro del envase (Sanz y col., 2007; Olarte y col., 2009). Otros autores sefialaron
que la iluminacion causa un aumento en la tasa respiratoria debido a la actividad
fotosintética de vegetales verdes en IV Gama, la cual acelera el pardeamiento de la zona
del corte como es el caso del puerro (Ayala y col., 2009), o la pérdida de clorofila en
brocoli, o la alta transpiracion y fermentacion en coliflor (Olarte y col., 2009). De acuerdo
con la informacién descrita anteriormente, la exposicion de los envases a condiciones
luminicas incontroladas, durante la distribucion en la venta al por menor, puede afectar a la
concentracion de O, del espacio de cabeza del envase y originar una alta variabilidad en las
caracteristicas de calidad de la lechuga IV Gama, desencadenando principalmente
pardeamiento y reduccion de la vida util. Por esta razon, los objetivos de este estudio
fueron la evaluacion (1) del efecto del bajo O, y (2) el impacto de la exposicion a distintas
condiciones luminicas en la vida til de la lechuga romana IV Gama. Para ello, se han
evaluado la tasa respiratoria, la composicion del espacio de cabeza del envase, la calidad
sensorial, el color, la pérdida de electrolitos a través de la membrana, la apertura
estomatica, la pérdida de agua, la textura y el contenido de vitamina C y de compuestos

fendlicos.

3. MATERIAL Y METODOS
3.1. Material vegetal
Las lechugas cultivadas en Torre Pacheco (Murcia) por la empresa Syngenta Seeds
S.A. siguiendo condiciones comerciales, se recolectaron de diciembre a mayo. El material
se transport6 al laboratorio CEBAS-CSIC en condiciones refrigeradas y se conservo a 4°C

en oscuridad durante 24 h.
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3.2. Condiciones de procesado, envasado y conservacion

Las condiciones de procesado fueron las estudiadas en el capitulo III. Para el
estudio de la influencia de las diferentes concentraciones de O, sobre la calidad del
producto envasado, se empled un plastico (Amcor Flexibles, Bristol, GB) con una
permeabilidad al O, de 9.365 E''mol m m™ s Pa” (504 mL O, 25 um/m’ d atm) y de
3,166 E'°mol m m™ s Pa’! para el CO, (2507 mL O, 25um/m* d atm) a 7 °C y 95 % HR.
Distintos pesos de lechuga romana IV Gama (de 75 a 275 g) se envasaron en envases de
230 mm x 280 mm en una envasadora vertical (modelo Etna 280-X, Ulma, Ofati). La
atmoésfera MAP fue creada por inyeccion de N, para reducir la concentracion de O; del 21
al 0.5-5.0 kPa, aproximadamente. Las muestras se conservaron diariamente en condiciones
de fotoperiodo, ciclos de 12 h de luz y 12 h de oscuridad durante tres dias a 4 °C y el resto
a 7 °C, simulando condiciones similares a las comerciales durante la distribucion. Las

concentraciones deseadas de O, y CO, dentro del envase se establecieron en el equilibrio.

Para el estudiar el efecto de la exposicion de la luz, se envasaron 175 g de lechuga
IV Gama, en las condiciones descritas anteriormente. Los envases se distribuyeron
aleatoriamente en tres bloques en funcidon de las condiciones luminicas: (1) oscuridad 24 h
al dia, (2) fotoperiodo (12 h luz y 12 h oscuridad) y (3) luz 24 h al dia. La radiacion
fotosintética activa en las estanterias fue de 6 + 1 pmol m™ s’ obtenido por luz
fluorescente (Philips Ibérica S.A., Madrid) de 58 W, en condiciones similares a la venta al
por menor. La conservacion se llevd a cabo 3 d a4 °C y el resto a 7 °C. Las evaluaciones se

llevaron a cabo los dias 0, 8 y 10.

La caracterizacion de las muestras se realizo el dia del procesado. Para ello, se
midid el peso fresco de cabeza, la longitud de la cabeza y la longitud del espigon. Para
determinar el contenido en materia seca, se emple6 tejido comercial sin lavar, secandose en
una estufa de aire forzado a 65 °C hasta peso constante. Las muestras se pesaron antes y
después del secado, calculando la relacion del peso seco con el peso fresco. Se emplearon

4 réplicas de 15 g de tejido comercial por condicion luminica.
La textura se midi6 empleando una célula Kramer con cinco cuchillas (HDP/KS5)

conectada a un analizador de textura (TA.TX.plus, Stable Micro Systems, GB) como se

describe en el capitulo III. Los resultados corresponden a 20 réplicas por tratamiento.
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3.3. Analisis del espacio de cabeza

La tasa respiratoria se midi6 siguiendo el método de Jacxsens y col. (1999) del
sistema cerrado. Para medir la tasa respiratoria, las cabezas de lechuga romana se
conservaron a 4 °C en oscuridad antes del procesado. Después del procesado, 150 g de
lechuga IV Gama se envasaron en tarros de cristal (1484 mL). La concentracion de O,
inicial vari6 entre 1 y 3 kPa alcanzandose tras la inyeccion de un flujo de N, de un
generador (Witt-Gasetechnik, modelo KM100-3M, Carburos Metalicos, S.A., Barcelona).

