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ABSTRACT

Refrigeration and modified atmosphere packaging (MAP) are
useful technologies to preserve and extend the shelf life of fruit
and vegetables. The packaging industry aims to permanently
develop technologies that provide suitable conditions for the
commercialization of fruit and vegetables. Due to the market
demands, packages were developed to protect fresh products
from quality loss and to prolong shelf life. MAP is not always
used for horticultural products in México. There are few cases
where packages are designed for a specific fruit. Sometimes,
the same package is used for different fruit; therefore, there is
no adequate control of the gas concentration during storage,
causing a faster deterioration. The objective of this research was
to simulate the O, and CO, concentrations of “Hass” avocado
(Persea americana Mill.) stored in a MAP with different O, and
CO, permeabilities, based on the non-stationary state mass
balances for the gas concentrations and the enzymatic kinetics
for O, consumption and CO, production rates. A closed system
and inhibition models were used to determine the respiratory
behavior, and the correspondentkinetic parameters were obtained
through a regression analysis. The O, and CO, concentrations
inside a MAP in function of time were satisfactorily (R*>0.97)
simulated at 8*1 °C using a competitive inhibition model.
Through simulation, different permeabilities were tested to
ensure lower O, and higher CO, concentrations levels inside the
MAP. With the estimated O, (2.9X 10 mL cm cm™h™'emHg™)
and CO, (4.1X107°> mL cm cm™>h™" emHg™") permeabilities,
the gas concentrations inside the package were simulated for the

system to reach stable concentrations of 10.0 and 9.5 mol% for
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RESUMEN

La refrigeracion y el empaque con atmdsfera modificada (MAP,
por sus siglas en inglés) son tecnologias utiles para conservar y
extender la vida util de frutos y vegetales. La industria del em-
balaje busca continuamente desarrollar tecnologias que brinden
condiciones adecuadas para la comercializacién de frutos y ve-
getales. Debido a las demandas comerciales, se han desarrollado
empaques que mantienen la calidad y extienden la vida atil de
los productos frescos. En México, el MAP no siempre se utili-
za para productos horticolas. Los casos en los que se disefia un
empaque para un fruto en especifico son pocos. En ocasiones, el
mismo empaque se utiliza para diferentes frutos, por lo que no
hay un control adecuado de la concentracion de gases durante el
almacenamiento y el producto se deteriora mds répido. El obje-
tivo de esta investigacién fue simular las concentraciones de O,
y CO, del aguacate “Hass” (Persea americana Mill.) almacenado
en un MAP con diferentes permeabilidades a O, y CO, con base
en los balances de masa en estado no estacionario para las con-
centraciones de gas y la cinética enzimdtica para las velocidades
de consumo de O2 y producciéon de CO2. Un sistema cerrado
y modelos de inhibicién se usaron para determinar el comporta-
miento respiratorio y los pardmetros cinéticos correspondientes
se obtuvieron mediante un andlisis de regresion. La simulacién
a 8+1 °C de las concentraciones de O, y CO2 dentro del MAP
en funcién del tiempo fue satisfactoria (R’>0.97) empleando
un modelo de inhibicién competitiva. Mediante simulaciones
se evaluaron diversas permeabilidades para asegurar menores y
mayores concentraciones de O, y CO,, respectivamente, dentro
del MAP. Con base en las estimaciones de la permeabilidad a O,
(2.9%10° mL cm cm™? h™! cmHg™) y CO, (4.1X10” mL cm
cm? h™' emHg™), se simularon las concentraciones de gas dentro
del empaque para que el sistema alcance concentraciones estables

de 10.0 y 9.5 %mol de O, y CO, después de 240 h de almace-
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O, and CO, after 240 h of storage. These permeabilities could
improve the internal atmosphere and extend the “Hass” avocado
shelf life when stored under MAP at 8+1 °C.

Key words: permeability, respiration rate, MAD, avocado, Persea

americana Mill.
INTRODUCTION

vocado fruit (Persea americana Mill.) is of

great socioeconomic importance in México.

The global estimated production of avocado
is 5.5 million t and México is the main producer
(1.8 million t) and exporter (926,597 t) of this fruit
(FAOSTAT, 2018). The state of Michoacdn is the main
avocado producer in México with 166 000 ha cultivated
in 2018, and this area has increased annually (SIAD,
2019). The consumption of this fruit is mainly in
fresh and refrigeration is the main technology used
for its preservation (Perez ez al., 2004). The “Hass”
avocado is commercially stored at 5 to 6 °C; if
storage is carried out at a lower temperature the fruit
develops chilling injury (Bill ez 4/., 2014). Avocados
are packed in cardboard boxes with a capacity of
4 kg and designed to maintain the appropriate
moisture and ventilation during refrigeration.
Modified atmosphere packages (MAP) are offered
for horticultural products to prolong their quality.
However, this technology is not always used and the
packages selected are mainly generic and utilized for
several fruits, with only few packages available for a
specific fruit; in some cases, they do not fulfill the
requirements to generate the optimum atmosphere,
maximize the preservation, and maintain the quality
of the fruit.

Respiration is a fundamental process in the
conversion of energy, which is common in all living
beings (Millar ez al., 2011). In addition, due to its
physiological importance, the knowledge of the
respiration parameters has technological relevance;
particularly towards the development of MAP
(Gomes et al., 2010) as an adjunctive technique of
cold storage. This technology consists in modifying
the gas concentrations surrounding a product to be
different from those of air. A reduction of O, and
increase of CO, concentrationsare involved, changing
the physiological processes related to ripening and
senescence, and prolonging the preservation of the

product (Kader and Saltveit, 2003). This modified
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namiento. Estas permeabilidades podrian mejorar la atmdsfera
interna y extender la vida util del aguacate “Hass” almacenado
en un MAP a 8+1 °C.

Palabras clave: permeabilidad, velocidad de respiracién, MAD,

aguacate, Persea. americana Mill.
INTRODUCCION

n México, el aguacate (Persea americana Mill.)
es de gran importancia socioeconémica. La
produccién mundial de aguacate estimada
es 5.5 millones t, y México es el principal produc-
tor (1.8 millones t) y exportador (926,597 t) de este
fruto (FAOSTAT, 2018). El estado de Michoacdn es
el principal productor de aguacate en México con
166 000 ha cultivadas en 2018, aunque esta drea au-
menta cada ano (SIAD, 2019). Este producto se con-
sume fresco y la refrigeracién es la principal tecno-
logfa empleada para conservarlo (Perez ez al., 2004).
El aguacate “Hass” se almacena comercialmente a
5-6 °C; si se almacena a temperaturas mds bajas el
fruto desarrolla dafio por frio (Bill ez al., 2014). Los
aguacates se empacan en cajas de cartén de 4 kg de
capacidad, disenadas para mantener la humedad y
ventilacién adecuadas durante la refrigeracién. Em-
paques para atmoésfera modificada (MAP, modified
atmosphere packages) se ofrecen para extender la ca-
lidad de productos horticolas. Pero esta tecnologia no
siempre se usa y los empaques seleccionados son ge-
néricos en su mayoria y se utilizan para varios frutos,
con solo pocos empaques disponibles para un fruto
especifico; en algunos casos, no cumplen con los re-
quisitos para generar una atmosfera dptima, maximi-
zar la conservacién y mantener la calidad del fruto.
La respiracion es un proceso fundamental en la
conversién de energia que todos los seres vivos tie-
nen en comdn (Millar ez 2/., 2011). Ademds, debido
a su importancia fisiolégica, conocer los pardmetros
respiratorios tiene relevancia tecnoldgica; en parti-
cular en el desarrollo de MAP (Gomes ez al., 2010)
como técnica complementaria de refrigeracién. Esta
tecnologifa consiste en modificar las concentraciones
de gas que rodean un producto para ser diferentes
de aquellas del aire. Una reduccién de las concen-
traciones de O, y un aumento de las de CO, partici-
pan y cambian los procesos fisioldgicos relacionados
con la maduracidn y la senescencia, y asi extienden la
conservacion del producto (Kader y Saltveit, 2003).
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atmosphere can be created by injecting into the
package the gas mixture of desired composition
(Lee er al., 2008) or from the product respiration
(O, consumption and CO, production) inside the
package (passive MAP). The reduction of O, and
increase of CO, concentrations inside the package
depends on the permeability of the film. Meeting the
permeability requirements for different respiration
rates (slow and high) is a difficult challenge in the
design of MAP (Pandey and Goswami, 2012). The
optimal O, and CO, concentrations to store “Hass”
avocado in a MAP are from 2 to 5 and 3 to 10
mol%, respectively (Yahia, 1998). An improperly
designed MAP could be ineffective in extending
the shelf life of packaged products, if the desired or
optimum atmosphere is not established inside the
package (Oliveira ez al., 2012). It can cause high
CO, concentration, with the risk of skin and flesh
discoloration and off-flavor development in avocado
when CO, concentration is higher than 10%,
especially when O, concentration is lower than 1%
(Yahia, 2012). The design of specific commercial
films for each fruit can reduce these risks.

