UNIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAD DE CIENCIAS AGRONOMICAS

ESCUELA DE PREGADO

Memoria de Titulo

APLICACION DE SANITIZANTES EN BROTES DE ALFALFA (Medicago sativa
L.) CONSERVADOS BAJO ATMOSFERA MODIFICADA

YENIFERT ALEJANDRA MAUREIRA ESPINOSA

Santiago - Chile
2012



UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE CIENCIAS AGRONOMICAS

ESCUELA DE PREGRADO

Memoria de Titulo

“APLICACION DE SANITIZANTES EN BROTES DE ALFALFA (Medicago sativa
L.) CONSERVADOS BAJO ATMOSFERA MODIFICADA”

“APPLICATION OF SANITIZERS IN ALFALFA SPROUTS (Medicago sativa L.)
KEPT IN MODIFIED ATMOSPHERE”

YENIFERT ALEJANDRA MAUREIRA ESPINOSA

Santiago - Chile
2012



UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE CIENCIAS AGRONOMICAS

ESCUELA DE PREGRADO
Memoria de Titulo

“APLICACION DE SANITIZANTES EN BROTES DE ALFALFA (Medicago sativa
L.) CONSERVADOS BAJO ATMOSFERA MODIFICADA”

Memoria para optar al titulo profesional
de Ingeniero Agronomo
Mencién Agroindustria

YENIFERT ALEJANDRA MAUREIRA ESPINOSA

Profesores Guias Calificaciones

Sr. Victor Escalona C. 6,8
Ingeniero agronomo, Dr.

Sra. Carmen Saenz H. 6,7
Quimico farmacéutico, Dr.

Profesores Evaluadores
Sr. Hugo Nufiez K. 6,5
Ingeniero agronomo, Dr.

Sra. Maria Teresa Varnero M. 6,5
Quimico farmacéutica

Colaborador
Sra. Andrea Hinojosa M.
Bioquimico

Santiago - Chile
2012



AGRADECIMIENTOS

Quiero agradecer al proyecto “Technology Innovations Applied to Novel Fresh-cut Leaf
Vegetables: Quality and Food Safety” (N° 1090059, FONDECYT-CONICYT, Chile) y a la
empresa Mdas Vida por permitirme desarrollar esta memoria de titulo.

A mis profesores guias Victor Escalona y Carmen Sdenz por su apoyo, comprension y
orientacion durante el desarrollo de esta memoria.

A los integrantes del CEPOC Andrea Hinojosa, Daniela Cardenas y Alejandra Machuca por
su gran ayuda en la realizacion de esta memoria. Ademas agradecer a Javier Obando por su
colaboracidn y sugerencias en el andlisis estadistico.

Quiero agradecer de manera especial a mis padres Rosa y Jaime, ya que por su gran
esfuerzo, carifio y apoyo constante me dieron la oportunidad de una educacion profesional.
Muchas gracias, sin ustedes nada de esto seria posible. Ademas agradecer a mi hermano
César por su constante ayuda y paciencia.

A Mario y a mi hija Laura, por ser la mayor motivacion de seguir adelante con esto a pesar
de todo.



INDICE

INDICE
RESUMEN
ABSTRACT
INTRODUCCION
Objetivo
MATERIALES Y METODOS
Lugar de trabajo
Materiales
Metodologia
Parametros medidos
Determinacion de la tasa respiratoria
Medicion de gases bajo envasado en atmdsfera modificada
Color
Analisis microbioldgico
Determinacion de la calidad sensorial
Disefio experimental y andlisis estadistico
Disefio de un envase para brotes de alfalfa
RESULTADOS Y DISCUSION
Ensayo I
Tasa respiratoria
Concentracion de gases al interior de las bolsas
Color
Luminosidad
Croma
Tono
Recuentos microbioldgicos
Aerobios mesofilos
Enterobacterias
Psicrofilos
Hongos y levaduras
Evaluacion sensorial
Apariencia
Intensidad de color
Turgencia
Sabores extrafios
Ensayo II
Tasa respiratoria
Concentracion de gases al interior de la bolsas
Color
Luminosidad
Croma
Tono

o
W W W WWWWMNMNMDMNMMNMNNMNNNDNDNDNDNDNE R = b e e e 4
GRRRRNAEECE XA A A A ORNRN S 00X A A TNREREOLODLDYO 000N AW



Recuentos microbioldgicos
Aerobios mesofilos
Enterobacterias
Psicrofilos
Hongos y levaduras

Evaluacion sensorial
Apariencia
Intensidad de color
Turgencia
Sabores extrafios

CONCLUSIONES
BIBLIOGRAFIA
ANEXO I
ANEXO II
APENDICE I
APENDICE II

38
38
39
41
43
44
44
44
44
44
47
48
54
55
56
60



RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de distintos sanitizantes como hipoclorito
de sodio (NaClO 100 mg L™), dioxido de cloro (C10, 5y 10 mg L™), acido peroxiacético
(APA 50 y 90 mg L) y clorito de sodio acidificado (CSA 250 y 500 mg L) sobre la carga
microbiana y calidad sensorial en brotes de alfalfa envasados en atmdsfera modificada
pasiva conservados a 5° C por 7 dias. En dos ensayos independientes se emplearon las
mismas dosis de sanitizantes, pero diferentes bolsas con diferente permeabilidad a los
gases. Los parametros evaluados fueron respiracion, concentracion de gases en el interior
de las bolsas, color, carga microbiana y calidad sensorial.

El uso de bolsas de baja permeabilidad utilizadas en el Ensayo I, junto con las dosis de
sanitizantes no fue efectivo para mantener la calidad sensorial de los brotes de alfalfa. Las
concentraciones alcanzadas al interior de las bolsas fueron de 18,2 a 27% de CO, y 1 a
1,2% de O, tras 7 dias. En todos los tratamientos se obtuvo una reduccion de los recuentos
en aerobios mesofilos, psicrofilos y enterobacterias al utilizar los distintos sanitizantes. El
CSA 250 y 500 presentaron los recuentos mas bajos, sin embargo afectaron negativamente
el color, y calidad sensorial de los brotes.

En el Ensayo II, las concentraciones al interior de las bolsas fueron de 2,7 a 4,1% de CO, y
3,6 2 6,7% de O, y al igual que el Ensayo I, el CSA 500 fue el sanitizante que presento los
menores recuentos en aerobios mesofilos, enterobacterias y psicrofilos con 4,6, 4,8 y 5,5
log ufc g'l, respectivamente, seguido por CSA 250 con 5,4, 53 y 5,7 log ufc g'l,
respectivamente, sin afectar las caracteristicas sensoriales. En ambos ensayos fue el NaClO
(Bp) el tratamiento que registré recuentos mas altos en mesoéfilos y enterobacterias, lo que
confirmaria que el envasado en AM mantiene mejor la calidad microbioldgica que el
envasado en contacto con el aire. Por tanto los brotes de alfalfa lavados con CSA 250 y 500
en combinacion con un envasado en atmodsfera modificada diminuyeron la carga
microbiana sin afectar la calidad sensorial, manteniéndose dentro de la media aceptable
durante los 7 dias a 5° C.

Palabras claves: minimo proceso, hortalizas, sanitizantes, calidad sensorial.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of different sanitizers as sodium
hypochlorite (NaClO 100 mg L), chlorine dioxide (ClO, 5 and 10 mg L), peroxyacetic
acid (APA 50 and 90 mg L) and acidified sodium chlorite (ASC 250 and 500 mg L") on
the microbial and sensory quality in packaged alfalfa sprouts passive modified atmosphere
maintained at 5° C for 7 days. In two independent assays the same doses of sanitizers, and
bags with different permeability to gases were used. The parameters evaluated were
breathing, gas concentration inside the bags, color, microbial load and sensory quality.

The use of low permeability bags used in the assay I, along with doses of sanitizers was not
effective to maintain the sensory quality of alfalfa sprouts. Concentrations achieved within
the bags were 18.2 to 27% CO; and 1 to 1.2% O, after 7 days. In all treatments a reduction
in aerobic plate counts, mesofilos, psychrofiles and enterobacteriaceae using different
sanitizers was observed. The CSA 250 and 500 showed the lowest counts, but affected
negatively the color and sensory quality of sprouts.

In assay II, the concentrations inside the bags were from 2.7 to 4.1% CO, and 3.6 to 6.7%
O, and just that the assay I, CSA 500 was the sanitizer that presented the lower aerobic
plate counts, enterobacteriaceae and psychrophiles with 4.6, 4.8 and 5.5 log CFU g’
respectively, followed by CSA 250 with 5.4, 5.3 and 5.7 log cfu g respectively, without
affecting the sensory characteristics. In both assays was the NaClO (BP) treatment to higher
counts recorded plate and Enterobacteriaceae, which would confirm that the packaging AM
maintains the microbiological quality better than the packaging in contact with air. So
alfalfa sprouts washed with CSA 250 and 500 in combination with modified atmosphere
packaging decreases the microbial load without affecting the sensory quality, while
remaining within acceptable average for 7 days at 5° C.

Keywords: minimal process, vegetables, sanitizers, sensory quality.



INTRODUCCION

Las ventas en el mercado de productos listos para servir han aumentado rapidamente en las
ultimas décadas como cambio en las actitudes de los consumidores (Rico ef al., 2007). Este
aumento se debe en gran parte a los nuevos héabitos de compra y una mayor conciencia
sobre la importancia de consumir productos sanos, frescos, bajos en calorias, sin aditivos e
higiénicamente seguros. Para satisfacer estas necesidades surgieron los productos
minimamente procesados en fresco (MPF) (Ahvenainen, 1996).

El minimo proceso en fresco en hortalizas consiste en productos que tras la seleccion,
pueden ser cortados, lavados y envasados en atmdsfera modificada y conservados a
temperaturas de refrigeracion. El producto mantiene sus propiedades naturales y frescas,
pero con la diferencia que ya viene listo para consumir (Ahvenainen, 1996; Sanchez, 2003).
Entre las ventajas de estos productos estd evitar el lavado y cortado en el hogar, en
restaurantes e instituciones, disminuyendo los tiempos de preparacion de las comidas y los
costos de transporte, ya que en su proceso se llega a eliminar entre un 40 y 50% de la
materia prima original. Ademas, permite un mayor control de cada porcidén, una
disminucion en los costos de preparacion, una reduccion de los problemas por
contaminacion, una menor demanda por espacio de refrigeracion y un producto de buena
calidad y uniformidad listo para su consumo (Escalona y Luchsinger, 2008).

Los inconvenientes que presentan las hortalizas MPF derivan de su condicion de producto
perecedero, como del tratamiento al que se ven sometidas. Los productos vegetales son
organismos vivos que mantienen procesos fisiologicos luego de la cosecha. Las hortalizas
en general, por su elevada actividad metabolica y su gran sensibilidad al desarrollo de
microorganismos, son productos de corta vida util (Sdnchez, 2003). Otros inconvenientes se
deben a las heridas que sufren los vegetales durante el proceso, lo que provoca una drastica
disminucion de su vida Util. Ademads, se produce el aumento de la actividad respiratoria y
transpiratoria, actividad enzimatica, proliferacion microbiana y aumento en la emision de
etileno a causa de los cortes, provocando que la senescencia se acelere (Del Nobile et al.,
2007; Escalona y Luchsinger, 2008). Para prolongar la vida util de estos productos se debe
regular la temperatura, la atmodsfera, la humedad relativa y el saneamiento, ademas de
utilizar materias primas con optima calidad (Watada et al., 1996).

Dentro de las técnicas para prolongar la vida util de los productos MPF se utiliza el
envasado en atmoésfera modificada (EAM). Esta técnica se aplica en diversos tipos de
productos, donde la mezcla de gases en el envase depende del tipo de producto, del material
y espesor del envase y de la temperatura de envasado y almacenamiento (Krishi, 2009). En
el EAM se eliminan o agregan gases para crear una composicion atmosférica alrededor del
producto que sea diferente a la del aire (78% de Nz, 21% de O, y 0% de COy).
Generalmente esto involucra la disminucién del oxigeno y/o el aumento del didéxido de
carbono. El uso de las atmosferas modificadas debe considerarse como un complemento al
manejo de la temperatura y humedad relativa adecuada (Kader, 2002a).



La alfalfa (Medicago sativa L.), es una planta herbacea de la familia de las Fabéaceas que
florece en primavera. Es originaria de Asia y Africa del Norte, aunque en la actualidad se
cultiva en paises de clima templado de todo el mundo. Es una planta con alta concentracion
de sales, gracias a las caracteristicas de sus raices, que son capaces de asimilar los
minerales del suelo en mayor proporcidon que otras plantas (Anonimo, 2007).

Los brotes son pequeias plantas consumidas poco después de la germinacion, se producen
a partir de semillas vegetales. La madurez de cosecha estd regulada principalmente por las
condiciones fijadas para la germinacion (induccion de brote). La longitud del brote deseada
es el indice de madurez principal y la cosecha se hace en un nimero relativamente fijo de
dias después de la aparicion de la radicula. Dependiendo del tipo de semilla, la cosecha
ocurre generalmente de 3 a 8 dias después de la germinacion. En el caso de los germinados
de alfalfa la longitud para la madurez de cosecha es de 26 a 38 mm (Suslow y Cantwell,
2006).

Los brotes de alfalfa son populares para el consumo humano en ensaladas, sandwiches y
cocina oriental (Resh, 2001), contienen vitamina C, B9 o acido folico, E, K, pro-vitamina A

y sus minerales mas abundantes son el potasio, magnesio, calcio, hierro y cinc (Anénimo,
2007).