-1

La tasa respiratoria se expresé en nmol CO, kg s™' a 7°C. Se emplearon 4 réplicas por

tratamiento y las medidas se realizaron diariamente durante 5 dias.

La tasa respiratoria y los niveles de O, y CO, del espacio de cabeza fueron
analizados tras la inyeccion de 0.25 mL en un analizador de O, con una célula cerdmica de
deteccion electroquimica de 6xido de circonio (CG-1000, Ametek, Thermox Instruments
Co., Pittsburgh, PA, EE.UU) y un detector infrarrojo de CO, (Via 510, Horiba Instruments
Co., Irvine, CA, EE.UU). Los resultados corresponden a 3 bolsas por condicién luminica y

las medidas se realizaron por duplicado en cada bolsa.

3.4. Medida de color

La medida del color se realiz6 en el tejido fotosintético (120 muestras) para cada
condicién luminica el dia de procesado (Lo*, ao bo*) y durante los dias de conservacion 8

y 10 dias (L', a", b*). Las diferencias de color se expresaron como:

o [ 5 N (AR e (TR D

Este indice fue descrito en lechuga romana baby para detectar los cambios de color
de forma semejante a los que percibe el ojo humano (Chisari y col., 2010). Estas medidas
se llevaron a cabo con un colorimetro (Minolta CR-300, Ramsey, NJ, EE.UU) con una

apertura de 8 mm de campo de visualizacion.

3.5. Pérdida de electrolitos
La medida de la integridad de la membrana se determin6 siguiendo la metodologia
de Kim y col. (2005) con ligeras modificaciones. Se emplearon 5 discos de 5 mm de tejido

fotosintético tomados de una muestra de 150 g de lechuga por réplica. Estos discos se
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introdujeron en 10 ml de manitol 0.4 M. La conductividad eléctrica se midi6 a las 3 h con
un conductimetro (Modelo CM35, Crison, Barcelona). La conductividad total se midi6
después de la congelacion a -20 °C durante 24 h y posterior descongelacion. La pérdida de

electrolitos se expresd como % de los electrolitos totales.

3.6. Microscopia electronico de barrido

Después de 10 dias de conservacion, se tomaron muestras de 3 cm del tejido
fotosintético conservados en distintas condiciones luminicas. Las muestras se fijaron en
formaldehido (10%) para su observacion en el microscopio electronico de barrido (SEM).
Posteriormente, las muestras se lavaron 3 veces en tampon cacodilato (0.1M) (cacodilato
de sodio trihidratado, EMS, Hatfield, PA, EE.UU), seguido por la fijacion con tetradéxido
de osmio (EMS) al 1% en tampon fosfato 0.1M durante 1h. Después, las muestras se
lavaron con tampon fosfato salino (PBS) durante 24 h, seguido de la deshidrataron por
inmersion en etanol (30, 50, 70, 90 y 100 %). A continuacion, las preparaciones se llevaron
al punto critico de CO; (Balzers CPD 020, Balzers, Wiesbaden, Alemania). Las muestras
desecadas se colocaron en soportes de aluminio especialmente disefiados para el SEM y se
montaron en placas de carbono con cintas adhesivas etiquetadas (Electron Microscopy
Sciences, Hatfield, PA, EE.UU.). Finalmente, las muestras se recubrieron con un metal
conductor, en este caso el oro (Target Old, Quorum Emitech, Kent, EE.UU). Las muestras
se observaron en un SEM (JEOL-JSM 6100, SEM JEOL, Inc., GB), con un voltaje de
aceleracion de 20 kV en el modo de deteccion de electrones secundarios. El nimero de
estomas abiertos y cerrados se determind en un area de 0.42 mm x 0.57 mm de la

superficie axial de la hoja. Se analizaron un total de 10 muestras por condicion luminica.

3.7. Extraccion y cuantificacion de vitamina C

El contenido en vitamina C se determind como suma del 4cido ascorbico (AA) y
del acido dehidroascorbico (ADHA) seglin describié Gil y col., 1998b, 1999) con algunas
modificaciones (Llorach y col., 2008). Muestras de 20 pL fueron analizadas por HPLC
(Merck-Hitachi, Tokio, Japon). La separacion del DFQ y AA se llevd a cabo empleando
una columna C-18 (250 mm x 4 mm x 5 pm de tamafio de particula, Barcelona). Las
soluciones patrones, fase movil, velocidad de flujo y longitudes de onda empleadas se
describen en el capitulo III. Los resultados fueron expresados en mg por 100 g de peso

fresco.