In México, a MAP with optimum permeability
is not frequently used for avocado exportation, and
an incentive could be to design suitable packages
that allow to extend the useful life of this fruit.
Mathematical modeling is employed as a convenient
tool for MAP design and it allows to estimate the
optimal permeability of the film to maintain the
quality of the food (Rennie and Tavoularis, 2009).
These models use the principles of mass balance to
describe the interactions between respiration rate and
film permeability with the atmosphere surrounding
the product (Mangaraj and Goswami, 2011). Lee e#
al. (1991) described the respiration rate dependence
on O, with a Michaelis-Menten kinetic model;
since then, it is successfully used for modeling the
respiratory behavior of fruit and vegetables. The
inhibitory effect of CO, on the respiration rate can be
considered by using the competitive, uncompetitive,
non-competitive, and mixed inhibition models
(Geysen ez al., 2005). Among reports for modeling
the respiration rate of “Hass” avocado fruit stored in
a MAP, Xiao and Kiyota (2000) used mathematical
models to predict the partial pressure of O, at steady
state for designing a MAP for “Fuerte” avocado.
Castellanos ez al. (2017) reported that a model based
on enzymatic kinetics with uncompetitive inhibition

Esta atmésfera modificada se puede crear al inyec-
tar la composicién deseada de una mezcla de gases
al interior del empaque (Lee ez al., 2008) o desde la
respiracién del producto (consumo de O, y produc-
cién de CO,) dentro del empaque (MAP pasivo). La
disminucién y el aumento de las concentraciones de
0,y CO,, respectivamente, dentro del empaque, de-
penden de la permeabilidad de la pelicula. El cumplir
con los requisitos de permeabilidad para diferentes
velocidades de respiracion (baja y alta) es un reto en
el diseno de MAP (Pandey y Goswami, 2012). Las
concentraciones 6ptimas de O, y CO, para el alma-
cenamiento del aguacate “Hass” en un MAP son de 2
a5 yde3al0%mol, respectivamente (Yahia, 1998).
Si dentro del empaque no se establece la atmdsfera
deseada u ptima, debido a un mal diseno del MAP,
no se podria extender la vida ttil del producto (Oli-
veira et al., 2012). Un empaque mal disefiado podria
generar altas concentraciones de CO,, con el riesgo
de desarrollar decoloracién de la cdscara y la pulpa,
asi como un sabor anormal en el aguacate cuando
la concentracién de CO, es mayor al 10%, en espe-
cial cuando la concentracién de O, es menor al 1%
(Yahia, 2012). El diseno de peliculas comerciales es-
pecificas para cada fruto puede reducir estos riesgos.
En México, por lo general no se usan MAP de una
permeabilidad éptima para la exportacién del agua-
cate, y un incentivo podria ser el diseno de empaques
adecuados que permitan extender la vida util de este
fruto. Modelos matemdticos se usan como una he-
rramienta util en el diseno de MAPD, ya que permiten
estimar la permeabilidad 6ptima de la pelicula para
mantener la calidad del producto (Rennie y Tavoula-
ris, 2009). Estos modelos utilizan los principios de
balance de masa para describir las interacciones en-
tre la velocidad de respiracién y la permeabilidad de
la pelicula con la atmdsfera que rodea al producto
(Mangaraj y Goswami, 2011). Lee ez a/. (1991) des-
cribieron la dependencia de la velocidad de respira-
cién con el O, con un modelo cinético de Michaelis-
Menten; desde entonces, se utiliza para modelar el
comportamiento respiratorio de frutos y vegetales.
El efecto inhibitorio del CO, sobre la velocidad de
respiracion se puede considerar al emplear los mo-
delos de inhibicién competitiva, acompetitiva, no
competitiva y mixta (Geysen ez al., 2005). Entre los
reportes de modelado de la velocidad de respiracién
del fruto de aguacate “Hass” almacenado en un MAP,
Xiao y Kiyota, (2000) usaron modelos matemdticos
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adequately described the respiration process in
“Hass” avocado fruit. However, there is a need to
determine the optimal gas permeability to decrease
O, and increase CO, concentrations inside the
container, to reduce the respiration rate of avocado
and to stabilize the internal atmosphere during
storage. After knowing the proper permeability, the
specific requirements (polymer mixture, size, and
number of microperforations) can be obtained to
produce a package for extending the useful life of the
fruit. Therefore, the objective of this research was to
simulate the O, and CO, concentrations of “Hass”
avocado (Persea americana Mill.) stored in a MAP
with different 0, and CO, permeabilities, based on
the non-stationary state mass balances for the gas
concentrations and on the enzymatic kinetics for O,
consumption and CO, production rates.

MATERIALS AND METHODS

Avocado fruit (Persea americana Mill.) cv. Hass were harvested
at physiological maturity stage, 35 weeks after flowering (April
2017, Tacambaro, Michoacdn, México) and purchased from a
commercial distributor in Culiacdn, Sinaloa, México. Fruit were
selected based on size (220%15 g) and color (L*=36.5%2.7,
a*=—13.3%2.2, b*=18.1%3.5). They were washed with a 1%
sodium hypochlorite solution for 20 min (Russo ez a/., 2014)
and stored at 8*1 °C. The modified atmosphere packaging was
created using microperforated TrendLife® bags elaborated from
polyamides, with dimensions of 82X74 c¢m, thickness of 1.27
mm (50 mil), and 120 microperforations with diameter of 0.7
mm. Packages were kept in a ripening room at 85% to 90%

relative humidity wetting the floor with water.
Evaluation of the respiration rate

The O, consumption and CO, production rates of avocado
fruit were measured in a closed system according to Igbal ez al.
(2009). Glass containers of 5 L were used as respiration chambers
with rubber seals on the top. These seals had an inlet and outlet
copper rods with a diameter of 6 mm and lengths of 24 and
8 cm, respectively. Latex rubber hoses were connected to the
chambers to distribute the gas concentrations. The O, and CO,
concentrations were obtained from industrial grade compressed
N, and CO, tanks (Praxair, México). One avocado fruit with a
mass of 220.35+11.81 g was placed in each of the respiration
chambers. The rubber seal was inserted in the chamber and
the sample was acclimatized with a continuous flow of the

correspondent gas mixture for 12 h at 8*1 °C. The flow of the
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para predecir la presién parcial de O, en el estado
estacionario para disefar un MAP para el aguacate
“Fuerte”. Castellanos ez a/. (2017) reportaron que un
modelo basado en cinética enzimdtica con inhibicién
acompetitiva describié adecuadamente el proceso
respiratorio del fruto de aguacate “Hass”. Sin embar-
go, es necesario determinar la permeabilidad 6ptima
para disminuir la concentracién de O, y aumentar
la de CO, dentro del empaque, para asi reducir la
velocidad de respiracién del aguacate y estabilizar
la atmésfera interna durante el almacenamiento.
Después de conocer la permeabilidad adecuada, se
pueden obtener los requisitos especificos (mezcla de
polimeros, tamafno y nimero de microperforaciones)
para producir un empaque que extienda la vida atil
del fruto. Por lo tanto, el objetivo de esta investiga-
cién fue simular las concentraciones de O, y CO, del
aguacate “Hass” (Persea americana Mill.) almacenado
en un MAP con diferentes permeabilidades a O, y
CO,, con base en los balances de masa en el estado
no estacionario para las concentraciones de gas y en
la cinética enzimdtica para las velocidades de consu-

mo de O, y produccién de CO,.
MATERIALES Y METODOS

Los frutos de aguacate (Persea americana Mill.) cv. Hass se co-
secharon en la etapa de madurez fisioldgica, 35 semanas después
de la floracién (abril de 2017, Tacdmbaro, Michoacdn, México)
y se compraron de un distribuidor comercial en Culiacdn, Sina-
loa, México. Los frutos se seleccionaron con base en su tamano
(220+15 g) y color (L*=36.5+2.7, a*=-13.3+2.2, b*=18.1%3.5).
Los frutos se lavaron con una solucién de hipoclorito de sodio
al 1% durante 20 min (Russo ez @/., 2014) y almacenaron a 8+1
°C. El empaque con atmdsfera modificada se creé con bolsas
microperforadas de poliamida TrendLife®, con dimensiones de
82X 74 cm, espesor de 1.27 mm (50 mil) y 120 microperforacio-
nes con un didmetro de 0.7 mm. Los empaques se mantuvieron,
humedeciendo el piso con agua, en un cuarto de maduracién con
una humedad relativa de 85% a 90%.