Debido a que los brotes se consumen crudos, las personas estan expuestas a distintos
riesgos, ya que por su composicion quimica y alto contenido de humedad, son un excelente
vehiculo de enfermedades entéricas. Desde 1995, el consumo de brotes de alfalfa ha estado
involucrado en brotes infecciosos causados principalmente por Escherichia coli y
Salmonella (Gonzalez, 2006).Una evaluacion realizada por la European Food Safety
Authority (EFSA) y la European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) en
junio del 2011, determin6 que las intoxicaciones producidas en Alemania y Francia por la
cepa de Escherichia coli enterohemorragica 0104:H4, productora de la toxina shiga se
debieron al consumo de semillas germinadas crudas.

Las hortalizas minimamente procesadas tienen una carga microbiana inicial relativamente
alta que va de 3 a 6 log ufc/g. El uso de un agente de descontaminacion en el agua de
lavado se aplica con frecuencia en el proceso de produccion para mejorar la seguridad y
prolongar la vida util de estos productos (Vandekinderen et al., 2009a).

Numerosos tratamientos con sustancias quimicas en solucion se han evaluado para analizar
su efectividad en la destruccion de Salmonella y Escherichia coli O157:H7 en brotes de
alfalfa. El hipoclorito de sodio, dioxido de cloro, acidos organicos, peroxido de hidrogeno,
etanol, entre otros han mostrado diferentes rangos de eficacia frente a estos patdgenos
(Scouten y Beuchat, 2002).

El hipoclorito de sodio es el agente de descontaminacion de uso comun en los productos
frescos. Sin embargo, presenta varios inconvenientes asociados a su uso, su limitada
eficacia y la formacion de subproductos clorados como los trihalometanos y cloraminas han



llevado a la buisqueda de agentes de descontaminacidon alternativas, como el éacido
peroxiacético y el dioxido de cloro (Artés et al., 2009).

Generalmente para la desinfeccion de productos, se utiliza hipoclorito de sodio en
concentraciones de 50 a 200 mg L™ con un tiempo de contacto de 1 o 2 minutos (Beuchat,
1998). El efecto antimicrobiano de hipoclorito de sodio depende de la cantidad de cloro
libre (en forma de acido hipocloroso) presentes en el agua que entra en contacto con las
c¢lulas microbianas (Bartz ef al., 2001). La disociacion del acido hipocloroso depende del
pH y el cloro se consume en contacto con la materia organica o el alimento (Gonzalez et
al., 2004). Por otra parte, pierde su actividad con la exposicion al aire, la luz y los metales.
Otros factores que influyen en la eficiencia de descontaminacion del hipoclorito de sodio es
el tiempo de tratamiento y la temperatura a la cual se realiza el procesamiento (Hilgren et
al., 2007).

En espinacas, el uso de hipoclorito de sodio a una concentraciéon de 100 mg L™, con un
tiempo de contacto de 5 minutos, redujo considerablemente los niveles de E. coli O157: H7
después de 7 dias de almacenamiento (Lee y Baek, 2008). La lechuga lavada en agua con
hipoclorito de sodio (100 mg L', pH 8,7) en comparacion con la lechuga sin lavar redujo el
recuento de aerobios mesofilos en 1 log ufc g después de 6 dias de almacenamiento a 4° C
(Delaquis ef al., 2003). En lechuga recién cortada el uso de 100 a 200 mg L™ de hipoclorito
de sodio provocé una reduccion de 0,9 a 1,2 log ufc g, en el recuento de microorganismos
aerobios mesofilos (Garcia ef al., 2003) y en zanahorias sin cortar, almacenadas por 9 dias a
4° C se produjo una reduccion de 1,7 log ufc g™ (Klaiber et al., 2005).

El didéxido de cloro (ClO,;) ha recibido recientemente mayor atencion como un
desinfectante en la industria de alimentos, debido a su eficacia menos limitada por el pH y
la cantidad de materia organica (Beuchat, 2000). Es un fuerte agente oxidante que se aplica
en solucién o en estado gaseoso mostrando propiedades bactericida, fungicida y viricida
(Vandekinderen et al., 2009a). Las soluciones de ClO, se usan principalmente en productos
MPF (Du et al., 2002). Tiene amplios efectos biocidas y sus efectos antimicrobianos se
deben principalmente a un efecto oxidativo en las proteinas de la superficie de la membrana
y las enzimas implicadas en el transporte (Jeng y Woodworth, 1990). Ademas, a diferencia
del cloro, el didxido de cloro, no forma cantidades importantes de subproductos clorados
(Gémez et al., 2009).

En lechuga romana y zanahorias baby picada y lavada durante 5 minutos con 10 mg L™ de
dioxido de cloro los recuentos de E. coli O157:H7 se reducen significativamente. Al
utilizar 10 mg L de ClO, durante 10 minutos se obtuvo una reduccion de 1,5 a 2 log ufc g
' (Singh et al., 2002a, b).

El acido peroxiacético (APA) es conocido como un fuerte oxidante con un amplio espectro
de actividad antimicrobiana. Este compuesto puede ser una alternativa util al hipoclorito de
sodio, ya que no forma compuestos dafiinos para la salud como los trihalometanos (Alvaro
et al., 2009). Es comercializado como una sustancia que contiene acido acético, peroxido
de hidrégeno, acido peracético y agua. La eficacia de la desinfeccion del APA para los



microorganismos es mayor para bacterias que para virus y hongos (Kitis, 2004) y se puede
usar en una amplio rango de pH de 3,0 a 7,5 (Sapers et al., 1999). Su accién antimicrobiana
se refiere principalmente a la produccion de especies reactivas del oxigeno, que puede dar
lugar a dafios en el ADN y a los lipidos. También se basa en la desnaturalizacion de
proteinas y enzimas y al incremento de la permeabilidad de la pared de la célula de los
microorganismos (Koivunen y Heinonen-Tanski, 2005; Hilgren et al., 2007).

Una cantidad recomendada de 4cido peroxiacético para la desinfeccion de la superficie de
los alimentos es de 50 mg L™ (Stampi et al., 2001). Independientemente de la aplicacion
(inmersion o aspersion), la reduccion obtenida en el recuento de mesofilos y coliformes
después de un tratamiento con APA en lechuga recién cortada vari6 entre 0,5 y 1,5 log ufc
g (Allende e al., 2008).

El clorito de sodio acidificado es otra alternativa y se aplica en superficies de alimentos
para reducir la carga microbiana. La eficacia para mantener la calidad y reducir el recuento
de patogenos estd influenciada por la concentraciéon del desinfectante y el tiempo de
contacto. La Food Standards Australia New Zealand (FSANZ) (2003) sefialo que la
capacidad antibacteriana del clorito de sodio acidificado puede atribuirse a la degradacion
del acido cloroso. Ademas, este agente posee una fuerte actividad antimicrobiana contra
microorganismos patdgenos y otros causantes del deterioro. Al utilizar 1000 mg L™ de
clorito de sodio acidificado durante 2 minutos en zanahorias rayadas se obtuvo una
disminucion de 4,5 log ufc g en el recuento de E. coli 0157: H7 y una reduccion de 5,3
log ufc g en comparacion con el control (Gonzélez et al., 2004).

En zanahorias rayadas el uso de clorito de sodio acidificado en concentraciones de 250 y
500 mg L'a pH 2,55 y 2,47, durante 2 minutos reduce de manera eficaz las poblaciones de
Salmonella, E. coli O157:H7 y Listeria monocytogenes (Ruiz et al., 2006a).

Objetivo

Evaluar el efecto de tratamientos sanitizantes sobre la carga microbiana y la calidad
sensorial en brotes de alfalfa envasados en atmdsfera modificada almacenados a 5° C por 7
dias.



MATERIALES Y METODOS

Lugar de trabajo

El trabajo experimental se realizd en el Centro de Estudios Postcosecha (CEPOC) y los
analisis sensoriales y microbiologicos en los laboratorios de Evaluacion Sensorial y
Analisis Microbiolégico del Departamento de Agroindustria y Enologia de la Facultad de
Ciencias Agronomicas de la Universidad de Chile.

Esta memoria fue financiada por el proyecto Fondecyt N° 1090059 “Technology
Innovations Applied to Novel Fresh-cut Leaf Vegetables: Quality and Food Safety”.

Materiales

Los brotes de alfalfa (Medicago sativa L.) se obtuvieron de un huerto comercial
perteneciente a la empresa Mas Vida S.A. ubicada en la Comuna de Calera de Tango,
Region Metropolitana. Los brotes fueron producidos mediante un sistema de cultivo
hidropénico en camaras climatizadas totalmente automatizadas, cultivados a una
temperatura de 18-20° C y 90% de HR. En la cosecha se retird6 completamente el
germinado, sin corte.

Las soluciones sanitizantes que se utilizaron son las siguientes: hipoclorito de sodio
(NaClO) (cloro 4,9%, Clorox, Chile), dioxido de cloro (ClO;) (Winzaclor-5 5%, Winkler
Ltda., Chile), acido peroxiacético (APA) (Tsunami-100, Ecolab, Chile) y clorito de sodio
acidificado (CSA) (80% NaClO,, Sigma-Aldrich, Alemania).

Los brotes de alfalfa se envasaron en bolsas de plastico modelo BB4L con permeabilidad
normal al oxigeno de 6 — 14 mL m™ d”' atm a 24° C y a 0% de humedad relativa para el
Ensayo I (Sealed Air, CRYOVAC Chile, 2009) y para el Ensayo II se utilizaron bolsas
plasticas modelo PD-961EZ con permeabilidad al oxigeno de 6.902 mL m™? d’'. Las
dimensiones de las bolsas fueron de 28 x 12 cm en ambos ensayos.

Metodologia

Se efectuaron dos ensayos, el primero se realiz6 en octubre del 2009 y se utilizaron bolsas
plasticas BB4L. El segundo ensayo se realizé en diciembre del mismo afio y se utilizaron
bolsas plasticas PD-961EZ. En ambos casos se realizaron 8 tratamientos con las mismas
concentraciones.
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Los brotes de alfalfa recién cosechados se transportaron en condiciones refrigeradas al
laboratorio y previo al procesamiento se efectud una seleccion en el interior de una camara
limpia acondicionada eliminando aquellos brotes que no presentaban las caracteristicas
tipicas de la materia prima: color, turgencia (pérdida de agua), dafio fisico, podredumbres,
etc. Se caracterizd una muestra representativa de la materia prima de aproximadamente 1
kg. Los brotes se almacenaron a 0° C durante 24 h hasta su procesamiento. Desde las
camaras de almacenamiento se llevaron a la camara limpia acondicionada y se trabajo a 8°
C. Posteriormente se lavaron con agua potable a 5° C durante 5 min con el fin de eliminar
cualquier material extrafio (metales, insectos, etc). Luego los brotes se sometieron a una
inmersion en las distintas soluciones sanitizantes durante 3 min. Los tratamientos,
concentraciones y pH se detallan en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Concentraciones y pH de los distintos tratamientos utilizados en los brotes de
alfalfa.

Concentracion
Tratamiento Tratamientos (mg L") pH Envasado
1 Hipoclorito de sodio (NaClO) 100 8,76 Bp*
2 Hipoclorito de sodio (NaClO) 100 8,71 AMP**
3 Didxido de cloro (C1O,, 5 8,06 AMP
4 Didxido de cloro (C1O,, 10 7,86 AMP
5 Acido peroxiacético (APA) 50 4,92 AMP
6 Acido peroxiacético (APA) 90 4,37 AMP
7 Clorito de sodio acidificado (CSA) 250 2,86 AMP
8 Clorito de sodio acidificado (CSA) 500 2,97 AMP

* Bp: Bolsa perforada
** AMP: Atmoésfera modificada pasiva

Posteriormente se escurrieron sobre una malla de acero inoxidable durante 5 min y luego se
secaron en una centrifuga manual por 2 min. Se envasaron aproximadamente 50 g de brotes
utilizando una maquina selladora (Impluse Sealer Tew Equipment Company, Taiwan)
mediante termosellado en bolsas plasticas. Esto permitidé generar una atmdsfera modificada
pasiva, que se genera de la permeabilidad de la pelicula pléstica a los gases por la
respiracion de los brotes (Escalona et al., 2008).

En el caso del primer tratamiento (NaClO, Bp) los brotes se envasaron en una bolsa con
siete perforaciones de 0,7 mm de didmetro con el propdsito de obtener una atmodsfera de
aire y alta humedad relativa (O, > 19% y CO, < 1%). Todas las bolsas con 50 g de producto
se almacenaron a 5° C durante un periodo de 7 dias. En la Figura 1 se presenta la linea de
flujo del procedimiento.
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Figura 1. Diagrama de flujo del procesamiento en fresco de brotes de alfalfa.
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Parametros medidos

Las evaluaciones en los brotes de alfalfa se realizaron los dias 1, 4 y 7 de almacenaje a 5°
C.

Determinacion de la tasa respiratoria

Para determinar la tasa respiratoria de los brotes de alfalfa se utilizé el método estatico
descrito por Kader (2002b). Se colocaron 50 g de brotes en recipientes de vidrio de 1 L y se
cerraron herméticamente durante 1 a 2 horas, posteriormente se tomaron muestras gaseosas
de 10 mL con una jeringa de plastico a través de un septum de silicona ubicado en la tapa
del frasco. La composicion del espacio de cabeza fue monitoreada mediante el uso de un
cromatografo de gases Hewlett Packard modelo 5890 serie II (California, EE.UU.). Las
temperaturas del inyector, horno y detector fueron 50°, 50° y 200 °C respectivamente.
Como gas transportador se utilizd helio (Indura, Chile) a una presion de 50 psi. Se utilizo
un estandar de CO, de 10% (Indura, Chile) como patrén. La tasa respiratoria se expreso
como la produccién de CO, (mg kg' h™) y las mediciones se realizaron a lo largo del
almacenamiento.