221



CAPITULO X

3.8. Extraccion y cuantificacion de compuestos fendlicos

El material congelado y posteriormente liofilizado (0.5 g) se homogeneiz6 con una
mezcla de MeOH/agua/acido formico (25:24:3, v:v:v) conteniendo NaF. El analisis por
HPLC se realizo siguiendo la metodologia de Llorach y col. (2008). Las muestras de 20 uLL
se analizaron en un HPLC (bomba L-2130, Merck-Hitachi, Tokio, Japon), acoplado a un
detector ultravioleta-visible (UV-Vis, L-2455, Merk-Hitachi) de longitud de onda variable
y un inyector (L-2200, Merk-Hitachi). La columna empleada fue una C-18 de fase reversa
LiChropher 100 (250 mm x 4 mm; 5 um de tamafio de particula; LiChroCART 250-4,
Damstadt, Alemania), usando como fase movil agua/dcido formico (95:5, v/v) (A) y
metanol (B). El rango de elucién se describe en el capitulo III, ademas de los patrones
empleados para la deteccion de los compuestos fenolicos individuales. Los resultados

fueron expresados en mg por 100 g de peso fresco.

3.9. Analisis estadistico
El andlisis de la varianza se realiz6 con un nivel de significancia de P < 0.05 y
cuando se observaron diferencias significativas, se realizé el test de Tukey’s usando el

programa estadistico PASW Statistics 18 de Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)

4. RESULTADOS

4.1. Efecto de la baja concentracion de O; en la calidad sensorial

El consumo de O,y la produccion de CO, fueron mayores en las bolsas de mayor
masa (275 g), alcanzando el nivel minimo de O, (0.1 kPa) y el maximo de CO; (14.7 kPa).
El aumento en la concentraciéon de CO, en el espacio de cabeza ocurrio cuando la
concentracion de O, disminuy6 por debajo del 0.2 kPa (Figura 10.1). La lechuga IV Gama
perdi6 su sabor caracteristico cuando la O, fue inferior al 0.2 kPa, dando lugar a
anaerobiosis, la cual fue detectada por la presencia de malos olores y sabores (Figura
10.2A y B). Los malos olores fueron méaximos cuando la concentracion de O, fue del 0.1
kPa, sin embargo, el sabor andmalo ya alcanzé su maximo al 0.5 kPa. Ademas,
observamos un incremento del pardeamiento cuando la concentracion de O, aumentd de
0.5 kPa (Figura 10.2C). La reduccion del nivel de O, de 0.6 a 0.4 kPa disminuy6 el

pardeamiento, haciéndolo inexistente en valores inferiores a 0.4 kPa.
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Figura 10.1. Concentracion de U, y CO; en el espacio de cabeza de lechuga romana IV

Gama.
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Figura 10.2. Influencia de la concentracion de O, en los malos olores, sabor y

pardeamiento de lechuga romana IV Gama conservada a 7 °C durante 10 d.

4.2. Efecto de las condiciones de luz en la tasa de respiracion y en la composicion
gaseosa del espacio de cabeza
Basandose en los cambios de consumo de O, y produccion de CO, en los tarros

herméticos de lechuga romana IV Gama, la tasa respiratoria se calcul6 a una concentracion
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de O, del 0.3 kPa como nivel habitual alcanzado en los envases comerciales. Se observaron
diferencias significativas en la concentracion de O, de las muestras expuestas a luz,

fotoperiodo y oscuridad (10.6 + 7.0, 18.3 + 3.5 y 258 + 8.6 nmol O, kg' s,

respectivamente).
A . | uz
a I Fotoperiodo delantero
12 - E== Fotoperiodo trasero
[ Oscuridad
1,0 :

0, (kPa)

bec b

CO, (kPa)
w

Dias de conservacion

Figura 10.3. Cambios de las concentraciones de O, y CO; en el espacio de cabeza de los
envases de lechuga romana IV Gama conservados en luz (24 h), oscuridad (24 h) y
fotoperiodo (12 h de luz + 12 h de oscuridad) en la zona frontal de la estanteria
(fotoperiodo frontal) y en la zona trasera de la estanteria (fotoperiodo trasero) durante 3 d a

4°Cyelrestoa?7°C.