Evaluacién de la velocidad de respiracién

Las velocidades de consumo de O, y produccién de CO,
del fruto de aguacate se determinaron en un sistema cerrado
conforme a lo descrito por Igbal ez /. (2009). Contenedores de
5 L con tapas de goma se usaron como cdmaras de respiracién.
Estas tapas tenfan tubos de cobre de entrada y salida con un did-

metro de 6 mm y longitudes de 24 y 8 cm, respectivamente.
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gaseous combinations was established from 6-mm male-male
generic needle valves. After 12 h of acclimatization, the flow
was interrupted, and the chamber was hermetically sealed. The
atmosphere composition was measured after 24 h of treatment
with an O,/CO, analyzer (ICA 250, USA). The O, consumption
and CO, production rates for each gas combination were

calculated with the following equations:

3 [Oé]— .] v

. =
©2 100 m(e—y

_ [COz]—[COﬂ 1%
) 0T 00 w(i-1)

9]

Where: 7, and 7, are the O, consumption and CO, production
rates (mLkg™"h™"). [O’,] and [CO’ ] are the initial concentrations
of the gases (mol%). #, is the initial time (h). 72 is the mass (kg). V'

is the free volume in the chamber (mL).
Kinetics of O, consumption and CO, production

The Michaelis-Menten enzymatic equation was applied
to model the O, consumption and CO, production rates in

function of O, concentration (Lee e al., 1991) as follows:

Vmo2 [02] Vmco2 [02]
i O T oo
C+0.] T Ko, +10,]

0, =
K,
"o @)
Where: v, and v, are the maximum respiration rates (mL
2 2

kg="h™"). Kmoz and ](mCO2 are the affinity constants (mol%).

The inhibitory effect of CO, on the respiration rate can
be modeled based on a specific type of inhibition. Therefore,
the following inhibition models (Geysen ez al., 2005) with the

apparent maximum rate and affinity constant were tested:

Competitive
0, = Voo, O] K, Ky, dt, dly, =142
=2 — = aby, aby =1+
2 Ky o+ 02] Fros = Ko, s o, =14 G
3)
7 ——Vmcoz [02] =K aco
co, = Mo, 4pp T MCo. 2
2 choz afcoz + [Oz] 2 2
CO
aEOZ :l+|: c 2]
ICOZ (4)

Mangueras de goma de litex se conectaron a las cdmaras para
distribuir las concentraciones de gas. Las concentraciones de O,
y CO, se obtuvieron desde tanques de N, y CO, comprimido
grado industrial (Praxair, México). Un aguacate con una masa de
220.35+11.81 g se colocd en cada cdmara de respiracién. La tapa
de goma se insert6 en la cdmara y la muestra se climatizé con un
flujo continuo de la mezcla de gas correspondiente durante 12 h
a 8+1 °C. El flujo de las combinaciones gaseosas se estableci6
a partir de vdlvulas de aguja genéricas macho-macho de 6 mm.
Después de 12 h de climatizacion, el flujo se interrumpié y la
cdmara se sell6 herméticamente. La composicion de la atmésfera
se determiné después de 24 h de tratamiento con un analizador
de O2/CO2 (ICA 250, EE.UU.). Las velocidades de consumo
de O2 y produccién de CO, para cada combinacién de gases se

calcularon con las siguientes ecuaciones:

_ [03]_ P.] v

_ [COZ]—[COQ] v
02700 mli—r) 2T 100

m(e—r)
1)

donde: 7, y 7., son las velocidades de consumo de O, y produc-
cién de CO, (mL kg™ h™"). [O" ] y [CO’ ] son las concentracio-
nes iniciales de los gases (%mol). 7, corresponde al tiempo inicial
(h). m corresponde a la masa (kg). V representa el volumen libre

en la cdmara (mL).
Cinéticas de consumo de O, y produccién de CO,

La ecuacién enzimdtica de Michaelis-Menten se empled para
modelar las velocidades de consumo de O, y produccién de CO,
en funcién de la concentracién de 0, (Lee et al., 1991), como se

muestra a continuacion:

Vmoz [02] Vmco2 [02]

S T N . Bl
Km02+[02] e ch02+[02]

7’02

(@)

donde: v,y V. o, Son las velocidades de respiracién mdxi-
mas (mL kg™ h™"). Kmoz Y Konco
afinidad (%mol).

representan las constantes de
2

El efecto inhibitorio del CO, sobre la velocidad de respira-
cién se puede modelar con base en un tipo de inhibicién espe-
cifico. Por lo que, se evaluaron los siguientes modelos de inhibi-
cién (Geysen ez al., 2005) con la velocidad médxima aparente y la

constante de afinidad:
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Uncompetitive

o Voo, [0,] y Vo, « Koo,
0, = moyapp =~ moyapp =
Km02 +ab, [0,] 2 ab, 2 ab,
[CO, ]
a“02 =1+ KT (5)
Io,
s = Vmcoz [Oz] v Vmcoz
CO;, meoyapp =
choz +ago, [02] ’ aco,
K,
2oy _q, [C02]
Koncoyar =0~ @0, =1+ ©)
aco, Ico,
Non-competitive
Vo, a] _Vmoy | [c0n]
0, = w moyarr = n Y0y Tt em
Kmoz + [02] ao, 0, Io,
@)
VmCOZ [02] _ VmCOZ
Co, = meoyapp = _n
a,
(1(,,,CO2 + [oz])agoz Co,
CO
ato, =1+ E(n 2] ®)
Ico,
Mixed inhibition
N S I
0, = m my  Moyapp Ty
Kmoz ao‘z + [02]05022 ap,
m
K = M 9)
mo, app o™
O,
! —1+[C02:| ap? =1+|:C02:| (10)
02 J Y K™
lo, lo,
o, = VmCOZ [02] =7VmCoz
2 m m mco, app my
Konco, co, + [Oz]acé)z : aco,
m
K _ c0, Ko 11)
Mco, app a2
Co,
all =1+ [c02] ard =1+ [co] (12)
CO, [(ml CO, sz
Ico, Ico,

476 VOLUMEN 54, NUMERO 4

Competitiva
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Where: VmO2 ap and VW’C()Z ap A€ the apparent maximum
P -1 -1
respiration rates (mL kg™' h™"). Kmoz ap and choz ap the

apparent affinity constants (mol%). Kfoz s K}‘Oz , K}’OZ s

m ny C u n m and my
K K25 Kie, > Koo, > Kl » K78 o and K72
the dissociation constants for the inhibitor (mol%). Superscripts
indicate the type of inhibition: competitive (¢), uncompetitive

(), non-competitive (), and mixed (#z,, ,) inhibition.

The O, consumption and CO, production rates in function
of the substrate (O,) concentrations were adjusted to the
Michaelis-Menten enzyme kinetics, considering the inhibitory
effect of CO,. Lineweaver-Burk graphs were constructed to
estimate the kinetic parameters (Vm, K, and K) for the inhibition
models. Then, linear regression analyses were performed between
the reciprocal of the respiration rates (1/702 or I/VCOZ) against
the reciprocal of substrate concentration (1/ [02]) for both
scenarios, without considering the inhibitory effect of CO, and

considering it.
Evaluation of diffused O, and CO, through the test package

The concentration-increase method was used to determine
the amount of diffused gas through a permeable package. The
mass transfer system to measure the diffusion of gases (O, or
CO,) consisted of a cylindrical plastic container with a nominal
volume of 20 L, adapted with gas inlet and outlet valves. In
order to displace the air in the container, industrial grade N,
was flowed inside the container and the package, a bag of 10.4
L. Because the 0, and CO, permeabilities of the bag were high,
90% of the microperforations were covered and only 12 of them
were used for gas diffusion. The bag was filled with the test gas
(O, or CO,) to replace N, and placed inside the container.
Afterwards, the container valves were closed, and the system
was sealed. The diffusion of the gas out of the bag was measured
inside the container as a function of time with the O,/CO, gas
analyzer. The system was placed in a cooling chamber at 8*1
°C. The amount of diffused O, or CO, was calculated with the
following equations:

o
Qo, =%V Qco, = 7050V (13)

Where: Qq, and Qcq, are the amounts of diffused gas (mL). V'

is the volume inside the container, out of the bag (mL).