Figura 2. Medicion de la tasa respiratoria.

Medicion de gases bajo envasado en atmodsfera modificada

Los cambios en las concentraciones de O, y CO; en el interior de las bolsas termoselladas
se determinaron los dias 0, 1,4 y 7 a 5° C, tomando muestras gaseosas de 10 mL con una
jeringa de plastico a través de un trozo de cinta adhesiva colocada en cada bolsa. Las
evaluaciones se realizaron mediante un cromatdgrafo de gases Hewlett Packard modelo
5890 serie II (California, EE.UU).
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Color

El color se midi6 en 5 puntos sobre una placa Petri completamente llena con brotes de
alfalfa para evitar las interferencias en las medidas de color segin el método descrito por
Vandekinderen et al. (2009b) (Figura 3). Para conocer el color original de la materia prima
se realizaron tres mediciones a brotes de alfalfa antes de ser lavados con soluciones
sanitizantes.

Las mediciones de color se realizaron por medio de un colorimetro compacto triestimulo.
En el Ensayo I se utiliz6 un Chroma meter CR-400/410 Konica y para el Ensayo II un
Minolta CR-300 Tokio, Japon. Los valores se expresaron en los pardmetros de color del
sistema CIELab, luminosidad (L), croma (C*) y tono (Hab) (McGuire, 1992).

Figura 3. Medicion de color

Analisis microbiologico

El analisis se realizd al momento de ser envasados los brotes y después de 4 y 7 dias. Se
tomo una muestra de 10 g por tratamiento. Ademads se evalu6 una muestra inicial de materia
prima sin lavar. Las muestras se mezclaron con 90 mL de agua peptonada 1% (Merck)
durante 1 minuto dentro de una bolsa estéril y se homogenizé en un mezclador (IUL,
Masticator Classic). Las diluciones se hicieron en 9 mL de agua peptonada 1%.

* Aerobios mesofilos (RAM): se realiz6 una siembra en profundidad en el medio
agar de conteo de placas (DIFCO, Estados Unidos), las condiciones de incubacion
fueron a 37° C durante 48 h.

* Bacterias psicrofilas: se realiz6 una siembra en profundidad en el medio agar de
conteo de placas (DIFCO, Estados Unidos) y se incubaron a 5° C durante 7 dias.
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* Enterobacterias: se realizdo una siembra en profundidad en el medio de cultivo
Agar Eosina y Azul de Metileno (EMB) (OXOID, Reino Unido) y las condiciones
de incubacion fueron a 37° C durante 48 h.

* Hongos y levaduras: se sembro en superficie en el medio de cultivo Agar Papa
Dextrosa (OXOID, Reino Unido) y se incubaron por 5 dias a 25° C en ambos casos.

Los recuentos totales se expresaron en unidades logaritmicas de unidades formadoras de
colonias por gramo (log ufc g).

Determinacion de la calidad sensorial

Se utilizo el método de andlisis descriptivo-cuantitativo, aplicado a un panel de 10 jueces
semientrenados. Segun la Asociacion Espafiola de Normalizacion y Certificacion (AENOR)
(1997) y la norma Espafiola UNE 87-020-93 se utiliz6 una escala lineal de intensidad no
estructurada de 0 a 15 cm. Se evalud la apariencia, intensidad de color, turgencia y
presencia de sabores extrafios. En el caso de la apariencia, a cada juez se le entregd una
bolsa por tratamiento identificada con un codigo de tres niimeros seleccionado al azar y
para el sabor, las muestras de cada tratamiento se colocaron en pocillos identificados de la
misma forma. Los resultados se interpretaron de acuerdo con Araya (2007) (Anexo II). En
ambos ensayos se utilizo la pauta de evaluacion sensorial de panel entrenado que se
muestra en el Anexo . Se utilizé una puntuacion sobre 7,5 como la media aceptable.

Disefio experimental y analisis estadistico

Se utiliz6 un diseno experimental completamente al azar, independiente para cada ensayo,
con 8 tratamientos y 3 repeticiones por tratamiento. En el caso del analisis sensorial, el
disefio fue en bloques aleatorios, correspondiendo cada bloque a un evaluador. La unidad
experimental fue la bolsa con 50 g de muestra de brotes de alfalfa. Los datos obtenidos se
evaluaron con un andlisis de varianza (ANDEVA) y en el caso de existir diferencias
significativas al 5% entre tratamientos, se aplico el test de comparaciones multiples de
TUKEY. Todos los resultados se analizaron estadisticamente mediante el programa de
software estadistico SAS JMP.
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Diseiio de un envase para brotes de alfalfa

Para el disefio adecuado de un envase que permita prolongar la vida 1util de los brotes de
alfalfa se aplic6 un modelo matematico que permitio calcular la permeabilidad al O, de la
bolsa utilizada. Los célculos se realizaron segin lo planteado por Artés (1976, citado por
Escalona, 2003).

Teniendo en cuenta la tasa respiratoria expresada en O, emitido, la concentracion de O,
esperada al interior del envase, la superficie conocida del envase y la masa del material
vegetal utilizado, se aplico la siguiente formula para calcular la permeabilidad al O, que
debiera tener la bolsa a utilizar:

Para O,
ROy« M =S « PO, ¢ (0,21 - [O2] env) * 1/24
RO, xMx 24

P02 = (1)
Sx (0,21 - Ozeny)

En donde:

RO,: actividad respiratoria O, consumido (mL kg™ h™)

M: peso del producto (kg)

S: superficie total del envase (m?)

0,21: concentracion de O, atmosférico (%)

[O2] env: concentracion de O, en el interior del envase (%)
1/24: conversion de horas a dias (d/h)

PO,: permeabilidad al O, de la pelicula plastica (mL m~ d™)

Existe escasa informacion sobre la conservacion de brotes de alfalfa, sin embargo segun
Kader (2002a), los brotes de poroto se clasificarian de acuerdo a su tasa respiratoria entre
40 a 60 mg CO, kg™ h™' a 5 °C, siendo similar a los brotes de alfalfa. Ademas en hortalizas
de hoja como perejil, espinaca y cilantro se recomiendan concentraciones de O, de 5 a 8 %.

Para los calculos de permeabilidad se utilizo una tasa respiratoria de 60 mg CO, kg™ h™ a 5°
C. Se envasaron 50 g de brotes en bolsas de 0,0308 m®. Se consideré como concentracion
adecuada para mantener la calidad de los brotes entre un 5% O,.

Para convertir mg de O, a mL de O; se dividieron los mg por el factor de conversion a 5° C
1,94.
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Calculo de permeabilidad:
Tasa respiratoria: 60 mg O, kg” h™ (30,92 mL O, kg h™")
Concentracion esperada de O,: 5%
Peso del producto: 50 g
Superficie total del envase: 0,0336 m’
Permeabilidad al O,
Sustituyendo los valores en la formula (1) se obtiene:

PO,=30,92 mL kg h™ + 0,05 kg * 24
0,0336 m” * (0,21 - 0,05)

PO, =6.901,8 mL m>d’

De acuerdo con estos calculos, la permeabilidad para O, de la bolsa utilizada en el Ensayo
11, deberia ser 6.901,8 mL m? d™".
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RESULTADOS Y DISCUSION

Ensayo I

Tasa respiratoria

En los brotes de alfalfa se observd una tendencia a la disminucién de la tasa respiratoria a
lo largo del almacenamiento para todos los tratamientos (Figura 4). El dia 1, la respiracion
més baja se obtuvo al usar CSA 500 con un valor de 54 mg CO, kg' h™ y los brotes
tratados con NaClO 100 obtuvieron la tasa mas alta de 89 mg CO, kg'; este wltimo
presentd diferencias significativas en relacion a los demas tratamientos (Apéndice 1, Cuadro
1). En el dia 7, los tratamientos APA 90 y el CSA 500 obtuvieron los valores mas bajos con
42,4 y 41,7 mg CO, kg h™' respectivamente y los valores mas altos los obtuvo el NaClO
100 con 64 mg CO, kg h' (Figura 4). Estos valores mas altos del NaClO 100 durante el
almacenamiento pudieron deberse a un aumento en la carga microbiana.

Los elevados valores de la tasa respiratoria obtenidos el dia 1 podrian ser consecuencia de
la aplicacién de los sanitizantes y la manipulacion en el lavado y secado durante el
procesamiento, los cuales causarian un estrés fisiologico en los brotes (Martinez-Sanchez,
2008; Allende et al., 2009). Sin embargo, tras estos primeros dias la tasa respiratoria tiende
a estabilizarse (Silveira, 2009).

100 4
90 -
80 -
o 70 1 —&—NaClO 10
T 60 ot clo25
E, —0—CIO2 D
= 50 | ‘ﬁ\ﬂ —e—APAS50
O 40 - ; —e—APA 90
gﬂ CSA 250
30 - ——te— CSA 500
20 -
10 -
0
1 4 7
Dias de almacenamiento

Figura 4. Evolucion de la tasa respiratoria en brotes de alfalfa lavados con distintos
sanitizantes y conservados durante 7 dias a 5° C. Los valores son la media + ES (n=3).
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Concentracion de gases al interior de las bolsas

A lo largo del almacenamiento se observo que las concentraciones CO, fueron aumentando
en todos los tratamientos (Figura 5). En el primer dia de evaluacion los sanitizantes APA 90
y el CSA 500 obtuvieron los valores significativamente mas bajos de 17,6 y 16,4% de CO,
respectivamente (Apéndice I, Cuadro 2). Tras 4 dias, las concentraciones de CO,
aumentaron hasta un rango de 17,4 a 23%, siendo el CSA 500 el sanitizante que obtuvo el
valor méas bajo de 17,4% (Figura 5). El dia 7, se observdo que las concentraciones
significativamente mas bajas de CO, la obtuvieron los brotes lavados con CSA 250 y 500
llegando a valores de 18,2 y 20,2% respectivamente (Apéndice I, Cuadro 2). El sanitizante
que alcanz6 el valor mas alto durante el dia 7 fue NaClO 100 con 27% de CO, (Figura 5).
Probablemente la concentracion de CO, fue mas alta al usar NaCIO 100, porque este
sanitizante mostro una mayor tasa respiratoria que el resto de los tratamientos.

—4—NaClO 100
Clo25s
=={J==C|02 10
== APA 50
—j=—APA 90
CSA 250
e C SA 500

0 \ \ \
0 1 4 7

Dias de almacenamiento

Figura 5. Variacion de la concentracion de CO, en brotes de alfalfa lavados con distintos
sanitizantes, envasados bajo atmdsfera modificada y conservados durante 7 dias a 5° C.
Valores corresponden a la media (n = 3) + Error estandar.

Los brotes de alfalfa lavados con sanitizantes mostraron un fuerte descenso en la
concentracion de O, al primer dia de evaluacion, alcanzando valores entre 1,2 y 1,5%
(Figura 6). Luego de 7 dias, las concentraciones disminuyeron hasta alcanzar valores de 1,1
a 1,2% de Oy, sin diferencias significativas entre tratamientos (Apéndice I, Cuadro 2).

En el caso del NaClO Bp, la composicion gaseosa se mantuvo similar a la del aire durante
todo el almacenaje y registr6 valores con 17,8 a 18,8% de O, y 0,5 a 0,6% de CO..
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La bolsa utilizada en este ensayo tuvo una baja permeabilidad, lo que influyd en la
concentracion de gases obtenidos a lo largo del almacenamiento, alcanzando elevados
porcentajes de CO; y bajos de O, desde el primer dia.

30 -
25 1
20 ! ———NaClO 100
1 clozs
S == C|02 10
~ 154 APA 50
o —=—APA 90
10 4 CSA 250
—fr—CSA 500
5 N
e
0 : ‘

~ e

0 1 4

Dias de almacenamiento

Figura 6. Variacién de la concentracion de O, en brotes de alfalfa lavados con distintos
sanitizantes, envasados bajo atmosfera modificada y conservados durante 7 dias a 5° C.
Valores corresponden a la media (n = 3) + Error estandar.

En un estudio anterior realizado en zanahorias ralladas, tratadas con 100, 250 y 500 mg L™
de CSA, envasadas en AM y almacenadas a 5° C, se observd que la concentracion de O,
disminuy6 rapidamente en todos los tratamientos en un rango de 0,3 a 0,9 Kpa al séptimo
dia de almacenamiento, mientras que la concentracion de CO, mostré un rapido aumento
desde el inicio al dia 7 del ensayo y se mantuvo estable hasta el dia 21 mientras que la
concentracion de CO, mas baja la obtuvieron las zanahorias lavadas con 100 mg L de
CSA (Ruiz et al., 2006b). En hojas de rucula tratadas con 100 mg L™ de NaClO, 250 mg L~
"de CSA y 300 mg L de APA, envasadas en AM y almacenadas durante 15 dias a 4° C, se
observd una disminucidon de O, de 1 a 3 Kpa y un aumento en las concentraciones de CO,
de hasta 11 a 13 Kpa y esta tendencia se mantuvo hasta el final de la conservacion.
(Martinez-Sanchez et al., 2006).