A dia 0, la composicion gaseosa dentro del envase fue la misma en todas las
muestras (0.5-2.0 kPa de O, y 0.0 kPa de CO,). Las concentraciones de O, y CO, en el

espacio de cabeza fueron diferentes en cada momento dependiendo de las condiciones
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luminicas (Figura 10.3). A los 8 dias, las muestras conservadas en oscuridad mostraron
una concentracion de O, de 0.2 kPa, mientras que las expuestas a luz mantuvieron valores
similares a los iniciales (0.9 kPa). A los 10 dias, las diferencias en la concentracion de O,
entre los tratamientos se mantuvieron, pero el CO, aument6 siendo los envases en
oscuridad los que alcanzaron niveles maximos (Figura 10.3B). Por otra parte, los envases
localizados delante en la estanteria mostraron mayor nivel de O, (0.6 kPa) que los

localizados detras (0.3 kPa) (Figura 10.3A).

4.3. Efecto de las condiciones luminicas en la calidad sensorial

Las muestras conservadas en oscuridad mostraron mejor calidad visual que las
conservadas debajo condiciones luminicas. Después de 8 dias de conservacion, la calidad
visual de la lechuga romana IV Gama conservada en luz asi como la de los envases
situados en la parte delantera de la estanteria en condiciones de fotoperiodo fue peor que la
calidad del producto conservado en oscuridad o la de los situados en la parte de detras de la
estanteria bajo condiciones de fotoperiodo (Figura 10.4A). A los 10 dias de conservacion,
la calidad visual de las muestras expuesta a luz mostraron valores por debajo del limite de
aceptabilidad, mientras que las conservadas en oscuridad mantuvieron buena calidad visual
(Figura 10.4A). La alta concentracion de O, alcanzada durante la conservacion cuando los
envases fueron expuestos a la luz no previno el pardeamiento en lechuga romana IV Gama,
como se observa en la Figura 10.4B. Cuando se evalud el pardeamiento tras 8 dias de
conservacion, las muestras expuestas a luz y las localizadas en la parte de delante de la
estanteria con fotoperiodo, mostraron significativamente mayor pardeamiento que las
expuestas a oscuridad y las de la parte trasera del estante (Figura 10.4B). A los 10 dias de
conservacion, la lechuga romana IV Gama conservada en luz mostré un pardeamiento
severo, mientras que las conservadas en oscuridad controlaron mejor el pardeamiento.
Ademas, el pardeamiento superficial fue mayor en las lechugas conservadas en luz (datos

no mostrados).
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Figura 10.4. Efecto de las condiciones luminicas en la calidad visual (A) y pardeamiento
del borde (B) en lechuga romana IV Gama conservada a 3d a 4 °C y el resto a 7 °C bajo las

condiciones luminicas descritas anteriormente.

4.4. Efecto de las condiciones luminicas en el color, la pérdida de electrolitos a traves
de la membranay en la textura

El color de la lechuga romana IV Gama fue afectado por la exposicion a la luz
(Figura 10.5). Después de la conservacion, se observo un cambio importante en el color de
la lechuga romana expuesta a luz y fotoperiodo con una variacién evidente de 4E" (80)
comparado con las muestras conservadas en oscuridad (4E =1 8). Esta variacion en el color

fue debida principalmente a los cambios en los valores verde-rojo (a’) y amarillo-azul (b").
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Figura 10.5. Efecto de las condiciones luminicas en el color (4E") de lechuga romana IV
Gama conservada 3d a 4 °C y el resto a 7 °C bajo las condiciones luminicas descritas

anterior
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Figura 10.6. Efecto de las condiciones luminicas sobre la pérdida de electrolitos de
lechuga romana IV Gama conservada 3 d a 4 °C y el resto a 7 °C bajo las condiciones

luminicas descritas anteriormente.
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Por otra parte, la pérdida de electrolitos a través de la membrana aumentd
levemente durante los primeros 8 dias de conservacién sin embargo, no se observaron
diferencias entre las distintas condiciones luminicas (Figura 10.6). Después de 10 dias, las
muestras conservadas en oscuridad mostraron mayor pérdida de electrolitos que las

expuestas a la luz permanente y al fotoperiodo.

El coeficiente de “crispiness” inicial en lechuga romana IV Gama fue de 0.89 +
0.07. Después de 10 dias de conservacion, las muestras conservadas en oscuridad
presentaron igual textura que las expuestas en luz (0.83 + 0.11 y 0.89 £ 0.06). El panel
sensorial observd menor textura en las muestras conservadas 10 dias respecto a los 8 dias

de conservacion.