Estimation of the O, and CO, permeability
through the test package

The mass transfer through the package is described by the
Fick’s law of diffusion:

CO, ] [COs]
mo_ [CO2] m = 2 10
ao, 1+ Yz ao, 1+ e (10)
. _ Vm(;o2 [02] v _ V”’COz
CO, — o myMCO AP Ty
Konco, @co, * [02]‘1602 aco,
ygl
4o, Kmeo,
K, = (11)
mco, app my
aco,
CO, ] [COs]
co, 1+Km1 aco, 1+Km2 (12)
Ico, Ico,
donde: Vaoyamw ¥ Vincoapp SO0 las velocidades de respiracién

méxima aparente (mL kg™ h™"). Ko, las cons-

ap Y Kmco,app
tantes de afinidad aparente (%mol). Kfoz » Klo, > K,
K;f)lz ’ K}gzz > K;coz ’ K;{coz > K;lcoz > KZ?OZ Y Kfngaz las
constantes de disociacién para el inhibidor (%mol). Los superin-
dices indican el tipo de inhibicién: competitiva (¢), acompetitiva

(), no competitiva (n) y mixta (mz,, m.,).

Las velocidades de consumo de O,y produccién de CO, en
funcién de las concentraciones del sustrato (O,) se ajustaron a la
cinética enzimdtica de Michaelis-Menten, considerando el efecto
inhibitorio del CO,. Con los gréficos de Lineweaver-Burk se esti-
maron los pardmetros cinéticos (V , K y K)) para los modelos de
inhibicién. Luego, se realizaron andlisis de regresién lineal entre
el reciproco de las velocidades respiratorias (1/r5, o rco,) yel
reciproco de la concentracién del sustrato (1/ [Oz]) para ambos

casos, con y sin el efecto inhibitorio del Co,.

Evaluacién de la difusién del O, y CO,

a través del empaque de prueba

El método de aumento de la concentracién se usé para de-
terminar la cantidad de gas difundido a través de un empaque
permeable. El sistema de transferencia de masa para medir la di-
fusién de los gases (O, o CO,) consistié en un contenedor plds-
tico cilindrico con un volumen nominal de 20 L, adaptado con
vélvulas de entrada y salida de gas. Para desplazar el aire en el
contenedor, se introdujo un flujo de N, grado industrial dentro
del contenedor y el empaque, una bolsa de 10.4 L. Debido a la
elevada permeabilidad de la bolsa al O, y CO,, se cubri6 el 90%
de las microperforaciones y s6lo se usaron 12 para la difusién de
los gases. La bolsa se llené con el gas de prueba (O, o CO,) para
desplazar el N,y se colocé dentro del contenedor. Después, se
cerraron las valvulas del contenedor y se sell6 el sistema. La difu-
sion del gas hacia el exterior de la bolsa se determiné dentro del

contenedor como una funcién del tiempo con el analizador de
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2
S-piS (14)
t x

Where: Cis the concentration of the permeant gas and D is the

diffusivity coefficient.

The x coordinate is measured from the bottom of the
film, which has a thickness L. The initial concentration of the
permeant in the film is zero; at the bottom face (x=0) the
concentration is C,, and at the top face (x=L) through which the
diffusing substance emerges, the concentration is maintained at
zero. Therefore, the initial and boundary conditions are:
C(x,0)=0

c(0,1)=C c(L,1)=0 (15)

The general solution in function of position x and time # is

(Crank, 1975):

_nznzDr

x 2C, & . nax 2
C=C1(1—z)—712%sm 7 - L (16)

n=1

The mass flux density / that emerges from the film (at x=L)

is given by:
1dQ ac
=—==-_p|l— 17

Where: A is the transfer area (cm?).

The amount of diffused gas that has passed through the
t
membrane in time 7 is given by Q= A| Jd¢; therefore, after

taking 0C/9x, the amount of diffused gas is expressed by the next

infinite series:

© (W ———
Q=ALC, %_l_iz( ) e I (18)

As rapproaches infinity, the terms involving the exponentials
vanish and the amount of diffused gas through the membrane
increases linearly with time, that is, the steady state was reached.
This steady state is achieved when the mass Fourier number
R, = Dt/ ? is greater than 0.45 (Crank, 1975). In this
condition, the mass flux density can be expressed using the first
law of diffusion /=—D(dCldx), which can be solved with the
next equation:

C -G,

=7I 1
J=D 7 (19)
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gas O,/CO,. El sistema se colocé en una cimara de enfriamiento
a 8z1 °C. La cantidad de O, o CO, difundido se calculé con la
siguiente ecuacion:

O CO
Qo, =%V Qco, = [ 1002]V (13)

donde: Qp, y Qco, son las cantidades de gas difundido (mL).

Ves el volumen dentro del contenedor, fuera de la bolsa (mL).

Estimacién de la permeabilidad al O, y CO, a través del

empaque de prueba

La ley de difusién de Fick describe la transferencia de masa a
través del empaque:
2
2 _ pe (14)
at Ox
donde: C es la concentracién del gas permeante y D es el coefi-

ciente de difusién.

La coordenada x se mide desde la base de la pelicula, que
tiene un espesor L. La concentracién inicial del gas permeante
en la pelicula es cero; en la cara inferior (x=0) la concentracién
es C1, y en la cara superior (x=L), de la cual emerge la sustancia
difundida, la concentracién se mantiene en cero. Por lo tanto, la
condicién inicial y las de frontera son:

C(x,0)=0 c(0,r)=¢ c(L)=0 (15)
La solucién general en funcién de la posicién x y el tiempo

tes (Crank, 1975):

2 _nznth
C=C1(1—1)—71 %sinnnxe Iz (16)
L b2 L

s

La densidad de flujo de masa. Esta densidad de flujo J es
igual al 1 flujo de masa (dQ/dtd) entre el drea de transferencia

A).

(17)

]_ld7Q=_D(£

T Ad dx )x=L

donde: A es el 4rea de transferencia (cm?2).

La cantidad de gas difundido que ha atravesado la membrana
t

en el tiempo 7 se indica como Q = A[ Jdr s por lo que, después
0

de tomar dC/0x, la cantidad de gas difundido se expresa con la

siguiente serie infinita:
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The concentration can be expressed in terms of solubility, S
and the partial pressure, p, of the gas by ¢ =5p,. In this way,
the mass flux density is:

Py~ P4, g (20)

=p§= "2
4 L At

After the steady state is reached, the slope (Q/7) of the
linear portion of a Q versus time graph can be obtained and
the permeability, 2, =DS can be calculated from the following

equation:

QL 1)

= At(PAl _]’Az)

Simulation of O, and CO, concentrations

using different permeabilities

Hayakawa ez al. (1975) used the mass balances for the O,

and CO, concentrations in non-steady state:

_ ("”@ﬂ 22)
14

+(Wl 7COZ ):| (23)
14

Where: [O,] and [CO,] are the concentrations outside the

©.], _[o.]

100 100

0.1 Aoy P
dt VL

[€o.], _ [co,]
100 100

4 [Col] =100 ALrtcoy Lam
dr VL

package (mol%). Py, and Pit, AT the permeabilities to
0O,and CO, (mL cm cm™h™'ecmHg™). P, is the atmosphere
pressure (76 cmHg). m is the mass of fruit (kg). A is the transfer
area (cm?). Vis the free volume (mL). L is the package thickness

(mm).

A computer code was performed to predict the O, and CO,
concentrations inside the package in function of time. These
ordinary differential equations were simultaneously solved
using the modified Euler method. The proposed inhibition
models were tested to select the best fit using the corresponding
Michaelis-Menten parameters (Km, v, and KI) for 0, and CO,.

Five avocado fruit were randomly selected and placed in
MAP TrendLife® bags, which were hermetically scaled with
plastic straps. The transfer area was of 40X74 c¢m? and only 12
microperforations (diameter of 0.7 mm, each) were uncovered.
Through a sampling port, the O, and CO, concentrations
inside the bag were measured in function of time at 8*1 °C,
until the concentrations were stabilized. The model validation

was performed comparing the simulated and experimental

D1 2 & 1)” _nzﬂth

t - 2

=ALC | S ——— > e L (18)
< W26 24 2

Conforme ¢ se aproxima al infinito, los términos que invo-
lucran a los exponenciales desaparecen y la cantidad de gas di-
fundido a través de la membrana aumenta de forma lineal con
el tiempo, esto es, se alcanza el estado estacionario. El estado
estacionario se alcanza cuando el ntimero de Fourier de masa
R, = Dt/L2 es mayor a 0.45 (Crank, 1975). En esta condicién,
la densidad de flujo de masa se puede expresar con la primera ley

de difusion J=-D (dCldx), que se resuelve como:

_ Cl _CZ 1
]“l)“‘if" (19)

La concentracién se puede expresar en términos de la solubi-
lidad S, y la presién parcial pA4 del gas con C=5p,. Asi, la densidad
de flujo de masa es:

Pa — P4, g (20)