Color

Luminosidad. Al inicio del ensayo la materia prima present6 un valor de 59,2 y todos los
tratamientos presentaron valores en un rango de 58 a 60 durante los tres dias de evaluacion.
Ademas no se observaron diferencias significativas a lo largo del almacenamiento entre los
tratamientos (Cuadro 2).
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Croma. Los valores de C*, fueron aumentando a lo largo del almacenamiento en todos los
tratamientos en comparacion con el valor inicial de la materia prima (15,4) (Cuadro 2). En
el dia 4 de evaluacion se obtuvo una diferencia significativa entre el CSA 500 y el NaClO
100 (Bp) con valores de 26,5 y 17,5 respectivamente (Cuadro 2). En el caso de los brotes de
alfalfa lavados con CSA 250 y 500 se obtuvieron los valores mas altos de 25,1 y 28,2
respectivamente, al final del ensayo (Cuadro 2).

Tono. El dia 1, el CSA 500 obtuvo el valor mas bajo de 105,8 y el resto de los tratamiento
obtuvieron valores en un rango de 108,3 a 109,6 (Cuadro 2). A lo largo del
almacenamiento, se observd una disminucion en los valores del tono en todos los
tratamientos, la disminucion en estos valores se asociaria al aumento del color amarillo
reflejando un mayor pardeamiento Los brotes tratados con CSA 250 y 500 obtuvieron los
valores mas bajos el dia 7 de 97,8 y 97,7 respectivamente y fue el NaClO 100 (BP) el
sanitizante que obtuvo el valor mas alto de 107,3, con diferencias significativas respecto al
resto de los tratamientos (Cuadro 2).

La variacion en los parametros de color fue menor en el tratamiento NaCIO 100 (Bp), ya
que obtuvo un menor valor en el croma y mayor tono, lo que significa que presentd un
menor pardeamiento. Mientras que los tratamientos que presentaron la mayor variacion en
estos parametros fueron los brotes tratados con CSA 250 y 500 envasados bajo AM, lo que
podria atribuirse a las dosis de sanitizantes utilizadas junto con el envasado en AM, ademas
del uso de bolsas de baja permeabilidad.

Artés-Hernandez (2007) senala que el beneficio de utilizar el envasado en AM depende del
producto, es por eso que cuando se sobrepasan los limites de tolerancia en las
concentraciones de O, y CO, puede causar desordenes fisiolégicos como pardeamiento,
maduraciéon anormal, etc. En el caso de brotes de poroto chino (Vigna radiata L.)
conservados en AM que contienen 5% O, y 15% CO; por 5 dias a 8 °C, se observo que se
extendio el tiempo de conservacién de calidad, una reduccidon en el pardeamiento y un
retraso en la viscosidad de los brotes (Suslow y Cantwell, 2006). En otro estudio realizado
en rucula lavada con distintos sanitizantes, almacenadas a 4° C durante 15 dias, se observo
que el color de las hojas tendié a la disminucion de manera similar en todos los
tratamientos, aunque las muestras envasadas en AM se vieron mas afectadas que las
muestras almacenadas en aire. Esto se debio principalmente a las bajas concentraciones de
O, y altas concentraciones de CO, obtenidas, lo que provoco la condensacion dentro de las
bolsas utilizadas, producto de la baja permeabilidad de estas (Martinez-Sanchez et al,
2006).

Por otra parte, en un estudio realizado en zanahorias ralladas tratadas con 200 mg L™ de
NaClO, envasadas en AM y alamacenadas por 9 dias a 4° C, se observé que los valores de
los parametros de color L y C* no tuvieron diferencias significativas a lo largo del
almacenamiento (Klaiber e al., 2005). En lechugas iceberg lavada con 100 mg L™ de
NaClO, no se observaron diferencias significativas en los valores de color L, a* y b*, como
asi también la tonalidad (Hab) y el Croma (C*) (Baur et al., 2005).
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Cuadro 2. Evolucion del color en brotes de alfalfa luego de 7 dias de almacenamiento a 5°
C, envasados bajo atmdsfera modificada y lavados con distintos sanitizantes. Los valores
corresponden a la media (n =3) + error estandar.

Parametro Tratamiento Dias
1 4 7

L NaClO 100 (Bp) 58,8 Aa' 57,5 Aa 58,6 Aa
NaClO 100 58,7 Aa 59,3 Aa 58,1 Aa
ClO, 5 59,0 Aa 60,6 Aa 57,8 Aa
ClO, 10 58,6 Aa 60,2 Aa 58,9 Aa
APA 50 58,4 Aa 59,3 Aa 59,6 Aa
APA 90 58,2 Aa 61,3 Aa 58,7 Aa
CSA 250 60,2 Aa 58,2 Aa 59,9 Aa
CSA 500 59,1 Aa 60,5 Aa 60,6 Aa

C* NaClO 100 (Bp) 16,7 Aa 17,5 Aa 20,5 Aa
NaClO 100 16,9 Aa 21,1 ABa 223 Aa
ClO; 5 17,2 Aa 21,7 ABab 23,9 Ab
ClO, 10 16,3 Aa 22,2 ABab 23,4 Ab
APA 50 16,3 Aa 20,3 ABab 24,6 Ab
APA 90 16,7 Aa 21,5 ABab 23,5 Ab
CSA 250 20,4 Aa 24,0 ABab 28,2 Ab
CSA 500 20,0 Aa 26,5 Bab 25,1 Ab

Hab NaClO 100 (Bp) 109,0 Aa 107,3 Ba 107,3 Ba

NaClO 100 108,3 Ab 104,3 ABab 99,9 Aa
ClO, 5 108,6 Ab 102,9 ABa 100,8 Aa
ClO, 10 109,0 Ab 102,3 ABa 101,5 ABa
APA 50 108,3 Ab 101,7 ABa 99,1 Aa
APA 90 109,6 Ab 102,5 ABa 99,6 Aa
CSA 250 108,6 Ab 99,7 Aa 97,8 Aa
CSA 500 105,7 Ab 99,8 Aa 97,7 Aa

! Letras mayusculas distintas en cada columna indican diferencias significativas entre los tratamientos (P< 0,05), letras minusculas
distintas en cada fila indican diferencias significativas durante el tiempo de almacenamiento (P< 0,05), segun la prueba de rango multiple
Tukey.
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Recuentos microbiologicos

Aerobios meséfilos. La carga inicial de la materia prima fue de 4,6 + 0,3 log ufc g ', luego
de lavar los brotes con los distintos sanitizantes, se observo una disminucion en los
recuentos de estas bacterias en todos los tratamientos de 1 a 2,8 log ufc g ' (Figura 7). Los
sanitizantes que mayor reduccion lograron fueron el CIO, 5 y CSA 250 con reducciones de
2,3y 2,8 log ufc g ' respectivamente (Figura 7).

El dia 4, fueron el ClO, 5 y el CSA 250 lo sanitizantes que presentaron los recuentos mas
bajos con 2,9 y 2,5 log ufc g respectivamente y el resto de los tratamientos obtuvieron
recuentos de 3,1 a 4 log ufc g (Figura 8). Al final de almacenamiento se observo que los
recuentos de aerobios mesofilos aumentaron cerca de 1 log ufc g™ en todos los tratamientos
y fueron el CSA 250, CSA 500 y el ClO; 5 aquellos que alcanzaron los recuentos
significativamente mas bajos al final de la evaluacion de 3.1, 3.2 y 3,3 log ufc g’
respectivamente (Apéndice I, Cuadro 4).
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Figura 7. Recuentos de aerobios mesoéfilos en brotes de alfalfa después de ser lavados con
diferentes sanitizantes, con respecto a la carga de la materia prima. Los valores son la
media + ES (n=3).

En lechuga escarola recién cortada y almacenada durante 8 dias a 5° C, se observo que los
recuentos de aerobios mesofilos mostraron una disminucién de 1 log ufc g al ser lavada
con NaClO (100 y 50 mg L), APA (80 y 40 mg L) y la mayor reduccién fue de 2,3 log
ufc ¢! y se obtuvo al usar CSA (250 y 500 mg L") (Allende ef al., 2008). En zanahorias
ralladas y lavadas con NaClO (200 mg L") y APA (80 y 250 mg L), se obtuvo una
disminucion en el recuento de aerobios mesofilos de 1,61, 2,46 y 3,29 log ufc g'1
respectivamente (Vandekinderen et al., 2008b). En otro estudio se demostrd que el uso de
120 mg L' de NaClO en zanahorias causé una reduccién de 1 log ufc g (Martin-Diana et
al., 2005). El uso de 200 y 40 mg L' de APA en zanahorias ralladas durante 2 minutos
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provocaron una disminucion significativa en el recuento de aerobios mesoéfilos al inicio del
ensayo (Ruiz et al., 2007).
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Figura 8. Recuentos de aerobios mesoéfilos de alfalfa lavados con distintos sanitizantes,
envasados en AM a través de la conservacion durante 7 dias a 5° C. Los valores son la
media + ES (n=3).

Enterobacterias. El dia 1, se observo que el recuento de la materia prima fue de 3,8 + 0,1
log ufc g y se obtuvo una reduccién de estos recuentos de 0,6 a 1,9 log ufc g™al utilizar
los distintos sanitizantes (Figura 9). Los tratamientos que mayor reduccion obtuvieron el
dia 1 de la evaluacion fueron el APA 90 y el CSA 250 con reducciones de 1,8 y 1,9 log ufc
g, respectivamente y el que logrd la disminucion mas baja fue el NaClO (Bp) con 0,6 log
ufc g (Figura 9).

Tras 4 dias de conservaciéon se observd un aumento en los recuentos en todos los
tratamientos, siendo menores en APA 90 y CSA 250, llegando a 2,7 y 2,5 log ufc g’
respectivamente. El tratamiento que obtuvo el mayor recuento fue el NaClO (Bp) con 3,7
log ufc g (Figura 10). Al final del ensayo, el NaClO (Bp) fue el sanitizante que presentd
los recuentos mas altos, con 4,1 log ufc g y los tratamientos que obtuvieron los recuentos
mas bajos fueron el CSA 250 y 500 de 2,9 y 3,2 log ufc g respectivamente, siendo
significativamente menor que los demas tratamientos (Apéndice I, Cuadro 5).
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Figura 9. Recuentos de enterobacterias en brotes de alfalfa después de ser lavados con
diferentes sanitizantes, con respecto a la carga de la materia prima. Los valores son la
media £ ES (n=3).

En lechuga escarola recién cortada y almacenada durante 8§ dias a 5° C y lavada con NaClO
(100 y 50 mg L"), CSA (250 y 500 mg L") y APA (80 y 40 mg L), se observé que la
mayor reduccion fue de 2,2 log ufc g en los tratamientos con NaClO y APA y el resto de
las soluciones mostraron una reduccién en el recuento de coliformes totales del orden de 1
log ufc gy (Allende et al., 2008). En hojas de riicula al usar NaClO 100 mg L™, CSA 250
mg L™ y APA 300 mg L™, se obtuvo una disminucién de 2,5 log ufc g luego de que las
hojas de ricula se lavaron con APA y CSA (Martinez-Sanchez et al., 2006).
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Figura 10. Recuentos de enterobacterias de alfalfa lavados con distintos sanitizantes,
envasados en AM a través de la conservacion durante 7 dias a 5° C. Los valores son la
media + ES (n=3).

Psicrofilos. La materia prima obtuvo recuentos de psicréfilos de 3,8 + 0,4 log ufc g, luego
de lavar las muestras con los distintos sanitizantes se produjeron reducciones de 0,6 a 1,7
log ufc g (Figura 11). Los tratamientos que obtuvieron una mayor reduccion fueron el
CSA 250 y 500 con 1,6 y 1,7 log ufc g, respectivamente (Figura 11).

En el dia 4 se observo un aumento del nimero de psicrofilos en todos los tratamientos y fue
el NaClO 100 (Bp) el sanitizante que presento los recuentos mas altos con 4,9 log ufc g, el
resto de los tratamientos obtuvieron recuentos de 3,6 a 4,5 log ufc g (Figura 12). El dia 7,
fueron el CSA 250 y 500 los que presentaron recuentos mas bajos con 4 log ufc g” en
ambos casos (Figura 12), con diferencias significativas respecto a los tratamientos NaClO
100 (Bp) y NaClO 100, que obtuvieron los recuentos mas altos de 5 y 4,8 log ufc g,
respectivamente (Apéndice I, Cuadro 6).

Los brotes lavados con NaClO (Bp) y NaClO 100, fueron los sanitizantes que presentaron
los mayores recuentos de enterobacterias y psicrofilos durante todo el almacenamiento. El
NaClO 100 obtuvo menores recuentos que el NaClO (Bp), lo que confirmaria que el
envasado en AM mantiene mejor la calidad microbioldgica que el envasado en contacto
con el aire. En el caso del NaClO (Bp), como se comentd anteriormente, fue el sanitizante
que presentd la tasa respiratoria mas elevada. Segun Varoquax et al. (1996), el crecimiento
microbiano elevado determina un aumento en la tasa respiratoria de los productos MPF.

De acuerdo a las normas microbioldgicas del Ministerio de Salud de Chile, para frutas y
otros vegetales comestibles pre-elaborados listos para consumo, el limite maximo permitido
para mesofilos es de 5,7 log ufc g, mientras que para enterobacterias es de 4,7 log ufc g
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(Anexo III), por lo tanto todos los tratamientos cumplirian la norma, con el grado de
calidad “aceptable”.

logufcg *

I
1 T
B I i i '
0+ T T T T T T
CSA CSA

NaClO NaClO ClO25 CIO210 APA 50 APA 90
100 100 250 500
(Bp)

Figura 11. Recuentos de psicrofilos en brotes de alfalfa después de ser lavados con
diferentes sanitizantes, con respecto a la carga de la materia prima. Los valores son la
media + ES (n=3).