4.5. Efecto de las condiciones luminicas en la pérdida de agua y en la apertura
estomatica

Después de 5 dias de conservacion, las pérdidas de peso fueron de 0.4 + 0.0 %, 0.8
+0.1% y 0.7 £ 0.1% en oscuridad, luz y fotoperiodo, respectivamente. En la Fotografia
10.1 se muestra como las hojas expuestas a luz presentaron de forma continua sus estomas
practicamente abiertos. Después de 10 de conservacion, el porcentaje de apertura
estomatica en lechuga romana IV Gama conservada en luz fue aproximadamente del 75 %.
Datos similares se obtuvieron en el porcentaje de estomas cerrados en lechuga conservada
en oscuridad (Tabla 10.1). También se estudid el efecto de las distintas condiciones
luminicas sobre la materia seca, sin observarse diferencias significativas entre ellas (5 %,

aproximadamente).

Tabla 10.1. Porcentaje de estomas abiertos y cerrados en lechuga romana IV Gama

conservada 3d a 4 °C y el resto a 7 °C bajo luz y oscuridad.

Condiciones de conservacion Abierto (%) Cerrados (%)
Luz 742 +£11.0 258+ 11.0
Oscuridad 25.1+27.1 74.9 £27.1

Los valores representan una media de n=10 = S.D.
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Fotografia 10.1. Microscopia electronica de la superficie de la hoja de romana expuesta a

laluz (A) y ala oscuridad (B) a 100 pm y 50 pm.

4.6. Efecto de las condiciones luminicas en el contenido de vitamina C y de
compuestos fendlico

Los valores obtenidos en el contenido en vitamina C (como acido ascoérbico (AA) y
acido dehidroascorbico (ADHA) de lechuga romana IV Gama variaron entre 5 y 7 mg 100
g, El contenido de vitamina C después de 8 y 10 dias de conservacion se muestra en la
Figura 10.7. Durante la conservacion, no se observé mayor degradacion del contenido de
vitamina C en las muestras expuestas a luz ya que no hubo diferencias significativas entre

las diferentes condiciones luminicas (Figura 10.7).
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El contenido inicial de compuestos fenoles en las muestras de lechuga fue de 104
mg 100 g' aumentando ligeramente durante la conservacion, principalmente en las
muestras conservadas mas de 10 dias en oscuridad (170 mg 100 g"). Sin embargo, no se
observaron diferencias significativas entre las diferentes condiciones luminicas (Figura
10.8). El contenido de cada uno de los compuestos fenolicos individuales como los &cidos
clorogénico, isoclorogénico, monocafeoiltartirico y dicafeoiltartirico, no se vio

influenciado por las condiciones luminicas (datos no mostrados).
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Figura 10.7. Efecto de las condiciones luminicas en el contenido de vitamina C (acido
ascorbico (AA) y éacido dehidroascorbico (ADHA) en lechuga romana IV Gama

conservada 3 d a 4 °C y el resto a 7 °C bajo las condiciones luminicas descritas

anteriormente.
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Figura 10.8. Efecto de las condiciones luminicas en los compuestos fenolicos totales de la
lechuga romana IV Gama conservada 3 d a 4 °C y el resto a 7 °C bajo las condiciones

luminicas descritas anteriormente.

5. DISCUSION

En el estado de equilibrio se puede determinar el limite méas bajo de O,, pero
asegurando una respiracion aerébica y el mas alto, pero evitando el pardeamiento (Joles y
col., 1994; Cameron y col., 1995). La concentracion de O, alcanzada estuvo influenciada
por la tasa respiratoria del producto, la cual dependi6 de la masa y del tipo de producto, de
los métodos de preparacion, de la permeabilidad de la pelicula plastica y de las
dimensiones de la bolsa. En nuestro caso, las bolsas empleadas fueron similares para
facilitar la realizacion del estudio. Smyth y col., (1998) describieron que la oxidacién es un
proceso continuo, por lo que puede existir un umbral para la deteccion visual de los
productos oxidados. Esta hipotesis es razonable, puesto que observamos el comienzo de
oxidacién a 0.5 kPa de O, y aumentd al incrementar la concentraciéon de O,, causando
cambios visibles en el pardeamiento de la zona de corte. Sin embargo, Hamza y col.,
(1996) sefialaron que una disminucion de la concentracion de O, al 1% y de CO; al 10%
redujo el pardeamiento en tejidos de lechuga romana IV Gama, pero que una concentracion
del 0.5% de O, aument6 el pardeamiento por el desarrollo de anaerobiosis. De acuerdo con
estos autores, la intensidad del pardeamiento y el desarrollo de anaerobiosis en lechuga