=ps— 17
J L At

Después de alcanzar el estado estacionario, se puede obtener
la pendiente (Q/2) de la porcién lineal de un grafico de Q frente
a tiempo y calcular la permeabilidad (PM = DS) con la siguiente

ecuacién:

QL 1)

= At(lo/il _PA2>

Simulacién de la concentracién de O, y CO, con

diferentes permeabilidades

Hayakawa et al. (1975) utilizaron los balances de masa para

las concentraciones de O, y CO, en el estado no estacionario:

_(’”VOH 22)
[€0.], _ [co,] +(””§02 ﬂ (23)

100 100
donde: [O,] y [CO,]_son las concentraciones fuera del empaque

APMm Patm
VL

©.], _[o,]

100 100

dkh]:lm
dr

4 [COZJ =100 Alv oy Lam
dr VL

(%mol). Pito, ¥ Prco, son la permeabilidad al O, y CO, (mL
cm cm~h™ emHg™). P es lapresion atmostérica (76 cmHg). m
es la masa del fruto (kg). A es el drea de transferencia (cm2). Ves

el volumen libre (mL). L es el espesor del empaque (mm).
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concentrations in function of time. Finally, using the respiration
rate model of best fit, through simulation, new O, and CO,

permeabilities were proposed to store avocado fruit.
Design of experiments

Three completely random designs were used. For the
evaluation of the O, and CO, respiration rates the factors were O,
(6, 15, and 21 mol%) and CO, (0 and 8 mol%) concentrations.
For O, and CO, permeability, the response variable was the
amount of 0, and CO, diffused through the package, the factor
was the time for mass transfer (0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.25, and 1.50
h). In order to validate the respiration model, the responses were
the O, and CO, concentrations inside the bag and the factor
was the storage time (0, 24, 48, 72, 96, 120, and 144 h). Three
replicates were performed for each evaluation. The Fisher test
(p=<0.05) was used to compare means (Montgomery,
2017).

RESULTS AND DISCUSSION
Kinetics of O, consumption and CO, production

Figure 1 shows the Michaelis-Menten graphs
for estimated and experimental O, consumption
and CO, production rates, in absence and presence
of the inhibitor (8 mol% CO,) at 8+1 °C for the
four inhibition models. The O, consumption and
CO, production rates of avocado fruit ranged from
5.84 to 24.7 and from 6.84 to 25.6 mL kg™' h™',
respectively. In all graphs, the effect of the low oxygen
concentration and inhibitor presence (CO,) on the
respiration rate was observed. This behavior was
similar to that for other fruit and vegetables stored
under modified atmospheres (Song er al., 2002;
Geysen et al., 2005; Cliffe-Byrnes and O’Beirne,
2007). The minimum rates for O, consumption
(5.84 mL kg™' h™") and CO, production (6.84 mL
kg™ h~") were obtained for the treatment at 6 mol%
O, and 8 mol% CO,. Castellanos e al (2017)
measured O, consumption and CO, production rates
ranging from 4.17 to 25 mL kg™ h™" at 6 °C under
different gas concentrations for “Hass” avocado.
Russo ez al. (2014) reported CO, production rates
up to 25 mL kg™"h™" and concluded that treatments
with the highest CO, concentrations had the lowest
respiration activities in “Fuerte” avocado at 10*1
°C. Ahmed et al. (2007) reported O, consumption
rates from 6.99 to 9.79 and 3.32 to 6.03 mL kg™

480 VOLUMEN 54, NUMERO 4

Un cédigo computacional se elaboré para predecir las con-
centraciones de O, y CO, dentro del empaque en funcién del
tiempo. Estas ecuaciones diferenciales ordinarias se resolvieron
simultdneamente con el método de Euler modificado. Los mé-
todos de inhibicién propuestos se evaluaron para seleccionar el
mids adecuado empleando los pardmetros cinéticos de Michaelis-
Menten (K , V y K) correspondientes al O, y CO,.

Cinco frutos de aguacate se seleccionaron al azar y se colo-
caron en MAP, bolsas TrendLife’, el empaque se sell6 herméti-
camente con correas de pldstico. El drea de transferencia fue de
40X 74 cm?2 y solo se abrieron 12 microperforaciones (didmetro
de 0.7 mm, cada una). Por medio de un puerto de muestreo, se
determinaron las concentraciones de O2 y CO2 al interior de la
bolsa en funcién del tiempo a 8+1 °C, hasta que las concentracio-
nes se estabilizaron. El modelo se validé al comparar las concen-
traciones simuladas y experimentales en funcién del tiempo. Al
final, empleando el modelo de velocidad de respiracién de mejor
ajuste, por medio de simulaciones, se propusieron nuevas per-

meabilidades al O2 y CO2 para almacenar el fruto de aguacate.
Disefio experimental

Tres disefios completamente aleatorios se usaron. Para eva-
luar la velocidad de respiracién de O, y CO, los factores fue-
ron las concentraciones de O, (6, 15 y 21 %mol) y CO, (0y 8
%mol). Para la permeabilidad a O, y CO,, la variable de respues-
ta fue la cantidad de O, y CO, difundida a través del empaque,
el factor fue el tiempo para la transferencia de masa (0.25, 0.5,
0.75, 1, 1.25 y 1.50 h). Para validar el modelo de respiracidn, las
respuestas fueron las concentraciones de O, y CO, dentro de la
bolsa y el factor fue el tiempo de almacenamiento (0, 24, 48, 72,
96, 120 y 144 h). Para cada evaluacién se realizaron tres réplicas.
La prueba de Fisher (p=<0.05) se us6 para comparar las medias
(Montgomery, 2017).

RESULTADOS Y DISCUSION
Cinética del consumo de O, y produccién de CO,

La Figura 1 muestra los gréficos de Michaelis-
Menten de las velocidades de consumo y produccién
estimadas y experimentales de O, y CO,, en ausencia
y presencia del inhibidor (8 %mol CO,) a 8+1 °C
de los cuatro modelos de inhibicién. La velocidad de
consumo de O, y produccién de CO, del fruto de
aguacate varié de 5.84 a 24.7 y de 6.84 a 25.6 mL
kg~'h!, respectivamente. En todos los gréficos, se ob-
serv el efecto de la baja concentracién de oxigeno

y la presencia del inhibidor (CO,) en la velocidad
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Figure 1.

Estimated (est) and experimental (exp) O, consumption and CO, production rates, in absence and presence of the

inhibitor (inh, 8 mol% CO,) for “Hass” avocado at 8+1 °C. LSD for r,=3.53 mL kg™' h™'and r_,,=2.92 mL kg™'
h™', =0.05).

Figure 1. Velocidades estimadas (est) y experimentales (exp) de consumo de O,y produccién de CO,, en ausencia y presencia del

inhibidor (inh, 8 %mol CO,) para el aguacate “Hass” a 81 °C. LSD para r,=3.53 mL kg"'h™' y r_,=2.92 mL kg' h"',
a=0.05).

h™"at 5 °C when using atmospheres with 2% O, and de respiracién. Este comportamiento fue similar al
from 6 to 8% CO, in “Hass” and “Fuerte” avocado, de otros frutos y vegetales almacenados en atmésferas
respectively. The differences can be attributed to modificadas (Song ez al., 2002; Geysen et al., 2005;
the different cultivars, state of maturation, and Cliffe-Byrnes y O’Beirne, 2007). Las velocidades

VAZQUEZ-LOPEZ et al. 481



AGROCIENCIA, 16 de mayo - 30 de junio, 2020

harvesting season (Yahia, 1997). The mechanism
of action of carbon dioxide in the regulation of the
respiratory metabolism in fruit and vegetables is
complex. High exposure to CO, inhibits the activity
of various enzymes involved in the respiration
metabolism (Kerbel et /., 1990). On the basis of the
law of mass action, high CO, concentration causes
a reduction of the respiration rate and decreases the
energy available for the metabolic processes. CO, can
cause a less availability of electron donors provided
by the Krebs cycle slowing down general metabolism
and oxidative phosphorylation, with the consequent
decrease in available.

The O, consumption and CO, production rates
in the presence of the inhibitor (8 mol% CO,)
were adequately simulated using the competitive
(Figure 1A) and mixed (Figure 1D) inhibition
models; considering the four respiration rates for
each inhibition model the determination coefficients
(R?) were 0.967 and 0.968, respectively. From the
linear regression analysis using the double-reciprocal
or Linewaver-Burk (LB) plot in the competitive
inhibition model, the ordinates at the origin
(y-intercepts) for the O, consumption rate in absence
and presence of the inhibitor were very similar (0.020
and 0.022 kg h mL™"), as expected for this model.
The ordinates at the origin for the CO, production
rate, without inhibitor and with inhibitor, were also
very close (0.020 and 0.019 kg h mL™"). In the mixed
inhibition model there is one extra degree of freedom
for the adjustment and that is why the determination
coeflicient is high (#2=0.968). For this inhibition
model, it is not expected that the ordinate at the
origin, nor the slope, nor the abscissa at the origin
were the same with and without inhibitor.