Al igual que en ensayos realizados por Martinez-Sanchez et al. (2006), en hojas de rucula
lavadas con distintos sanitizantes, fue el CSA el mas eficaz en la reduccion de psicrofilos
con recuentos de 2 log ufc g al final del almacenamiento (15 dias). El uso de APA y CSA
tuvo el mayor efecto inhibidor del crecimiento microbiano, debido probablemente al bajo
pH de las soluciones, asi como a sus caracteristicas quimicas individuales.
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Figura 12. Recuentos de psicrofilos de alfalfa lavados con distintos sanitizantes, envasados
en AM a través de la conservacion durante 7 dias a 5° C. Los valores son la media + ES
(n=3).

Hongos y levaduras. Los recuentos fueron inferiores a 1 log ufc g para todos los
tratamientos y materia prima durante todo el almacenamiento.

Evaluacion sensorial

Apariencia. En los brotes de alfalfa lavados con los distintos sanitizantes se observo una
disminuciéon en la apariencia a lo largo del almacenamiento en todos los tratamientos
(Figuras 13 y 14). En el dia 1, el NaClO 100 fue evaluado con 13,7 y los demas
tratamientos entre 10,8 a 12,6. Tras 4 dias todos los tratamientos obtuvieron puntuaciones
en un rango de 8 a 9,6, excepto el CSA 500 que obtuvo una puntuacion de 5,7. En el dia 7
el CSA 500 present6 una caida en su calidad, obteniendo el valor mas bajo de 4,3, mientras
que los otros tratamientos fueron evaluados en un rango de 7,8 a 9,2 (Figura 13).

En un estudio realizado por Martinez-Sanchez et al. (2006) en hojas de rucula luego de ser
lavadas con distintos sanitizantes, el dia 0 no se observaron diferencias significativas entre
los distintos tratamientos en la apariencia. Después de 5 dias de almacenamientos los
valores mas bajos se obtuvieron en los tratamientos con CSA y APA. La calidad visual se
redujo levemente durante el almacenamiento en todos los tratamientos, pero s6lo con
pequenas diferencias entre ellos. Por otra parte, se comparo la calidad visual de las hojas de
racula almacenadas en contacto con el aire y envasadas en AM bajo condiciones de alto
CO; y bajo Oy, se observo que las hojas de ricula envasadas en AM redujeron su vida util
en aproximadamente 1 semana y segun estos resultados permitieron que sélo fueran
aceptadas para el consumo hasta la mitad del periodo de conservacion (7 dias).
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Intensidad de color. Los tratamientos CSA 250 y 500 presentaron una disminucion
significativa en la intensidad de color durante el almacenamiento (Apéndice I, Cuadro 8 y
Figura 14). En el dia 1 los tratamientos fueron evaluados en un rango de 11,4 a 13,1 (Figura
13). Tras 4 dias de almacenamiento los tratamientos mantuvieron un rango de 11,5 a 12,3,
excepto el CSA 500 que obtuvo un puntaje de 10,6, sin diferencias significativas entre ellos
(Apéndice I, Cuadro 8). El dia 8 los tratamientos presentaron una puntuacion de 8,7 a 11,4,
excepto el CSA 500 que obtuvo una puntuacion significativamente mas baja (7,0)
(Apéndice I, Cuadro 8).

Los resultados obtenidos coinciden con lo discutido anteriormente en relacion al color,
puesto que el tratamiento con CSA 500, obtuvo los valores mas altos en el croma y los mas
bajos en el tono durante el almacenamiento, lo que significaria que presentd6 un mayor
pardeamiento. Por el contrario, el sanitizante NaCIO 100 obtuvo los valores mas bajos en el
croma y mas altos en el tono al final del almacenamiento.

Turgencia. Al inicio los valores obtenidos fueron similares en todos los tratamientos,
registrando puntajes en un rango de 12,3 a 13,7, sin diferencias significativas entre
tratamientos (Apéndice I, Cuadro 9). El dia 4, la turgencia disminuy6 en todos los
tratamientos y fue el CSA 250 el sanitizante que obtuvo la puntuacion mas baja con 7,9, el
resto de los tratamientos registraron una puntuacion de 8,3 a 10,9 (Figura 13). En el dia 7
los tratamientos obtuvieron puntajes de 6,5 a 8,9 y el CSA 250 y 500 presentaron los
puntajes mas bajos de 7,2 y 6,5 respectivamente, sin diferencias significativas entre
tratamientos (Apéndice I, Cuadro 9).

Sabores extrafios. A lo largo de la conservacion se observd un aumento en los valores
(Figura 13), sin diferencias significativas entre los tratamientos (Apéndice I, Cuadro 10).
En el primer dia de evaluacion todos los tratamientos fueron evaluados con puntajes de 0,9
a 1,6 (Figura 13). En el dia 4 los valores aumentaron en todos los tratamientos y fueron el
ClO; 10 y el CSA 250 los que obtuvieron los puntajes mas altos de 3,7 y 4,6
respectivamente, el resto de los tratamientos fueron evaluados con puntajes de 2,1 a 2,8
(Figura 13). El dia 7, los tratamientos registraron puntajes de 4,1 y 6,9 (Figura 13). A pesar
del aumento de la presencia de sabores extrafios, no se observaron diferencias significativas
entre los tratamientos en ninguin dia de evaluacion (Apéndice I, Cuadro 10).

Los resultados obtenidos se debieron probablemente a las concentraciones de O, y CO,
alcanzadas dentro de las bolsas, producto de su baja permeabilidad. La apariencia fue el
parametro mas afectado, puesto que se observo una rapida disminucién en la evaluacion
durante el almacenamiento.
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Figura 13. Efecto de diferentes sanitizantes en los atributos sensoriales medidos: Apariencia
(A), Intensidad de color (B), turgencia (C) y sabores extrafios (D). Los valores son la media
+ES (n=14).
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Figura 14. Evolucion de color y apariencia en brotes de alfalfa lavados con distintos
sanitizantes durante 7 dias a 5° C.
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Ensayo II

Tasa respiratoria

En el dia 0 (medicién luego de 6 horas del procesamiento), se registraron valores desde
52,52 67,5 mg CO, kg h™. Los sanitizantes que presentaron las tasas significativamente
mayores fueron el NaClO 100 y el C1O, 5 con 68 y 67,5 mg CO, kg™' h™' respectivamente y
el tratamiento que obtuvo la menor respiracion fue el CSA 500 con 52,5 mg CO, kg™ h™
(Figura 15). E1 NaClO 100, CIO; 5 y el CSA 500 presentaron diferencias significativas en
comparacion con el resto de los sanitizantes (Apéndice II, Cuadro 1). En el transcurso del
almacenamiento la tasa respiratoria tuvo un leve descenso y no se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos (Apéndice II, Cuadro 1). Después de 7 dias a 5° C los
tratamientos que obtuvieron tasas ligeramente mayores fueron el NaClO 100 y el ClO; 5
con 62,2 y 57,2 mg CO, kg h™', respectivamente y los tratamientos que obtuvieron las
menores fueron el APA 90 y CSA 500 con 46,6 y 53,3 mg CO, kg™ h™', respectivamente
(Figura 15).

Tras 7 dias en el Ensayo I se produjo una mayor disminucion en la respiracion con valores
en un rango de 41,7 a 64,3 mg CO, kg™ h”', mientras que en el Ensayo II se registraron
valores de 53,3 a 62,4 mg CO, kg h™. Las tasas mas elevadas del Ensayo I obtenidas en el
dia 1 pueden deberse a una mayor manipulacion de los brotes, lo cual estimularia la tasa
respiratoria de éstos. En ambos ensayos, fue el NaClO 100 el que obtuvo la mayor tasa
respiratoria durante el almacenamiento y al igual que lo ocurrido en el Ensayo I, esto podria
atribuirse a que los brotes lavados con este sanitizante obtuvieron los recuentos mas altos
en aerobios mesofilos y psicrofilos, como se detallard mas adelante.

En un estudio sobre puerros y lechuga Iceberg recién cortados, el uso de 80 mg L™ y 250
mg L' de APA no tuvo efecto significativo en la respiracion de estos vegetales, sin
embargo el uso de 20 y 200 mg L' de NaClO aument6 la tasa respiratoria de la lechuga,
pero no se observo diferencias significativas entre concentraciones. El uso del APA en la
tasa de respiracion de las zanahorias y repollo blanco recién cortado fue considerable,
disminuyendo a un nivel de menos de la mitad de su valor inicial y el uso de 20 y 200 mg
L' de NaClO no tuvo una influencia significativa en la respiracion de estos vegetales
(Vandekinderen et al., 2008a). El aumento de la respiracion de la lechuga Iceberg recién
cortada tratada con NaClO contrasta con los resultados de otro estudio en lechugas iceberg
recién cortadas y lavadas con 80 mg L' de NaCIO durante 3 minutos, donde no se
observaron cambios (Beltran ef al., 2005b). En repollo tratado con 100 mg L™ de NaClO
por 5 minutos, se observo una reduccion significativa en la tasa respiratoria (Cliffe-Byrnes
y O'Beirne, 2005). En general, el grado de corte, el tratamiento, el tipo de desinfectante que
se utilice y el tiempo de almacenamiento puede tener una influencia en la respiracion
debido al estrés fisiologico que se produce en las hortalizas (Vandekinderen et al., 2008a).
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Figura 15. Evolucion de la tasa respiratoria en brotes de alfalfa lavados con distintos
sanitizantes y conservados durante 7 dias a 5° C. Los valores son la media + ES (n=3).

Concentracion de gases al interior de las bolsas

La concentracion de CO, de los brotes de alfalfa envasados en atmosfera modificada, se
observo un aument6 al primer dia de almacenamiento alcanzando valores cercanos a 2-3%
en todos los tratamientos, manteniéndose esta concentracion de CO, hasta el dia 7 (Figura
16). Durante el almacenamiento no se observaron diferencias significativas entre
tratamientos, a excepcion del CSA 250 y CSA 500 que alcanzaron valores de 3,3 y 4,1% de

CO; el dia 7 (Apéndice II, Cuadro 2).
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Figura 16. Variacion de la concentracion de CO; en brotes de alfalfa lavados con distintos
sanitizantes, envasados bajo atmdsfera modificada y conservados durante 7 dias a 5° C.
Valores corresponden a la media (n = 3) + Error estandar.

El dia 1, las concentraciones de O, disminuyeron en todos los tratamientos luego del
procesamiento (Figura 17). Los sanitizantes que obtuvieron las concentraciones mas bajas
fueron el NaClO 100, ClO, 5 y el ClO; 10 con valores de 8,1, 8,4 y 8,5% respectivamente y
presentaron diferencias significativas con el resto de los tratamientos que obtuvieron
valores de 9,1 a 10,9% (Apéndice II, Cuadro 3). A los cuatro dias las concentraciones de O,
disminuyeron en todos los tratamientos, a valores de 5,8 a 7,2%, manteniéndose hasta el
final de la conservacion (Figura 17). El dia 7, el CSA 250 y 500 obtuvieron una mayor
disminucion en la concentracion de O, llegando a valores de 4 y 3,6%, presentando
diferencias significativas con el resto de los tratamientos (Apéndice II, Cuadro 3).
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Figura 17. Variacion de la concentracion de O, en brotes de alfalfa lavados con distinto
sanitizantes, envasados bajo atmdsfera modificada y conservados durante 7 dias a 5° C.
Valores corresponden a la media (n = 3) + Error estandar.

El tratamiento NaClO Bp, mantuvo la composicion gaseosa similar a la del aire durante
todo el almacenaje y registr6 valores de 17,8 a 19,0% de O, y 0,7 a 1,5% de CO,.

Segiin los resultados obtenidos, en ambos ensayos se observd una variacion en la
concentracion de gases a lo largo del almacenamiento, sin embargo en el Ensayo I la
concentracion de CO, alcanzada durante 7 dias a 5° C fue mas alta debido a la menor
permeabilidad a los gases de las bolsas utilizadas.

En otros trabajos se estudi6 la evolucion de gases al interior de bolsas con papas frescas
cortadas y lavadas con hipoclorito de sodio (80 mg L™") y APA (300 mg L), donde no se
observaron diferencias significativas en las concentraciones de gases durante el periodo de
almacenamiento (Beltran ef al., 2005a). Ademas, en ricula silvestre, lavada con 100 mg L!
de hipoclorito de sodio, CSA (250 mg L") y APA (300 mg L"), no se observaron
diferencias en la concentracion de gases bajo EAM (Martinez-Sénchez, 2008).

Color

Luminosidad. Durante el ensayo se observo que el pardmetro L no presentd diferencias
significativas entre los tratamientos (Cuadro 4). Se obtuvieron valores de 61 y 63 durante 7
dias a 5° C, similares al wvalor inicial de 61,5 en la materia prima
(Cuadro 4).

Croma. Se observd un aumento en los valores de C* durante el tiempo de almacenamiento
en los tratamientos (Cuadro 4). El dia 1 de la evaluacién los tratamientos presentaron
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valores similares a la materia prima (16,4) con un rango de 15,4 a 18,7 (Cuadro 4). El dia 4
los tratamientos que obtuvieron el mayor aumento en el croma fueron el CSA 250 y 500
con valores de 20,3 y 19,9 respectivamente, el resto de los tratamientos registraron valores
en un rango de 16,3 a 17,8, sin diferencias significativas entre los tratamientos (Cuadro 4).
El dia 7, los tratamientos que obtuvieron valores significativamente mas altos fueron el
CSA 250 y 500 con 25,2 y 27 respectivamente, el resto de los tratamientos obtuvieron
valores de 16,4 a 19,2 (Cuadro 4).