romana conservada con 0.5% de O,, sugirieron que valores por debajo de 1% de O,

232



Influencia de laluz en la lechuga romana en IV Gama durante la conservacion

reducen los efectos beneficiosos del bajo O,. Por lo tanto, el rango de O, capaz de
mantener la calidad visual en el limite de aceptacion comercial para lechuga romana IV
Gama fue entre 0.2 y 0.5 kPa. Este es un rango muy estrecho que hace que el control de las
condiciones de conservacion, fundamentalmente la temperatura, sea critico. Actualmente,
hay una preocupacion en el sector de la IV Gama por la mejora de las condiciones Optimas
de conservacion, en el cual apenas existe informacion de la influencia de las condiciones
luminicas en la tasa respiratoria del producto IV Gama. Los resultados mostrados en este
estudio del consumo de O, indican la gran influencia de las condiciones luminicas en la
tasa respiratoria de la lechuga IV Gama. Las diferencias en la composicion gaseosa del
espacio de cabeza entre los envases conservados en luz y oscuridad se deben al efecto de la
luz sobre la actividad fisioldgica de los tejidos. Olarte y col., (2009) observaron que el
material vegetal pigmentado presentaba una actividad fotosintética en presencia de luz. El
consumo de O, debido a la actividad respiratoria en condiciones luminicas esta
compensado por la produccion durante el proceso de fotosintesis. Por otra parte, los
envases conservados en fotoperiodo mostraron concentraciones de O, y CO; intermedias
entre las condiciones de luz y oscuridad. La exposicion a la luz prolonga el intercambio
gaseoso entre el tejido y la atmosfera dentro del envase en proporcidon al nimero de horas
de exposicion (Sanz y col., 2007). Esto nos llevé al estudio de la posicion de los envases en
las estanterias, influyendo la ubicacion de los mismos en la composicion gaseosa del
envase. El pardeamiento es la principal causa que limita la vida util (Ballantyne y col.,
1988). En distintos estudios se describe el efecto negativo de la exposicion a luz en la
calidad sensorial de coliflor, puerros y esparragos (Sanz y col., 2007, 2009; Ayala y col.,
2009). Sanz y col., (2007) observaron que en presencia de luz se acelero el desarrollo de
pardeamiento en la zona de corte en coliflor IV Gama. Por otra parte, las muestras
conservadas en oscuridad mostraron ligeros malos olores y sabores a dia 10 de
conservacion, debido al bajo O, alcanzado dentro del envase, aunque dentro de los limites
comerciales. Se ha descrito la estabilidad del color en los envases con niveles de O, < 1

kPa (Smyth y col., 1998) de acuerdo con nuestros resultados.

Las condiciones luminicas afectaron a otros parametros fisico-quimicos como la
pérdida de electrolitos a través de la membrana, la cual es considerada como una medida
indirecta de la integridad de las membranas. Se ha descrito que el dafo provoca la pérdida
de la integridad de las membranas resultando en un aumento en la pérdida idnica (Jiang y

col., 2001). Este parametro ha sido empleado por algunos autores para evaluar la influencia
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de la concentracion inicial de O, y de la tasa respiratoria en la calidad de la lechuga
romana [V Gama (Kim y col., 2005). Se ha descrito que la concentracion de O, > 2.5 kPa
disminuye la pérdida de electrolitos en lechuga romana IV Gama, independientemente de
la concentracion de O; inicial (0.0 6 1.5 kPa) (Kim y col., 2005). La acumulaciéon de
productos del metabolismo anaerobio conlleva a la desorganizacion celular y favorece la
pérdida de integridad de los tejidos (Hamza y col., 1996). De acuerdo con esto, los
resultados obtenidos indican que a la concentracion de O, por debajo de la dptima se activa
el metabolismo anaerobico en los envases conservados en oscuridad aumentando la
pérdida de electrolitos. Ademas, debido al metabolismo anaerdbico se desarrollaron malos
olores. Olarte y col., (2009) observaron que estas condiciones pueden tener efecto sobre la
textura. El coeficiente de “crispiness” de lechuga romana IV Gama fue afectado por la
conservacion. Sin embargo, Ayala y col. (2009) observaron un aumento en textura de
puerros IV Gama expuestos a luz durante la conservacion, atribuyendo estos cambios a la
pérdida de humedad seguido de un aumento del grado de lignificacion. Estudios anteriores,
observaron que la pérdida de humedad estaba relacionada directamente con el numero de
horas de exposicion a la luz (Sanz y col., 2007). De acuerdo con nuestros resultados,
Noichinda y col. (2007) senalaron que tras 10 dias de conservacion, la pérdida de agua del
brocoli chino fue de 1.8 % en oscuridad y 3.9 % en luz. Sin embargo, en nuestro estudio, la
pérdida de peso fue muy baja debido a la alta HR dentro de los envases y la exposicion de
luz durante la conservacion (5d). Otros estudios, observaron la pérdida de peso después de
15 dias de conservacién en acelgas (Sanz y col., 2007) y después de 25 dias en coliflor y

brécoli (Olarte y col., 2009).