In the case of the uncompetitive and non-
competitive models (Figures 1B and 1C), the
respiration rates in the presence of the inhibitor
were not satisfactorily estimated (R*=0.797 and
R*=0.932), respectively. In the uncompetitive
inhibition, the regression analysis using the LB plot
showed that the slopes for the O, consumption (0.462
and 0.919 kg h mol% mL™") and CO, production
(0.426 and 0.775 kg h mol% mL~") without and
with inhibitor were different (they should have been
similar), causing a bad estimation for both. Similarly,
in the non-competitive inhibition models, the
abscissas at the origin (x-intercepts) were different
for the O, consumption rate in absence [—0.044
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minimas para el consumo de O, (5.84 mL kg™
h™) y la produccién de CO, (6.84 mL kg'h™) se
obtuvieron para el tratamiento con 6 %mol O, y 8
%mol CO.,. Castellanos ez a/. (2017) reportaron para
el aguacate “Hass” velocidades de consumo de O, y
produccién de CO, de 4.17 a 25 mL kg'h™' a
6 °C bajo diferentes concentraciones de gases. Russo
et al. (2014) reportaron velocidades de produccién
de CO, de hasta 25 mL kg'h™" y concluyeron que
los tratamientos con las concentraciones de CO, mds
elevadas tenian las actividades respiratorias mds bajas
en aguacate “Fuerte” a 10+1 °C. Ahmed ez al. (2007)
reportaron velocidades de consumo de O, de 6.99 a
9.79 y de 3.32 a 6.03 mL kg'h™" a 5 °C al emplear
atmoésferas con O, al 2% y CO, al 6-8% en aguacate
“Hass” y “Fuerte”, respectivamente. Estas diferencias
se pueden atribuir a los diferentes cultivares, el estado
de maduracién y la época de cosecha (Yahia, 1997).
El mecanismo de accién del diéxido de carbono en
la regulacién del metabolismo respiratorio de frutos
y vegetales es complejo. La exposicién a CO, inhi-
be la actividad de varias enzimas involucradas en el
metabolismo respiratorio (Kerbel ez 4/., 1990). Con
base en la ley de accién de masas, altas concentracio-
nes de CO, disminuyen la velocidad de respiracién y
la energia disponible para los procesos metabélicos.
El CO, disminuye la disponibilidad de donadores
de electrones proporcionados por el ciclo de Krebs,
lo cual disminuye la velocidad del metabolismo en
general y la fosforilacién oxidativa, lo que a su vez
disminuye el ATP disponible.

Las velocidades de consumo de O, y produccién
de CO, en la presencia del inhibidor (8 %mol CO,)
se simularon adecuadamente con los modelos de
inhibicién competitiva (Figura 1A) y mixta (Figura
1D); al considerar las cuatro velocidades de respira-
cién para cada modelo de inhibicién los coeficientes
de determinacién (&) fueron 0.967 y 0.968, respec-
tivamente. A partir del andlisis de regresion lineal
por el método de Linewaver-Burk (LB) o dobles
reciprocos en el modelo de inhibicién competitiva,
las ordenadas al origen (intercepto ) para las veloci-
dades de consumo de O, en ausencia y presencia del
inhibidor fueron muy similares (0.020 y 0.022 kg h
mL™), conforme a lo esperado para este modelo. Las
ordenadas al origen para la velocidad de produccién
de CO,, con y sin inhibidor, también fueron muy
similares (0.020 y 0.019 kg h mL™"). Aunado a esto,
en el modelo de inhibicién mixta hay un grado de
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(mol%)~'] and presence [—0.024 (mol%)~'] of the
inhibitor, and they should be very close. For the CO,
production, they were also different, —0.046 (no
inhibitor) and —0.024 (mol%)~' (with inhibitor),
respectively.

Estimation of parameters

The maximum rates and the affinity constants for
the O, consumption rates in absence of the inhibitor
(CO)were Vmo = 49.5mL kg™' h™! and K
= 22.9 mol% O,. In the case of the CO productlon
rates, the correspondlng kinetic parameters were
VmCO—SIOmLkglhlandK = 21.8
mol% CO Table 1 shows the estlmated parameters
of the respiration rate models based on the different
types of inhibition. The dissociation constants for the
enzyme-inhibitor and enzyme-substrate-inhibitor
complexes used to model the inhibitory effect of

CO, on the O

. KC
P consumptlon rate were [OZ 5

m m
Kj’oz, K1012 of 8.10 mol% and K1”02, 1022
of 75.7 mol%. For the CO, production rate, these
. . L. C n m
dissociation constants were K7 0 K Ico, > Llco,
u m
of 9.78 mol% and K, , Kji = of —152.2

mol%. In the competitive inhibition the maximum

respiration rates did not change (V Japp =V,

m02
and VmCO app V o, ) because the inhibitor

does not interfere in the dissociation of the enzyme-

libertad adicional para el ajuste, razén por la cual el
coeficiente de determinacién es alto (R2=0.968). Para
este modelo de inhibicién no se espera que la ordena-
da al origen, ni la pendiente o abscisa al origen sean
las mismas con o sin inhibidor.

En el caso de los modelos de inhibicién acompe-
titiva y no competitiva (Figuras 1B y 1C), la deter-
minacién de las velocidades de respiracién en la pre-
sencia del inhibidor no fue satisfactoria (R*=0.797 y
R*=0.932, respectivamente). En la inhibicién acom-
petitiva, el andlisis de regresién con el método LB
mostré que las pendientes para el consumo de O,
(0.462 y 0.919 kg h %mol mL™) y la produccién
de CO, (0.426 y 0.775 kg h %mol mL™), con y sin
inhibidor, eran diferentes (deberian ser similares),
por lo que la estimacién de ambas velocidades fue
errénea. Igualmente, en los modelos de inhibicién
no competitiva, las abscisas al origen (intercepto x)
fueron diferentes para la velocidad de consumo de O,
en ausencia [-0.044 (%mol)™'] y presencia [-0.024
(%mol)™'] del inhibidor, y deberian ser muy pareci-
das. Las velocidades de produccién de CO, también
fueron diferentes, -0.046 (%mol)™" sin inhibidor y
-0.024 (%omol)™! con inhibidor.

Estimacién de pardmetros

Las velocidades mdximas y las constantes de afi-
nidad para las velocidades de consumo de O, en au-
sencia del inhibidor (CO,) fueron V, —49 5 mL
kg'h'y K =229 %mol 0,. Enmg caso de las

Table 1. Respiration model parameters for “Hass” avocado at 8+1°C
Cuadro 1. Pardmetros del modelo de respiracion para el aguacate “Hass” a 8+1°C.

Parameter

Inhibition model

Competitive Uncompetitive Non-competitive Mixed
- 49.5 44.8 249 44.8
VW’OZ app (mLkg™"h™")
- 51.0 53.9 28.1 53.9
Vmco app (mL kg™"h™") ) )
. 20. 22. 1.2
KmOZﬂPP (mol%) 35 / ? )
39.5 229 21.8 1.8
choz app (mol%)
2 0.951 0.951 0.951 0.951
k5,09 co,
2 0.962 0.954 0.957 0.962
RS, 8 9% co,
2 0.958 0.958 0.958 0.958
Rco,0% co,
2 0.987 0.979 0.978 0.988
Rco,8% co,
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substrate complex. The apparent affinity constants
(K o, app and K MmO, app ) increased in the presence
of the inhibitor with respect to those (Kvmo2 and
K meo ) without inhibitor, according to the kinetic
2

model. In the case of mixed inhibition, the apparent
maximum rate decreased for the O, consumption
rate in the presence of the inhibitor, as it should be.
However, for the CO, production rate this parameter
increased, which is contrary to what the mixed
inhibition establishes. The apparent affinity constants
for both O, and CO, increased in the presence of
the inhibitor, which indicates that the interaction of
the enzyme-inhibitor predominates over that of the
enzyme-substrate-inhibitor.

For the uncompetitive inhibition, the apparent
maximum rate and affinity constant for O, decreased
in the presence of the inhibitor in almost the same
proportion, according to this type of inhibition. This
effect was not found for the CO,, because contrary
to what was expected, both apparent parameters
increased. In the non-competitive inhibition, for
both O, and CO,, the typical behavior was fulfilled,
as the apparent maximum rate decreased, and the
affinity constant did not change. Thus, given the
high determination coefficients, the competitive or
mixed inhibition models could be used to predict
the O, consumption and CO, production rates as
a function of oxygen and inhibitor concentrations.