Tono. Los valores del tono disminuyeron levemente durante todo el almacenamiento, sin
embargo no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos (Cuadro 4). En
los dias 1 y 4 se registraron valores en un rango de 105,6 a 108,2. En el dia 7 los
sanitizantes que presentaron los valores mas bajos fueron el CSA 250 y 500 con 102,8 y
101,5 respectivamente, el resto de los tratamientos registraron valores en un rango de 105,6
y 107,7 sin diferencias significativas (Cuadro 4).

En el Ensayo I, las variaciones de los pardmetros de color indicarian un mayor
pardeamiento de los brotes en todos los tratamientos. En este ensayo, los pardmetros se
mantuvieron constantes, a excepcion de los brotes tratados con los sanitizantes CSA 250 y
500 que presentaron mayor pardeamiento con valores de croma mas alto y menor tono,
estos resultados podrian atribuirse probablemente a la dosis de sanitizante utilizada junto
con el envasado en AM, sin embargo no se observaron diferencias significativas en
comparacion con el resto de los tratamientos (Figura 18).

En un estudio en repollo blanco recién cortado y lavado con 80 mg L™ de APA se observo
que los parametros de color (L, a* y b*) no variaron, pero si se produjo un incremento de
a* al utilizar 250 mg L' de APA. El uso de NaClO en dosis de 20 y 200 mg L™ no provocd
cambios en los valores de L y a*, pero se observo un aumento en el valores de b*. En el
caso de las muestras de repollos tratadas con 1,55 mg L™ de ClO,, no se observaron
cambios en ninguno de los parametros de color a lo largo del ensayo (Vandekinderen et al.,
2009b). En zanahorias tratadas con 20 mg L™ de NaClO, se observo que los parametros de
color (L, a* y b*) no sufrieron cambios en comparacién con las muestras que no fueron
lavadas. Al usar 80 mg L™ de APA los parametros de color no variaron, sin embargo, en
zanahorias lavadas con 250 mg L' de APA los parametros de color L y b* aumentaron
significativamente durante el ensayo (Vandekinderen et al., 2008b).
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Figura 18. Evolucion del color en brotes de alfalfa lavados con distintos sanitizantes
durante 7 dias a 5° C.
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Cuadro 4. Evolucion del color en brotes de alfalfa luego de 7 dias de almacenamiento a 5°
C, envasados bajo atmdsfera modificada y lavados con distintos sanitizantes. Los valores
corresponden a la media (n =3) + error estandar.

Parametro Tratamiento Dias
1 4 7
L NaClO 100 (Bp) 61,7 Aa' 59,9 Aa 60,9 Aa
NaClO 100 60,9 Aa 58,6 Aa 60,9 Aa
ClO, 5 63,2 Aa 59,3 Aa 63,3 Aa
ClO, 10 62,1 Aa 60,7 Aa 62,6 Aa
APA 50 61,1 Aa 60,9 Aa 62,6 Aa
APA 90 60,8 Aa 61,2 Aa 60,5 Aa
CSA 250 61,9 Aa 61,9 Aa 61,6 Aa
CSA 500 61,4 Aa 62,7 Aa 61,9 Aa
C* NaClO 100 (Bp) 16,8 Aa 16,7 Aa 17,5 ABa
NaClO 100 16,1 Aa 16,4 Aa 18,7 ABCa
ClO, 5 16,2 Aa 16,3 Aa 17,5 ABa
ClO, 10 15,9 Aa 16,8 Aa 16,9 Aa
APA 50 15,4 Aa 16,9 Aa 18,3 ABa
APA 90 16,4 Aa 17,8 Aa 19,2 ABCa
CSA 250 16,3 Aa 20,3 Aab 25,2 BCb
CSA 500 18,7 Aa 19,9 Aa 27,0 Cb
Hab NaClO 100 (Bp) 108,0 Aa 106,3 Aa 106,4 Aa
NaClO 100 108,2 Aa 105,9 Aa 106,3 Aa
ClO, 5 107,9 Aa 107,6 Aa 107,6 Aa
ClO, 10 107,6 Aa 106,9 Aa 107,7 Aa
APA 50 107,7 Aa 105,9 Aa 105,9 Aa
APA 90 108,5 Aa 105,6 Aa 105,6 Aa
CSA 250 108,2 Aa 105,7 Aa 102,8 Aa
CSA 500 106,6 Aa 106,6 Aa 101,5 Aa

" Letras mayiisculas distintas en cada columna indican diferencias significativas entre los tratamientos (P< 0,05), letras mintsculas
distintas en cada fila indican diferencias significativas durante el tiempo de almacenamiento (P< 0,05), segun la prueba de rango multiple
Tukey.
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Recuentos microbiologicos

Aerobios meséfilos. La carga inicial que presentd la materia prima fue de 6,5 = 0,1 log ufc
g”, luego de realizar el lavado con las distintas soluciones sanitizantes se obtuvieron
reducciones en todos los tratamientos de 1,3 a 2,1 log ufc g (Figura 19). Los sanitizantes
que obtuvieron la mayor reduccion fueron CSA 250 y CSA 500 con 2,1 log ufc ¢! (Figura
19).

log ufcg *

MU

NaClO NaClO CIO25 CIO210 APA50 APA90 CSA250 CSA 500
0O(Bp) DO

Figura 19. Recuentos de aerobios mesofilos en brotes de alfalfa después de ser lavados con
diferentes sanitizantes, con respecto a la carga de la materia prima. Los valores son la
media + ES (n=3).

En los distintos tratamientos los recuentos se incrementaron en 1 a 2 unidades logaritmicas
durante 7 dias a 5° C (Figura 20). El dia 1 los tratamientos CSA 250 y 500 presentaron
recuentos significativamente mas bajos con 4,4 y 3,7 log ufc g respectivamente, en
comparacion a los demads tratamientos que registraron recuentos en un rango de 5 a 5,3 log
ufc g (Apéndice II, Cuadro 4). El dia 4, el CSA 500 present6 los recuentos més bajos con
4,2 log ufc g y el resto de los tratamientos obtuvieron recuentos de 4,9 a 6,1 log ufc g’
(Figura 20). Tras 7 dias, CSA 250 y 500 presentaron recuentos significativamente mas
bajos de 5.4 y 4,6 log ufc g respectivamente, en comparacion a los demas tratamientos,
que obtuvieron valores de 5,8 a 6,2 log ufc g (Apéndice II, Cuadro 4).
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Figura 20. Recuento de aerobios mesofilos en brotes de alfalfa lavados con distintos
sanitizantes, envasados en AM a través de la conservacion durante 7 dias a 5° C. Los
valores son la media + ES (n=3).

En estudios realizados en cilantro recién cortado se obtuvieron reducciones en los recuentos
de acrobios mes6filos de mas de 3 log ufc g tras ser lavado con 1000 mg L™ de CSA y
reducciones microbianas de 2 log ufc g al usar 250 y 500 mg L™ (Allende et al., 2009). En
zanahorias ralladas y lavadas con 200 mg L™ de hipoclorito de sodio, 100, 250, 500 mg L™
de CSA y 40 mg L' de APA, todos los desinfectantes disminuyeron los recuentos por
debajo de la carga inicial de la materia prima sin lavar, pero fue con el CSA 100, 250 y 500
mg L™ que se obtuvo la mayor disminucion de los recuentos de 0,9, 1,5 y 2,3 log ufc g,
respectivamente (Ruiz ef al., 2006). En zanahorias ralladas y tratadas con 1000 mg L de
CSA provocé una reduccion de 3,3 log ufc g en el recuento de aerobios mesofilos, pero la
concentracion utilizada no fue capaz de mantener la calidad visual de las zanahorias
durante su vida util de 4 dias a 5° C (Gonzalez et al., 2004).

Enterobacterias. La materia prima tuvo recuentos de enterobacterias de 5,5 + 0,2 log ufc
g, Luego de lavar las muestras con los distintos sanitizantes se obtuvieron reducciones en
todos los tratamientos (Figura 21). En el caso del NaClO 100 y NaClO (Bp), obtuvieron las
reducciones mas bajas de 0,2 y 0,3 log ufc g respectivamente y la mayor reduccion la
obtuvieron el CSA 250 y 500 con 1,2 y 1,7 log ufc g respectivamente. El resto de los
sanitizantes obtuvieron reducciones entre 0,4 y 0,5 log ufc g (Figura 21).



40

log ufcg *
-
=

I
O,J‘-‘I‘-‘ -

NaCI0O NaClO ClO25 Cl0210 APAS50 APA90 CSA 250 CSA 500
00(Bp) 100

Figura 21. Recuentos de enterobacterias en brotes de alfalfa después de ser lavados con
diferentes sanitizantes, con respecto a la carga de la materia prima. Los valores son la
media + ES (n=3).

El dia 1, los tratamientos que presentaron los recuentos significativamente mas bajos fueron
el CSA 250 y 500 con 4,4 y 4 log ufc g respectivamente, en comparacion a los demas
tratamientos, que obtuvieron valores de 4.6 a 5,2 log ufc g”' (Apéndice II, Cuadro 5). Tras 4
dias, el CSA 250 y 500 registraron los recuentos significativamente mas bajos con 4,3 y 4,9
log ufc g™, respectivamente y el resto de los tratamientos obtuvieron valores de 5,3 a 6 log
ufc ¢!, Las muestras lavadas con NaClO 100 y NaClO 100 (Bp) obtuvieron los valores més
altos durante los tres dias de evaluacion (Apéndice II, Cuadro 5) y el dia 7, los recuentos
significativamente maés bajos los obtuvieron el CSA 250 y 500 con 5,3 y 4,9 log ufc g’
respectivamente, en comparacion a los demads tratamientos con 5,7 a 6,3 log ufc g
(Apéndice II, Cuadro 5).
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Figura 22. Recuento de enterobacterias en brotes de alfalfa lavados con distintos
sanitizantes, envasados en AM a través de la conservacion durante 7 dias a 5° C. Los
valores son la media = ES (n=3).

Psicroéfilos. Al inicio del ensayo el recuento de la materia prima fue de 5,6 + 0,1 log ufc g™
y luego de lavar las muestras con los distintos sanitizantes se obtuvieron reducciones en
todos los tratamientos (Figura 23). El sanitizante que presentd las reducciones mas bajas
fue el NaClO 100 (Bp) con 0,4 log ufc g y las muestras lavadas con CSA 250 y 500
obtuvieron las reducciones més altas con valores de 1,2 y 1,7 log ufc g respectivamente.
El resto de los sanitizantes presentaron reducciones de aproximadamente 0,5 a 0,8 log ufc
g (Figura 23).
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Figura 23. Recuentos de psicréfilos en brotes de alfalfa después de ser lavados con
diferentes sanitizantes, con respecto a la carga de la materia prima. Los valores son la
media + ES (n=3).

El dia 1, el CSA 250 y 500 presentaron los recuentos significativamente mas bajos de 4,4 y
4 log ufc g en comparaciéon con los demés tratamientos que registraron valores en un
rango de 4,6 a 5,2 log ufc g (Apéndice II, Cuadro 6). Luego de 4 dias se observo un
aumento en los recuentos en todos los tratamientos y registraron valores en un rango de 4,9
a 5,9 log ufc g (Figura 24). Después de 7 dias los tratamientos CSA 250 y 500 obtuvieron
los valores significativamente més bajos de 5,7 y 5,5 log ufc g respectivamente, respecto a
los tratamientos NaClO 100 (Bp), NaClO 100 y APA 90 con 6,8, 6,2 y 6,1 log ufc g
respectivamente (Apéndice II, Cuadro 6). El resto de los sanitizantes presentaron recuentos
en un rango de 5,7 a 6,2 log ufc g (Figura 24).



43

71 ==
6 4
5 NaClO 100 (Bp)
. —4— NaClO 100
> 4] clo2s
o —&—ClO2D
>S5
> 3. APA50
o —o=— APA 90
5 CSA 250
—fr— CSA 500
1 N
0
1 4 7
Dias de almacenamiento

Figura 24. Recuento de psicrofilos en brotes de alfalfa lavados con distintos sanitizantes,
envasados en AM a través de la conservacion durante 7 dias a 5° C. Los valores son la
media + ES (n=3).

Los valores obtenidos en los recuentos al utilizar CSA en comparacion con el resto de los
tratamientos, podrian deberse a la acidificacion del clorito de sodio creada por los acidos
organicos (acido citrico) utilizados (Parish et al., 2003).

Hongos y levaduras. Los recuentos fueron inferiores a 1 log ufc g para todos los
tratamientos y materia prima durante todo el almacenamiento.

Al igual que en el Ensayo I, los tratamientos NaClO (Bp) y NaClO 100 presentaron los
recuentos mas altos en aerobios mesofilos y enterobacterias durante 7 dias y fue el NaClO
(Bp) el tratamiento que registro valores mas altos que en el caso del NaClO 100, lo que
confirmaria que el envasado en AM mantiene mejor la calidad microbiolégica que el
envasado en contacto con el aire.