En el caso de las hortalizas de hoja, la regulaciéon de la transpiracion es bien
conocida (Ben-Yehoshua y Rodov, 2003). En las hojas maduras después de la recoleccion,
los estomas se cierran y aumenta el papel de la transpiracion cuticular. La apertura
estomatica contribuye considerablemente a la conductividad del agua en la hoja (Kerstiens,
1996). Noichinda y col., (2007) observaron que los estomas en brocoli chino se cerraban
con 1 dia de conservacion en oscuridad y se mantenian abiertos en condiciones de luz.
Varios estudios han afirmado que la exposicion a la luz estimula la apertura estomatica y
facilita el intercambio de gases entre los tejidos y la atmosfera gaseosa dentro del envase
pero ninguna de estas publicaciones han examinado la superficie por microscopia
electrénica de barrido (Sanz y col., 2007, 2008; Ayala y col., 2009; Olarte y col., 2009).

Estas publicaciones midieron los cambios en la composicion gaseosa del espacio de cabeza
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y las pérdidas de peso, y con estos datos hipotetizaron que la luz causé un aumento en la
apertura estomdtica y en la tasa respiratoria, ero nunca realizaron pruebas especificos para
su deteccion. Nuestros datos mostraron claramente que la exposicion a luz aumento el
numero de estomas abiertos y las pérdidas de peso se correlaciond con este hecho. El cierre
de los estomas en condiciones de oscuridad podria explicar la alta resistencia a la
transferencia gaseosa de los 6rganos de las plantas recolectadas (Ben-Yehoshua y Rodov,
2003), mientras que la apertura estomatica explicaria el alto intercambio gaseoso de la

respiracion y las actividades fotosintéticas en aquellos tejidos expuestos a luz.

Ademas, las condiciones luminicas también pueden afectar al contenido de
compuestos antioxidantes en lechuga para IV Gama. Los resultados obtenidos de vitamina
C estan de acuerdo con los valores descritos en lechuga (Llorach y col., 2008). La principal
forma de vitamina C es AA aunque el ADHA se present6 en gran proporcion (60 % y 40
%, respectivamente) comparado con otras hortalizas de hoja verde como mizuna, berro,
ricula salvaje y rucula cultivada, cuya proporcion de AA fue mucho mayor (83 %, 78 %,
71 % y 65 %, respectivamente) (Martinez-Sanchéz y col., 2008). Estudios anteriores
mostraron que el contenido de AA en espinaca y brécoli chino disminuyd durante la
conservacion en oscuridad (Toledo y col., 2003; Noichinda y col., 2007). Noichinda y col.
(2007) relacionaron los altos niveles de AA en presencia de luz con el contenido de
hexosas el cual aument6 durante la conservacioén cuando el brécoli chino se expuso a luz,
confirmando que el proceso de fotosintesis todavia contintia. Toledo y col. (2003)
sefialaron el alto contenido de AA en espinaca conservada en luz por la actividad
fotosintética de las hojas, aumentando la disponibilidad de los carbohidratos solubles,
especialmente glucosa, que contribuye al control del AA. Estos resultados fueron
confirmados por Lester y Markus (2010) ya que observaron que el contenido de vitamina C
en espinaca expuesta a luz se mantuvo durante 9 dias de conservacion. En nuestro estudio,
aunque el contenido en vitamina C en lechuga romana es bajo, se conservo bien en todas

las condiciones luminicas.

Otros compuestos antioxidantes que pueden verse afectados por las condiciones
luminicas son los compuestos fenolicos. Nuestros resultados corroboran el aumento en el
contenido fenolico durante la conservacion, observado en estudios anteriores en lechuga
roja (Gil y col., 1998) y en iceberg IV Gama (Beltran y col., 2005). Este aumento puede ser

explicado por el dano inducido durante el corte. La via de los fenilpropanoides
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(mencionada en el capitulo I) desamina el aminoacido L-fenilalanina a trans cinamico
mediante el enzima PAL (PAL, EC 4.3.1.5) realizando otras reacciones posteriores que
sintetizan nuevos compuestos como el acido 5-dicafeoilquinico o 4cido clorogénico, el
acido 3,5-dicafeoilquinico, el acido cafeoiltartarico y el acido dicafeoiltartarico (Tomas-
Barberan y col., 1997 a, b). En nuestro estudio, observamos que el pardeamiento estimul6
la via de los fenilpropanoides, aumentando la produccion de los principales compuestos
fenolicos y sintetizando otros nuevos. Sin embargo, la exposicion a la luz no estimuld esta
via puesto que no se observaron diferencias en el contenido fendlico individual entre
muestras expuesta a luz y oscuridad. Los resultados de Zhou y col (2009) demostraron que
altos niveles de luz causaron un aumento en la excitacion energética y en la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) en plantas de lechuga sugiriendo la posibilidad de un
mecanismo fotoprotector que podria aumentar los compuestos fitoquimicos antioxidantes.
En nuestro estudio, aunque el contenido fenolico no vari6 entre las condiciones luminicas,
las muestras conservadas en oscuridad presentaron valores mayores, debido al desarrollo
de pardeamiento en las lechugas conservadas con luz, lo que provocé la reduccion del

contenido fenolico.