Permeability estimations

Figure 2 shows the estimated and experimental
total amount (Q) of diffused O, through the package
as a function of time. In the regression analysis
for the linear section of the graph, the amounts of
diffused gas corresponding to 0, 0.25, and 0.5 h were
not considered, and the steady state was adequately
simulated (R2=0.999). The estimated amount of
diffused gas was satisfactorily modeled (R*=0.999)
using ten terms of the infinite series. The average
permeabilities for the package at 8+1 °C were
1.06X107*and 1.04X10™* mL cm cm™h™'emHg™
for O, and CO,, respectively.

The order of the obtained permeabilities was
higher than those reported for the usual polymer
films used in MAP (Robertson, 2012), as well as
for those reported for polyamides (Mangaraj ez al.,
2009). In addition, Castellanos et /. (2017) stored
avocado fruit in MAP at 12 °C; they used low density
polyethylene and polypropylene bags with one
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velocidades de produccién de CO,, los pardmetros
cinéticos correspondientes fueron V o, =>1.0 mL
keg”'h™ y cho = 21.8 %mol CO,. El Cuadro 1
presenta los parametros estimados de los modelos de
velocidad de respiracién basados en los diferentes ti-
pos de inhibicién. Las constantes de disociacién de
los complejos enzima-inhibidor y enzima-sustrato-

inhibidor utilizados para modelar el efecto inhibito-
rio del CO, en la velocidad de consumo de O, fueron
n m m
Ki,, > K, » K1$2 de8.10 %moly K7 1(,022
de 75.7 %mol. Para la velocidad de produccién de

. . . C
CO,, las constantes de disociacién fueron K Ico, »
n m 0 u my
Kio, s Ky, de 9.78 %mol y K,

Ico, Ico,
de -152.2 %mol. En la inhibicién competitiva, las
velocidades de respiracién médximas no cambiaron (

Vinoyarp = Vmo, ¥ Vinco,ap = Vmeo, )» va que el

inhibidor no interfiere en la disociacién del complejo
enzima-sustrato. Las constantes de afinidad aparente
(K mo, app y
del inhibidor en comparacién con aquellas sin inhi-
bidor (Kmoz y K’”CO ), esto conforme al modelo
cinético. En el caso de lza inhibicién mixta, la veloci-
dad médxima aparente disminuyé para la velocidad de
consumo de O, en la presencia del inhibidor, como se
esperaba. Sin embargo, para la velocidad de produc-
cién de CO, este pardmetro aumentd, lo que difiere
de lo establecido por la inhibicién mixta. Las cons-
tantes de afinidad aparente para el O, y CO, aumen-
taron en la presencia del inhibidor y esto indica que
la interaccién del complejo enzima-inhibidor predo-
mina sobre el complejo enzima-sustrato-inhibidor.
Para la inhibicién acompetitiva la velocidad méxi-
ma aparente y la constante de afinidad para el O, dis-
minuyeron en la presencia del inhibidor en casi la
misma proporcién, lo cual coincide con este tipo de
inhibicién. Este efecto no se observé para el CO,, ya

K .
MO, app ) aumentaron en la presencia

que contrario a lo esperado, ambos pardmetros apa-
rentes aumentaron. En la inhibicién no competitiva,
para el O, y el CO,, se observé el comportamiento
caracteristico; es decir, la velocidad mdxima aparente
disminuyd y la constante de afinidad no cambid. Asi,
debido a los elevados coeficientes de determinacién,
los modelos de inhibicién competitiva y mixta se po-
drian utilizar para predecir las velocidades de consu-
mo de O, y produccién de CO, como una funcién
de las concentraciones de oxigeno y del inhibidor.
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Figure 2. Estimated (est) and experimental (exp) total amount (Q) of diffused O, through the package in function of time at 8+1
°C. LSD for Q=16.7 mL O,, @=0.05). The dashed line indicates steady state.

Figura 2. Cantidad total (Q) estimada (est) y experimental (exp) de O2 difundido a través del empaque en funcién del tiempo a
8+1 °C. LSD para Q=16.7 mL 02, ¢=0.05). La linea punteada indica el estado estacionario.

perforation of 280 ym and reported permeabilities to
O, of 3.03X1077 and 6.84X107" mL cm cm™*h™!
cmHg™', and permeabilities to CO, of 1.39X107¢
and 5.36X 10 *mLcmcm™2h™'cmHg ™, respectively.
These differences in permeabilities can be attributed
to the quantity and size of the microperforations in
the package through which the gases were diffused.

Prediction of the O, and CO, concentrations

inside the MAP

Figure 3 shows the estimated and experimental
O, and CO, concentrations using the inhibition
models at 8+1 °C. During the first 48 h of storage,
the experimental O, concentration inside the MAP
rapidly decreased from 21 to 16 mol%, approximately.
But the experimental CO, concentration progresively
increased to establish a relative stability at around
7 mol% after 96 h of storage. The respiration rate
was stabilized at 96 h allowing the package to
establish a dynamic balance between the internal and
external atmosphere. As expected, the atmosphere
surrounding the fruit was modified, due to both the
respiratory behavior of the fruit and the effect of the
microperforations of the package (Radziejewska-
Kubzdela and Czaczyk, 2017). This marked drop in
O, concentration during the first hours of storage was
described for other products stored under modified
atmosphere packaging, as reported by Song ez al.

Estimaciones de la permeabilidad

La Figura 2 muestra la cantidad total (Q) esti-
mada y experimental del O, difundido a través del
empaque en funcién del tiempo. En el andlisis de re-
gresion, para la seccion lineal del gréfico, no se con-
sideraron las cantidades de gas difundido a 0, 0.25
y 0.5 h, y el estado estacionario se simulé de forma
adecuada (R’=0.999). La cantidad estimada de gas
difundido se modelé satisfactoriamente (R?=0.999)
utilizando diez términos de la serie infinita. El pro-
medio de las permeabilidades para el empaque a
821 °C fue 1.06X10™*y 1.04X10* mL cm cm™ h™!
cmHg™" para O, y CO,, respectivamente.

El orden de las permeabilidades obtenidas fue
mayor al reportado para los polimeros de las peliculas
que por lo general se usan para los MAP (Robertson,
2012), asi como para los reportados para poliamidas
(Mangaraj et al., 2009). Ademds, Castellanos ez al.
(2017) almacenaron frutos de aguacate en MAP a 12 °C,
emplearon bolsas de polietileno de baja densidad y
de polipropileno con una perforacién de 280 um,
y reportaron permeabilidades al O, de 3.03X10~
y 6.84X107 mL cm cm™ h™ ecmHg™, y al CO, de
1.39%X10° y 5.36X10° mL cm cm™ h™' emHg™,
respectivamente. Estas diferencias en la permeabili-
dad se pueden atribuir a la cantidad y tamafio de las
microperforaciones en el empaque a través de las cua-
les se difunden los gases.
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Figure 3. Estimated (est) and experimental (exp) O, and CO, concentrations inside the MAP with “Hass” avocado at 8x1 °C.
LSD for [0,]=0.57 mol% and [CO,]=0.61 mol%, ¢=0.05).

Figura 3. Concentraciones estimadas (est) y experimentales (exp) de O, y CO, dentro del MAP con aguacate “Hass” a 8x1 °C.
LSD para [0,] = 0.57 %mol y [CO,] = 0.61 %mol, ¢=0.05).

(2002) and Charoenchaitawornchit ez al. (2002)
who modeled the respiration in blackberry stored at
15 °C and mango cv. Nam Dok Mai at 13 °C. They
observed a rapid increase in the CO, concentration
inside the package at the beginning of the storage
period.