De acuerdo a las normas microbiologicas del Ministerio de Salud de Chile, para frutas y
otros vegetales comestibles pre-elaborados listos para consumo, el limite maximo permitido
para meséfilos es de 5,7 log ufc g”', mientras que para enterobacterias es de 4,7 log ufc g
(Anexo III). En aerobios mes6filos, la materia prima presentd recuentos de 6,5 log ufc g™,
al aplicar los sanitizantes los recuentos disminuyeron en todos los tratamientos y fueron el
CSA 250 y 500 los que se ubicaron en la categoria “aceptable”, el resto de los tratamientos
se ubicaron en la categoria “medianamente aceptable”. A los 7 dias los tratamientos que se
mantuvieron en la categoria “aceptable” y “medianamente aceptable” fueron el CSA 250 y
500. El resto de los tratamientos se ubicaron dentro del rango “rechazable”. Para
enterobacterias, en el dia 1 la materia prima fue de 5,5 log ufc g, luego de utilizar los
sanitizantes los recuentos disminuyeron en todo los tratamientos, sin embargo fue el CSA
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500 el uUnico tratamiento que se ubicod en la categoria “aceptable” y el CSA 250 como
“medianamente aceptable”, el resto de los tratamientos se encontraron dentro del rango
“rechazable”. Tras 4 dias, el Gnico tratamiento que logro estar en el rango “medianamente
aceptable” fue el CSA 500, el resto de los tratamientos se ubicaron en el rango
“rechazable”, hasta el final de la evaluacion.

A diferencia de lo ocurrido en el Ensayo I, los recuentos en este ensayo disminuyeron luego
de la aplicacion de los distintos sanitizantes, pero fueron superiores a los limites maximos
permitidos. Sin embargo se debe considerar que esta materia prima tuvo una mayor carga
inicial que en el Ensayo I.

Evaluacion sensorial

Apariencia. A lo largo del almacenamiento se observo una disminucion de la apariencia en
todos los tratamientos sin registrar diferencias significativas (Cuadro 5). El dia 1 los
tratamientos fueron evaluados con puntuaciones de 10,9 a 12,8, sin diferencias
significativas entre tratamientos (Cuadro 5). Durante el dia 4 los tratamientos obtuvieron
puntuaciones de 9,8 a 11,9 (Figura 25). Tras 7 dias, el CSA 250 y 500 registraron
puntuaciones de 9,4 y 9,3 respectivamente, el resto de los tratamientos obtuvo puntuaciones
de 10,2 a 11,5 (Cuadro 5).

Intensidad de color. Durante el periodo de almacenamiento se observd una leve
disminucion de este atributo en los tratamientos, sin embargo no se registraron diferencias
significativas (Cuadro 5). Durante los dias 1 y 4, los tratamientos obtuvieron puntuaciones
de 10,2 a 12,4 (dia 1) y valores de 10,2 a 11,7 (dia 4) (Cuadro 5). Tras 7 dias, el CSA 250 y
500 presentaron puntuaciones de 7,9 y 7,6 respectivamente, el resto de los tratamientos
obtuvo puntuaciones de 9,8 a 11,4 (Cuadro 5).

Al igual que en el Ensayo I, el CSA 250 y 500 obtuvieron los valores mas altos en el croma
y mas bajos en el tono, lo que se atribuye a un mayor pardeamiento al final del
almacenamiento.

Turgencia. El dia 1 se observo que los tratamientos CSA 250 y 500 presentaron los valores
mas bajos de 9,9 y 10,9 respectivamente, el resto de los tratamientos obtuvieron
puntuaciones de 11,7 a 12,6, sin diferencias significativas entre tratamientos (Cuadro 5). La
turgencia fue evaluada solo el dia 1, luego de ese dia los brotes de alfalfa no estaban aptos
para el consumo de acuerdo a las normas microbiologicas del Ministerio de Salud de Chile
(Anexo II).

Sabores extrafios. En el dia 1 los tratamientos obtuvieron puntajes de 0,9 a 1,6, a
excepcion del CSA 500 que presentd una puntuacion de 2,2, sin diferencias significativas
(Cuadro 5). La presencia de sabores extraios fue evaluada solo el dia 1, luego de ese dia los
brotes de alfalfa no estaban aptos para el consumo de acuerdo a las normas microbioldgicas
del Ministerio de Salud de Chile (Anexo II).
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En lechuga escarola recién cortada, se estudio la eficacia del hipoclorito de sodio 100 mg L~
"y de otros agentes desinfectantes como el CSA 20 mg L™ y APA 80 mg L™ en la calidad
microbioldgica y su influencia en la calidad sensorial de esta hortaliza, se observd que a
pesar del alto namero de bacterias mesofilas (6-8 log ufc g), la calidad sensorial no
disminuy¢ al final del almacenamiento al usar estos sanitizantes (Allende et al., 2008).

En ambos ensayos se obtuvo una disminucion similar en los recuentos microbioldgicos, sin
embargo, el uso de bolsas de baja permeabilidad provocé una disminucién en la evaluacion
de la apariencia, mayor pérdida de turgencia y mayor presencia de sabores extrafios que al
usar bolsas de mayor permeabilidad. Esto podria atribuirse a las bajas concentraciones de
0O, y altas de CO, alcanzadas al utilizar las bolsas de baja permeabilidad en el Ensayo 1. Por
lo tanto, se puede concluir que el uso de bolsas de mayor permeabilidad para el envasado
en AM, gener6 concentraciones gaseosas que fueron toleradas por los brotes y permitio su
conservacion durante 7 dias, ya que las puntuaciones estuvieron dentro de los limites
aceptables en todos los pardmetros evaluados. De acuerdo a los resultados, la evaluacion
sensorial no vari6 segun las dosis de sanitizantes utilizados, puesto que no se encontraron
diferencias significativas.
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Cuadro 5. Evaluacion sensorial de la apariencia, color, sabores extrafios y turgencia en
brotes de alfalfa tratados con distintos sanitizantes y conservados a 5 °C durante 7 dias
(apariencia y color) y 1 dia (sabores extrafios y turgencia) de almacenamiento. Los valores

corresponden a la media (n =3) + error estandar.

Parametro Tratamiento Dias
1 4 7
Apariencia NaClO 100 12,4+ 0,6 11,9+0,7 11,5+0,6
ClO, 5 11,7+0,9 11,3+0,9 10,1 £0,8
ClO, 10 11,9+0,7 11,4+09 10,2 +£0,8
APA 50 12,8 £ 0,5 11,7+0,8 11,1 £0,8
APA 90 12,5+ 0,7 11,7+0,9 10,2 +£0,8
CSA 250 10,9+ 0,9 10,7+0,8 94 £1,1
CSA 500 11,3+£0,7ns 9,8 £0,9ns 9,3 £0,4ns
Intensidad de color NaClO 100 12,1+£0,8 11,2+ 0,9 11,4+0,5
ClO, 5 12,2+0,6 11,2+1,1 11,0£0,6
ClO, 10 12,4 +0,7 11,0£1,0 11,0£0,5
APA 50 11,5+0,9 11,1 +£1,0 10,9+ 0,8
APA 90 12,1 +0,7 11,7+0,9 9,8 +£0,6
CSA 250 11,8+0,9 10,2+1,1 6,9 £0,9
CSA 500 10,3+1,0ns 10,2+0,9ns 6,6 +1,0ns
Turgencia NaClO 100 12,1+£0,8
ClO, 5 12,1+0,9
ClO, 10 12,6 £0,7
APA 50 12,4 +£0,7
APA 90 11,7+0,9
CSA 250 9,9 £1,0
CSA 500 10,9+ 1,0 ns
Sabores extrafios NaClO 100 1,6 £0,6
ClO, 5 1,1£0,2
ClO, 10 0,9+0,3
APA 50 1,4+£0,6
APA 90 1,1+£0,3
CSA 250 1,6 £0,4
CSA 500 2,2+0,9ns

ns: No significativo
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CONCLUSIONES

En ambos ensayos, los resultados obtenidos mostraron que todos los sanitizantes utilizados
en combinacion con atmoésfera modificada, lograron disminuir la carga inicial de aerobios
mesofilos, enterobacterias y psicrofilos.

La aplicacion de CSA en concentraciones de 250 y 500 mg L' fue mas efectiva para
reducir la carga microbiana de aerobios mesoéfilos, psicréfilos y enterobacterias en brotes de
alfalfa almacenados a 5° C durante 7 dias.

Las bolsas plasticas de baja permeabilidad, afectaron de forma negativa la calidad sensorial
de los brotes.

Las bolsas plasticas de mayor permeabilidad, son una buena alternativa para mantener la
calidad microbiolédgica y sensorial de los brotes de alfalfa durante el almacenamiento.

Por lo tanto, el uso de CSA en concentraciones de 250 y 500 mg L™ en combinacion con el
envasado en una atmosfera modificada con 3-4% CO, y 4-5% O, redujeron la carga
microbiana y aseguraron una vida util de 7 dias a 5° C.
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ANEXO1I

EVALUACION SENSORIAL PANEL ENTRENADO

N O DT, et

Instrucciones: Por favor, indique con una linea vertical la intensidad de su sensacion para cada uno de los
atributos evaluados.

Aspecto visual

Muestra N°

1. Apariencia

0 15
Muy mala Extremadamente buena

2. Intensidad de color

0 15
Pardo Blanco

Aspecto gustativo

1. Turgencia

0 15
Sin turgencia Extremadamente turgente

2. Sabores extrafos

0 15
Sin sabor extrafio Sabor extrafio extremadamente presente
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ANEXO II

Cuadro 1. Norma establecida por el Ministerio de Salud publica para Frutas y otros
vegetales comestibles pre-elaborados, listos para consumo.

Plan de muestreo Limite por gramo
Pardmetro Categoria Clase n c m M
RAM 6 3 5 1 5x10%(4,71og)  5x10° (5,7 log)
Enterobacteriaceas 6 3 5 1 5x10°(3,7log)  5x10* (4,7 log)
E.coli 6 3 5 1 10 107
S.aureus 6 3 5 1 10 10°
Salmonellaen 25 g 10 2 5 0 0

Fuente: Reglamento Sanitario de los alimentos, Ministerio de Salud Publica, Chile, 1997.

n: numero de muestras a ser examinadas; m: valor del pardmetro microbioldgico para el cual o por debajo del
cual es alimento no representa un riesgo para la salud; c: nimero maximo de unidades de muestra que puede
contener un numero de microorganismos comprendidos entre “m” y “M” para que el alimento sea aceptable;
M: valor del pardmetro microbioldgico por encima del cual el alimento representa un riesgo para la salud.
Grados de calidad: “aceptable”: valores entre 0 y m; “medianamente aceptable”: valores entre m y M;

“rechazable”: valores superiores a M.
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APENDICE 1

Cuadro 1. Evolucion de la tasa respiratoria (mg CO, Kg' h™') en brotes de alfalfa lavados
con distintos sanitizantes y conservados durante 7 dias a 5° C.

Tratamiento Dias
1 4 7
NaClO 100 88,7 Bb! 72,9 BCa 64,3 Ba
ClO, 5 63,3 Ac 45,3 Aa 449 Aa
ClO, 10 62,6 Ab 52,1 Aa 48,3 Aa
APA 50 57,0 Ab 49,6 Aab 46,4 Aa
APA 90 58,0 Ab 55,1 Ab 42,4 Aa
CSA 250 62,7 Ab 52,2 Aa 454 Aa
CSA 500 53,8 Aa 47,6 Aab 41,7 Aa

! Letras mayusculas distintas en cada columna indican diferencias significativas entre los tratamientos (P< 0,05), letras minusculas
distintas en cada fila indican diferencias significativas durante el tiempo de almacenamiento (P< 0,05), segun la prueba de rango multiple
Tukey.

Cuadro 2. Variacién en la concentracion de CO; en brotes de alfalfa lavados con distintos
sanitizantes, envasados en AM y conservados durante 7 dias a 5° C.

Tratamiento Dias
1 4 7
NaClO 100 18,8 BCa! 21,9 EFb 27,0 Dc
ClO, 5 19,3 Ca 23,0 Fb 26,6 Dc
ClO, 10 18,3 BCa 21,5 DEb 26,3 Dc
APA 50 17,9 Ba 20,6 CDb 26,4 Dc
APA 90 17,6 ABa 19,8 BCb 24,2 Cc
CSA 250 18,3 BCa 19,1 Ba 20,2 Bb
CSA 500 16,4 Aa 17,4 Aab 18,2 Ab

! Letras mayusculas distintas en cada columna indican diferencias significativas entre los tratamientos (P< 0,05), letras minusculas
distintas en cada fila indican diferencias significativas durante el tiempo de almacenamiento (P< 0,05), segun la prueba de rango multiple
Tukey.
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Cuadro 3. Variacidn en la concentracion de O, en brotes de alfalfa lavados con distintos
sanitizantes, envasados en AM y conservados durante 7 dias a 5° C.

Tratamiento Dias
4 7
NaClO 100 1,5 Cb' 1,3 BCa 1,1 ABa
ClO, 5 1,4 Cb 1,3 Cb 1,1 ABa
ClO, 10 1,4 BCb 1,2 ABCa 1,1 ABa
APA 50 1,5Cb 1,2 ABCa 1,0 Aa
APA 90 1,1 Cb 1,1 ABCa 1,0 ABa
CSA 250 1,2 ABb 1,1 Aab 1,1 ABa
CSA 500 1,2 Aa 1,1 ABa 1,2 Aa

! Letras mayusculas distintas en cada columna indican diferencias significativas entre los tratamientos (P< 0,05), letras minusculas
distintas en cada fila indican diferencias significativas durante el tiempo de almacenamiento (P< 0,05), seglin la prueba de rango multiple

Tukey.

Cuadro 4. Aerobios mesofilos (log ufc g') en brotes de alfalfa lavados con distintos
sanitizantes, envasados en AM y conservados durante 7 dias a 5° C.