6. CONCLUSIONES

La concentracién de O, fue un factor critico en lechuga romana IV Gama para el
desarrollo de pardeamiento que ocurrié cuando el nivel de O, fue mayor al 0.5 kPa y la
generacion de una fermentacion anaerdbica a concentracion inferior al 0.2 kPa. En
condiciones luminicas, la actividad respiratoria fue compensada por la fotosintesis
resultando valores mas altos de O,. Este aumento en la concentracion de O, afectd a la
calidad sensorial de la lechuga romana IV Gama, reduciendo la vida util tras el corte
debido al desarrollo de pardeamiento en la zona del corte. Se selecciond una pelicula de
envasado con una permeabilidad al O, adecuada teniendo en cuenta la mayor tasa
respiratoria en condiciones de luz. Ya que los envases pueden ser conservados en
condiciones luminicas, la tasa respiratoria puede verse afectada, y por eso, es importante la
seleccion adecuada de la pelicula plastica. De hecho, las condiciones luminicas
incontroladas durante la conservacion y distribuciéon comercial pueden contribuir a inducir
pardeamiento y rechazo del producto por parte del consumidor, particularmente en los
tipos de lechuga mas susceptibles al pardeamiento como el tipo romana. Teniendo en
cuenta estos factores, los productores de IV Gama pueden ofrecer un producto de calidad

mas uniforme.
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CAPITULO XI

I. El estado de madurez en hortalizas de hoja afecta a la calidad y vida Gtil del producto
entero y en IV Gama. En lechuga, la materia prima inmadura aumenta la tasa respiratoria
del producto 1V Gama, provocando desarrollo de malos aromas y dafio en el tejido. Por el
contrario, la lechuga sobremadura desarrolla sabores amargos y pardeamiento pudiendo

provocar el rechazo de los consumidores.

I1. Se recomienda el desarrollo de variedades de minihojas tipo “multi” y “baby” por las
excelentes caracteristicas sensoriales y nutricionales del producto procesado. Dichas
variedades reunen los requerimientos para su procesado en IV Gama respecto a la
excelente calidad visual, baja carga microbiana y alto contenido en compuestos

fitoquimicos.

I11. Las soluciones nutritivas aplicadas al cultivo sin suelo de lechuga no afect6 a las
caracteristicas de calidad de la materia prima, aunque dependié del genotipo. Los
genotipos rojos fueron mas adecuados para este sistema de produccion, bajo la solucién
nutritiva intermedia. El ajuste de nutrientes en el cultivo sin suelo es crucial teniendo en
cuenta que las condiciones climatoldgicas y el genotipo tienen una gran influencia en la

calidad del producto 1V Gama.

IV. El cultivo sin suelo de lechuga disminuyé el pardeamiento del borde del producto de
IV Gama e incremento el contenido en compuestos bioactivos respecto al cultivo en suelo.
La eleccion del genotipo influyo en la calidad del producto IV Gama. Las variedades rojas
presentaron mejor calidad en cultivo sin suelo. Este estudio pone de manifiesto la gran
relevancia del empleo del sistema de cultivo y de las variedades adecuadas para garantizar

la calidad del producto de IV Gama.

V. El agua aportada durante el cultivo de lechuga iceberg y romana influyé en la calidad
del producto de IV Gama. El exceso de riego aceler6 el desarrollo de pardeamiento
correlacionado con la mayor actividad de los enzimas PPO y PAL favoreciendo el
desarrollo de pardeamiento y el crecimiento microbioldgico. Los resultados demuestran la
importancia de establecer estrategias de riego optimizadas que permitan mejorar el
rendimiento y la calidad de la materia prima y del producto IV Gama, ademas de repercutir

positivamente sobre el medioambiente.
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Conclusiones

V1. Las condiciones luminicas durante la conservacion de lechuga IV Gama aumentan la
concentracion de O, reduciendo la vida util debido al desarrollo de pardeamiento. Los
niveles de O, entre los que la calidad visual de la lechuga romana IV Gama se mantiene
estan entre el 0.2 y 0.5 kPa. Este rango es muy estrecho y hace que las condiciones
luminicas incontroladas durante la conservacion y distribucion comercial puedan contribuir

a la induccion de pardeamiento y al rechazo del producto por parte del consumidor.
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