A good correlation between the predicted and
experimental concentrations for both O, and CO,
was obtained using the enzymatic kinetic models with
competitive inhibition (Figure 3A) (Ré2 =0.983;
Réoz =0.976) and mixed inhibition (Figure 3D)
(Ré2 =0.984; Réo2 =0.975). This indicates that
the predictions for O, and CO, concentrations using

the mass balances with reaction and both competitive
or mixed inhibition models adequately estimated

486 VOLUMEN 54, NUMERO 4

Prediccién de las concentraciones de O, y CO,
dentro del MAP

La Figura 3 muestra las concentraciones estimadas
y experimentales de O, y CO, empleando los mode-
los de inhibicién a 8+1 °C. Durante las primeras 48 h
de almacenamiento, la concentracién experimental
de O2 dentro del MAP tuvo una rdpida disminucién
de 21 a 16 %mol, aproximadamente. Ademds, la
concentracién experimental de CO, aument6 de for-
ma progresiva hasta alcanzar una estabilidad relativa
a 7 %mol después de 96 h de almacenamiento. La
velocidad de respiracién se estabilizé a 96 h, lo que
favoreci6 el establecimiento de un equilibrio dindmi-
co dentro del empaque entre la atmdsfera interna y
externa. Como se esparaba, se obtuvo una atmdsfera
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the respiration of avocado inside the MAP. Morales-
Castro et al. (1994) found a reasonable fit between
the theoretical and experimental gas concentrations
inside microporous packages for sweet corn on cob
by using the differential equations from a mass
balance. However, in the mixed inhibition model
used in this study, the estimated kinetic parameters
did not generate the expected behavior, that is, the
apparent maximum rate for CO, did not decrease
with the inhibitor and the dissociation constant of
the Shzyme- -substrate-inhibitor complex for CO,,
K7? Ico, WA negative (—152.2 mol%). In the case of
the competitive inhibition model (Figure 3A), the
estimated kinetic parameters produced the expected
behavior, i. e., the apparent affinity constant for
both O, and CO, increased in the presence of the
inhibitor, and the determination coefficents for the
estimated and experimental concentratlons for both
0, and CO, were satisfactory (RO =0.983; RCO
—0.976). For this reason, the competitive 1nh1b1t1on
model was considered to be the best to estimate both
concentrations during the storage of “Hass” avocado
in the modified atmosphere package.
The uncompetitive (Figure 3B)
competitive (Figure 3D) inhibition models did

and non-

not show an adequate adjustment (Ré2 =0.956;

R%o, =0.957 and R3, =0.989; Rlo, =0.980,
respectively) to the O, and CO, concentrations inside
the MAP. One of the fundamental aspects in MAP
design is the knowledge of the package permeability
to the gases for generating relative low O, and high
CO, concentrations. Therefore, simulation using the
competitive inhibition equation as the respiration
rate model and the mass balance principles estimated
the film permeabilities to generate concentrations
close to 11 mol% of O, and 9.5 mol% of CO, (Figure
4), when a passive modified atmosphere is achieved
using “Hass” avocado stored at 8 °C. Based on these
proposed film permeabilities to O, (2.9X107> mL
cm cm™® h™" emHg™) and CO, (4.1X107° mL
cm cm~*h™' emHg™), the estimated 0, and CO,
concentrations inside the package after 72 h of storage
were 13.1 and 7.9 mol%, respectively. In contrast,
with the permeabilities of the package used in the
present study, the correspondent concentrations
were 16.0 and 5.6 mol%. After 144 h of storage,
the estimated concentrations using the proposed
film permeabilities were 11.0 and 9.5 mol%; while
with the package permeabilities the respective

modificada alrededor del fruto debido al compor-
tamiento respiratorio del mismo y al efecto de las
microperforaciones en el empaque (Radziejewska-
Kubzdela y Czaczyk, 2017). Esta disminucién mar-
cada en la concentracién de O, durante las prime-
ras horas de almacenamiento también se ha descrito
para otros productos almacenados en empaques con
atmésfera modificada, como reportan Song ez al.
(2002) y Charoenchaitawornchit ez a/. (2002) quie-
nes modelaron la respiracién en moras almacenadas
a 15 °C y mango cv. Nam Dok Mai a 13 °C. Ellos
observaron un aumento rdpido en la concentracién
de CO, dentro del empaque al inicio del periodo de
almacenamiento.

La correlacién entre las concentraciones predi-
chas y experimentales de O, y CO, fue buena con los
modelos de cinética enzimdtica de inhibicién com-

petitiva (Figura 3A) (R3, =0.983; Rlo, =0.976) ¢
inhibicién mixta (Figura 3D (RCZ)Z =0.984; Réo2 =

0.975). Esto indica que las predicciones para las con-
centraciones de O, y CO, empleando los balances de
masa con reaccién y ambos modelos de inhibicidn,
competitiva y mixta, estiman correctamente la respi-
racion del aguacate dentro del MAP. Morales-Castro
et al. (1994) encontraron un ajuste razonable entre
las concentraciones de gas tedricas y experimentales
dentro de los empaques con microperforaciones para
la mazorca de maiz dulce empleando las ecuaciones
diferenciales del balance de masa. Sin embargo, en
el modelo de inhibicién mixta usado en este estudio
los pardmetros cinéticos enzimdticos no generaron
el comportamiento esperado; es decir, la velocidad
mdxima aparente para el CO, no disminuyé con el
inhibidor, y la constante de dlsoc1ac1on del comple;o
enzima-sustrato-inhibidor para el CO,, 120 fue
negativa (-152.2 %mol). En el modelo de 1nh1ﬁ)1c1on
competitiva (Figura 3A), los pardmetros de cinética
enzimdtica se comportaron conforme a lo esperado,
es decir, la constante de afinidad aparente para el O,
y CO, aument6 en la presencia del inhibidor, y los
coeficientes de determinacién para las concentracio-
nes estimadas y expenmentales de O, y CO, fueron
satisfactorios (RO =0.983; RC02 =0.9706). Por esta
razén, el modelo de inhibicién competitiva se con-
sideré el mds adecuado para estimar ambas concen-
traciones durante el almacenamiento del aguacate
“Hass” en el empaque con atmésfera modificada.
Los modelos de inhibicién acompetitiva (Figura
3B) y no competitiva (Figura 3C) no presentaron
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Figure 4. Estimated O, and CO, concentrations inside a MAP with “Hass” avocado at 81 °C using the proposed (prop) and

estimated (est) permeabilities.

Figure 4. Concentraciones estimadas de O,y CO, dentro de un MAP con aguacate “Hass” a 8+1 °C empleando las permeabilidades

propuestas (prop) y estimadas (est).

concentrations were 15.8 and 6.0 mol%. The gas
concentrations inside the package were stabilized
(10.0 and 9.5 mol% for O, and CO,) after 240 h of
storage. In this way, improving the permeabilities to
O, and CO, of the package can be useful to prolong
the shelf life of the “Hass” avocado.

CONCLUSIONS

The enzymatic kinetics of Michaelis-Menten
with competitive inhibition allowed to adequately
model the respiratory behavior of “Hass” avocado
under different gaseous compositions using a closed
system. A good adjustment was obtained for the
estimations of O, consumption and CO, production
rates with respect to the experimental ones. Based on
the Fick’s laws of diffusion, the permeability and the
total amount of diffused gas (O, and CO,) through
the MAP film were satisfactorily estimated. The
mathematical modeling, based on the mass balances
in a non-stationary state and the O, consumption
and CO, production rates, described with a model
of competitive inhibition, allowed to satisfactorily
predict the respiration process of “Hass” avocado
stored in a MAP. In addition, the gas concentrations
inside the package were simulated with proposed
permeabilities in a way the system reaches stable
concentrations, which could improve the internal
atmosphere and extend the useful life of the “Hass”
avocado when it is stored in a MAP.
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un ajuste adecuado (R(z)2 =0.956; Réo2 =0.957 y

RCZ)Z =0.989; Réoz =0.980, respectivamente) a las
concentraciones de O, y CO, dentro del MAP. Uno
de los aspectos fundamentales en el disefio de MAP
es conocer la permeabilidad a los gases para generar
concentraciones relativamente bajas de O, y altas de
CO, Por lo tanto, la simulacién con la ecuacién de
inhibicién competitiva como modelo de velocidad
de respiracién y los principios de balance de masa
estimaron las permeabilidades de la pelicula para ge-
nerar concentraciones cercanas a 11 %mol de O, y
9.5 %mol de CO, (Figura 4) cuando se alcanza una
atmoésfera modificada pasiva con aguacate “Hass” al-
macenado a 8 °C. Con base en estas permeabilidades
propuestas al O, (2.9X10” mL cm cm™ h™' cmHg™)
y CO, (4.1X10”° mL cm cm™ h™' emHg™), las con-
centraciones estimadas de O, y CO, dentro del em-
paque después de 72 h de almacenamiento fueron
13.1 y 7.9 %mol, respectivamente. En cambio, con
las permeabilidades del empaque empleado en este
estudio, las concentraciones correspondientes fueron
16.0 y 5.6 %mol. Después de 144 h de almacena-
miento, las concentraciones estimadas con las per-
meabilidades propuestas de la pelicula fueron 11.0
y 9.5 %mol; mientras que, con las permeabilidades
del empaque, las concentraciones correspondientes
fueron 15.8 y 6.0 %mol. Las concentraciones de gas
dentro del empaque se estabilizaron (10.0 y 9.5 %mol
para O, y CO,) después de 240 h de almacenamiento.
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