Tratamiento Dias
4 7
NaClO 100 (Bp) 2,9 ABCa' 3,6 Bab 4,0 ABb
NaClO 100 3,0 BCa 3,5 ABab 4,0 ABb
ClO, 5 2,3 ABa 2,9 ABab 3,3 Ab
ClO, 10 3,7Ca 4,0 ABab 4,7 Bb
APA 50 2,9 ABCa 3,3 ABab 3,9 ABb
APA 90 2,9 ABCa 3,4 ABab 3,8 ABb
CSA 250 1,8 Aa 2,3 Aab 3,1 Ab
CSA 500 2,8 ABCa 3,1 ABa 3,2 Aa

! Letras mayusculas distintas en cada columna indican diferencias significativas entre los tratamientos (P< 0,05), letras minusculas
distintas en cada fila indican diferencias significativas durante el tiempo de almacenamiento (P< 0,05), segun la prueba de rango multiple

Tukey.

Cuadro 5. Enterobacterias (log ufc g') en brotes de alfalfa lavados con distintos
sanitizantes, envasados en AM y conservados durante 7 dias a 5° C.

Tratamiento Dias
4 7
NaClO 100 (Bp) 3,2 Aa' 3,7 Ab 4,1 ABb
NaClO 100 2,0 Aa 2,8 Ab 3,9 Bc
ClO, 5 2,3 Aa 3,0 Ab 3,9 Bc
ClO, 10 2,4 Ba 3,1 Bb 3,5Bb
APA 50 2,2 Aa 2,8 Ab 3,9 Bc
APA 90 2,0 Aa 2,6 Ab 3,9 Bc
CSA 250 1,9 Aa 2,5 Ab 2,9 Ab
CSA 500 2,2 Aa 2,9 Ab 3,2 Ab

! Letras mayusculas distintas en cada columna indican diferencias significativas entre los tratamientos (P< 0,05), letras minusculas
distintas en cada fila indican diferencias significativas durante el tiempo de almacenamiento (P< 0,05), segun la prueba de rango multiple

Tukey.
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Cuadro 6. Psicrofilos (log ufc g') en brotes de alfalfa lavados con distintos sanitizantes,
envasados en AM y conservados durante 7 dias a 5° C.

Tratamiento Dias
1 4 7
NaClO 100 (Bp) 3,5Ca' 4,9 Cb 5,0 Bb
NaClO 100 2,7 ABa 4,5 ABCb 4,8 Bc
ClO, 5 2,7 ABa 4,2 BCb 4,5 ABb
ClO, 10 3,1 BCa 4,2 ABCb 4,4 ABb
APA 50 3,2 BCa 4,4 BCb 4,7 ABb
APA 90 2,7 ABa 4,2 ABCb 4,6 ABb
CSA 250 2,2 Aa 3,8 ABb 4,0 Ab
CSA 500 2,1 Aa 3,6 Ab 4,0 Ab

! Letras mayusculas distintas en cada columna indican diferencias significativas entre los tratamientos (P< 0,05), letras minusculas
distintas en cada fila indican diferencias significativas durante el tiempo de almacenamiento (P< 0,05), segun la prueba de rango multiple
Tukey.

Cuadro 7. Variacion de la apariencia en brotes de alfalfa lavados con distintos sanitizantes,
envasados bajo AM y conservados durante 7 dias a 5° C.

Tratamiento Dias
1 4 7
NaClO 100 13,7 Aa' 9,6 Aa 8,3 Aa
ClO, 5 12,3 Aa 9,5 Aa 9,2 Aa
ClO, 10 12,6 Aa 9,6 Aa 8,8 Aa
APA 50 12,5 Aa 7,9 Aa 7,8 Aa
APA 90 11,5 Aa 8,2 Aa 8,1 Aa
CSA 250 11,2 Aa 8,3 Aa 7,8 Aa
CSA 500 10,8 Aa 5,7 Aa 43 Aa

! Letras mayusculas distintas en cada columna indican diferencias significativas entre los tratamientos (P< 0,05), letras minusculas
distintas en cada fila indican diferencias significativas durante el tiempo de almacenamiento (P< 0,05), seglin la prueba de rango multiple
Tukey.

Cuadro 8. Variacion en la intensidad de color en brotes de alfalfa lavados con distintos
sanitizantes, envasados bajo AM y conservados durante 7 dias a 5° C.

Tratamiento Dias
1 4 7

NaClO 100 13,1 Aa 11,5 Aa 11,4 Ba
ClO, 5 12,4 Aa 12,3 Aa 11,5Ba
ClO, 10 12,9 Aa 11,6 Aa 10,5 Ba
APA 50 12,7 Aa 12,1 Aa 9,2 ABa
APA 90 12,2 Aa 11,7 Aa 9,9 ABa
CSA 250 11,6 Aa 11,6 Aa 8,7 ABb
CSA 500 11,4 Aa 10,6 Aa 7,0 Ab

! Letras mayusculas distintas en cada columna indican diferencias significativas entre los tratamientos (P< 0,05), letras mintisculas
distintas en cada fila indican diferencias significativas durante el tiempo de almacenamiento (P< 0,05), segun la prueba de rango multiple
Tukey.
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Cuadro 9. Variacion en la turgencia en brotes de alfalfa lavados con distintos sanitizantes,
envasados bajo AM y conservados durante 7 dias a 5° C.

Tratamiento Dias
1 4 7
NaClO 100 13,7 Aa' 10,9 Aa 8,9 Aa
ClO, 5 13,6 Aa 9,9 Aa 8,4 Aa
ClO, 10 13,3 Aa 10,3 Aa 8,7 Aa
APA 50 13,4 Aa 9,1 Aa 8,7 Aa
APA 90 13,1 Aa 10,2 Aa 7,5 Aa
CSA 250 12,3 Aa 7,9 Aa 7,2 Aa
CSA 500 13,2 Aa 8,3 Aa 6,5 Aa

! Letras mayusculas distintas en cada columna indican diferencias significativas entre los tratamientos (P< 0,05), letras minusculas
distintas en cada fila indican diferencias significativas durante el tiempo de almacenamiento (P< 0,05), segun la prueba de rango multiple
Tukey.

Cuadro 10. Variacion de sabores extraiios en brotes de alfalfa lavados con distintos
sanitizantes, envasados bajo AM y conservados durante 7 dias a 5° C.

Tratamiento Dias
1 4 7
NaClO 100 1,2 Aa' 2,1 Aa 5,7 Aa
ClO, 5 0,9 Aa 2,1 Aa 3,7 Aa
Cl0, 10 1,2 Aa 3,7 Aa 6,5 Aa
APA 50 1,1 Aa 2,8 Aa 4,1 Aa
APA 90 1,0 Aa 2,7 Aa 6,9 Aa
CSA 250 1,2 Aa 4,6 Aa 9,5 Aa
CSA 500 1,6 Aa 2,7 Aa 6,2 Aa

! Letras mayusculas distintas en cada columna indican diferencias significativas entre los tratamientos (P< 0,05), letras minusculas
distintas en cada fila indican diferencias significativas durante el tiempo de almacenamiento (P< 0,05), seglin la prueba de rango multiple
Tukey.
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APENDICE II

Cuadro 1. Evolucion de la tasa respiratoria (mg CO, Kg” h™) en brotes de alfalfa lavados
con distintos sanitizantes y conservados durante 7 dias a 5° C.

Tratamiento Dias
0 1 4
NaClO 100 68,0 Ca 67,1 ABa 61,6 Aa 62,2 Ba
ClO, 5 67,5 Cb 58,6 ABab 55,6 Aa 57,2 ABa
ClO, 10 64,0 ABCa 62,5 ABa 58,7 Aa 56,9 ABa
APA 50 65,4 BCb 57,7 ABab 55,1 Aa 54,0 ABa
APA 90 61,8 ABCb 57,5 ABb 56,3 Aab 46,6 Aa
CSA 250 55,1 ABa 51,4 Aa 52,1 Aa 54,6 ABa
CSA 500 52,5 Aa 51,7 Aa 57,2 Aa 53,3 ABa

! Letras mayusculas distintas en cada columna indican diferencias significativas entre los tratamientos (P< 0,05), letras minusculas
distintas en cada fila indican diferencias significativas durante el tiempo de almacenamiento (P< 0,05), segun la prueba de rango multiple

Tukey.

Cuadro 2. Variacién en la concentracion de CO, en brotes de alfalfa lavados con distintos
sanitizantes, envasados en AM y conservados durante 7 dias a 5° C.

Tratamiento Dias
0 1 4 7
NaClO 100 1,5 ABa' 3,4 Cc 2,8 ABCb 2,7 Ab
ClO, 5 1,6 ABa 3,2 BCc 2,8 ABb 2,8 Ab
ClO, 10 1,7 Ba 3,2 BCc 2,6 Ab 2,6 Ab
APA 50 1,4 ABa 2,9 Ac 2,6 Ab 2,8 Abc
APA 90 1,4 Aa 3,3 Cd 3,1 CDc 2,8 Ab
CSA 250 1,5 ABa 3,1 ABb 3,2 Dbc 3,3 Bc
CSA 500 1,4 Aa 2,9 Ab 2,9 BCDb 4,1 Cc

! Letras mayusculas distintas en cada columna indican diferencias significativas entre los tratamientos (P< 0,05), letras minusculas
distintas en cada fila indican diferencias significativas durante el tiempo de almacenamiento (P< 0,05), segun la prueba de rango multiple

Tukey.
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Cuadro 3. Variacidn en la concentracion de O, en brotes de alfalfa lavados con distintos
sanitizantes, envasados en AM y conservados durante 7 dias a 5° C.

Tratamiento Dias
0 1 4 7
NaClO 100 17,4 Ac! 8,1 Ab 5,8 Aa 6,1 Ba
ClO, 5 17,3 Ac 8,4 Ab 5,9 Aa 5,7 Ba
ClO, 10 16,8 Ac 8,5 Ab 6,3 Aa 6,7 Ba
APA 50 17,2 Ad 10,1 BCc 6,7 Ab 5,2 ABa
APA 90 17,5 Ac 9,1 ABb 5,9 Aa 5,2 ABa
CSA 250 17,6 Ad 10,8 Cb 6,9 Ab 4,0 Aa
CSA 500 179 Ad 10,9 Cc 7,2 Ab 3,6 Aa

! Letras mayusculas distintas en cada columna indican diferencias significativas entre los tratamientos (P< 0,05), letras minusculas
distintas en cada fila indican diferencias significativas durante el tiempo de almacenamiento (P< 0,05), seglin la prueba de rango multiple

Tukey.

Cuadro 4. Aerobios mesofilos (log ufc g') en brotes de alfalfa lavados con distintos

sanitizantes, envasados en AM y conservados durante 7 dias a 5° C.

Tratamiento Dias
1 4 7
NaClO 100 (Bp) 53 Ca' 5,9 Eb 6,2 Dc
NaClO 100 52 Ca 5,8 DEb 6,2 Dc
Clo, 5 51 Ca 4,9 Ba 6,2 Db
ClO, 10 51 Ca 6,1 Eb 6,1 CDb
APA 50 50 Ca 54 CDb 58 Cc
APA 90 51 Ca 5,5 CDb 58 Cc
CSA 250 44 Ba 52 BCb 54 Bb
CSA 500 37 Aa 42 Ab 4,6 Ac

! Letras mayusculas distintas en cada columna indican diferencias significativas entre los tratamientos (P< 0,05), letras minusculas
distintas en cada fila indican diferencias significativas durante el tiempo de almacenamiento (P< 0,05), segtin la prueba de rango multiple

Tukey.

Cuadro 5. Enterobacterias (log ufc g') en brotes de alfalfa lavados con distintos

sanitizantes, envasados en AM y conservados durante 7 dias a 5° C.

Tratamiento Dias
1 4 7
NaClO 100 (Bp) 53 Da' 5,7 Db 58 Cb
NaClO 100 52 Cda 53 Ca 57 Cb
Clo, 5 5,1 CDa 5,8 DEb 59 CDb
ClO, 10 5,1 CDa 6,0 Eb 6,3 Ec
APA 50 52 CDa 59 Eb 6,1 DEb
APA 90 49 Ca 5,7 Db 6,0 Dc
CSA 250 42 Ba 4,9 Bb 53 Bc
CSA 500 3,7 Aa 43 Ab 49 Ac

! Letras mayusculas distintas en cada columna indican diferencias significativas entre los tratamientos (P< 0,05), letras minusculas
distintas en cada fila indican diferencias significativas durante el tiempo de almacenamiento (P< 0,05), segun la prueba de rango multiple

Tukey.
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Cuadro 6. Psicrofilos (log ufc g') en brotes de alfalfa lavados con distintos sanitizantes,
envasados en AM y conservados durante 7 dias a 5° C.

Tratamiento Dias
1 4 7
NaClO 100 (Bp) 52 Da' 5,9 Db 6,8 Cc
NaClO 100 5,1 Da 52 ABa 6,2 Bb
Clo, 5 5,1 CDa 5,6 BCDb 59 ABb
ClO, 10 4,8 BCDa 59 CDb 59 ABb
APA 50 4,9 CDa 5,7 BCDb 5,8 ABb
APA 90 4,6 BCa 58 CDb 6,1 Bb
CSA 250 44 ABa 54 ABCb 57 ABb
CSA 500 4,0 Aa 49 Ab 55 Ac

! Letras mayusculas distintas en cada columna indican diferencias significativas entre los tratamientos (P< 0,05), letras minusculas
distintas en cada fila indican diferencias significativas durante el tiempo de almacenamiento (P< 0,05), segtin la prueba de rango multiple
Tukey.



