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RESUMEN GENERAL

En los ultimos afios se ha incrementado la demanda de productos minimamente procesadas
en fresco, existiendo una real necesidad de encontrar alternativas de conservacion que
eviten el uso de antimicrobianos sintéticos. EI objetivo del presente trabajo fue evaluar el
efecto de envases activos con distintas concentraciones de antimicrobianos naturales (citral
y carvacrol) y posteriormente, combinar la luz UV-C (10 kJm?) utilizada como
pretratamiento, con los envases activos seleccionados, sobre racula “baby” (Eruca sativa).
La concentracion atmosférica al interior de las bolsas (CO; y O,) no se vio afectada por las
dosis de citral (Ci: 100, 150 y 350 uL) ni de carvacrol (Ca: 75, 100 y 150 uL) evaluadas. El
efecto antimicrobiano del citral fue positivo sélo en los 3 primeros dias de conservacion;
mientras que la mayor inhibicion microbioldgica se logro con el tratamiento 75 Ca. El color
de la racula en los envases activos no presento variacion entre tratamientos con el tiempo;
sin embargo, el testigo BP tendié a mostrar hojas méas claras. El contenido fendlico y la
capacidad antioxidante no fue afectado por el citral; mientras que los tratamientos 75 y 100
Ca presentaron un mayor contenido fenolico y capacidad antioxidante respecto del control.
El daltimo ensayo combind UV-C con los envases activos con las dosis seleccionadas de
antimicrobianos (150 Ci; 75 Ca; mezcla 150 Ci + 75 Ca). La concentracion de O,
disminuy6 répidamente y visualmente las hojas no fueron afectadas. La aplicacion de UV-
C con la mezcla de antimicrobianos resulto ser mas efectiva para reducir microorganismos
aerobios mesdfilos, enterobacterias y psicrétrofos. EI contenido de fenoles y la vitamina C
no se vieron afectados por los tratamientos, a diferencia de la capacidad antioxidante que
disminuyd. Los envases activos con antimicrobianos naturales y el UV-C, podrian aportar
como una técnica de métodos combinados innovadora para retrasar el crecimiento
microbiano, manteniendo el color verde en ensaladas de ricula “baby”.

Atmosfera modificada, Carvacrol, Citral, Cuarta gama, Fenoles.
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ABSTRACT

In recent years, the demand for minimally processed fresh products has increased and
there is a real need to find preservation alternatives that avoid the use of synthetic
antimicrobials. The aim of this study was to evaluate the effect of active packaging with
different concentrations of natural antimicrobials (citral and carvacrol) and then to
combine the UV-C light (10 ki m®) used as pre-treatment, with the selected active
packages on baby arugula (Eruca sativa). The atmospheric concentration inside the bags
(COz and Oy) was not affected by the evaluated doses of citral (Ci: 100, 150 and 350 pL)
or carvacrol (Ca: 75, 100 and 150 pL). The antimicrobial effect of citral was positive only
in the first 3 days of storage, while most microbiological inhibition was achieved with 75
Ca treatment. The color of arugula in active packaging showed no variation between
treatments over time, but the control (BP) tended to show clear leaves. The phenolic
content and antioxidant activity were not affected by citral, while the 75 and 100 Ca
treatments had a higher phenolic content and antioxidant capacity compared to the control.
The last test combined UV-C with active packaging with selected antimicrobial doses (150
Ci; 75 Ca; mix 75 150 Ci + Ca). The O, concentration decreased rapidly and visually the
leaves were not affected. The application of UV-C with the mixture of antimicrobials was
more effective in reducing aerobic mesophilic and psychrotrophic microorganisms and
enterobacteria. The content of phenols and vitamin C were not affected by the treatments,
unlike antioxidant activity which decreased. Active packaging with natural antimicrobials
and UV-C could contribute as an innovative technique of combined methods to retard
microbial growth, maintaining the green color of baby arugula salads.

Modified atmosphere, Carvacrol, Citral, Fourth range, Phenols.
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1.1 PRODUCTOS MINIMAMENTE PROCESADOS EN FRESCO

Una parte importante de las vitaminas y minerales de la dieta proviene del consumo de
frutas y hortalizas. Hay evidencias de que el consumo de estos productos apoya el alivio de
muchas enfermedades degenerativas como las cardiovasculares, el céncer y el
envejecimiento. El crecimiento de la industria de productos minimamente procesados en
fresco (MPF) se debe a esta creciente demanda de alimentos frescos, saludables y
convenientes (Klein, 1987; Kaur y Kapoor, 2001).

Los productos MPF consisten en frutas y hortalizas preparadas y manipuladas mediante
operaciones simples como el lavado, cortado, rallado o picado (Escalona et al., 2008). Las
técnicas de minimo proceso han surgido para hacer frente al desafio de reemplazar los
métodos tradicionales de preservacion, y a la vez conservar la calidad nutricional y
sensorial (Artes, 2006).

Es bien conocido, que el tratamiento de hortalizas promueve un deterioro mas rapido
debido a los cambios fisioldgicos, bioquimicos y degradacion microbiana del producto,
incluso cuando se utilizan procesamientos ligeros, que pueden resultar en la degradacion
del color, textura y sabor (Abadias et al., 2008).

1.1.1 Parametros de calidad en los productos MPF

Los productos hortofruticolas, desde su cosecha hasta que llegan al consumidor, son
facilmente atacados por microorganismos. La poblacién dominante de bacterias durante el
almacenamiento son principalmente especies del género Pseudomonas y enterobacterias
(Ragaert et al., 2007).

Los productos MPF, se deterioran mucho mas rapido que los productos intactos o enteros,
como resultado de heridas asociadas al procesamiento, el cual conduce a numerosos
cambios fisicos y fisioldgicos. La vida datil de hortalizas minimamente procesadas,
generalmente, no supera los 8 dias cuando se almacenan en condiciones adecuadas
(Allende y Artés, 2003a).

Durante la senescencia en postcosecha, los pigmentos de clorofila verde se oxidan en
sustancias incoloras que revelan los carotenoides amarillos (Toivonena y Brummellb,
2008). La senescencia se lleva a cabo en todas las hojas después de la cosecha, pero a un
ritmo diferente. Es asi que en una bandeja de ricula silvestre se encuentra una gran
variabilidad bioldgica, donde las hojas tienen diferentes edades y pueden tener diferentes
contenidos de clorofila (Koukounaras et al., 2007).

La calidad de los productos MPF percibida por el consumidor es una combinacion de
parametros que incluyen la apariencia, textura, sabor y valor nutricional. La importancia
relativa de cada parametro de calidad depende de la materia prima o el producto y si se
come fresco (con o sin modificadores del sabor, tales como aderezos y salsas) o cocido
(Kader, 2002).

Cuando el panel de jueces evalla la calidad se basan en aspectos visuales como: el tamafio,
forma, color, brillo, ausencia de defectos y pudriciones. Sin embargo, las compras
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posteriores dependen de la satisfaccion del consumidor en cuanto a la textura, frescura y el
sabor del producto (Kader, 2002).

1.1.2 Compuestos funcionales en los productos MPF

Los alimentos frescos contienen compuestos antioxidantes, compuestos fenolicos y otros
compuestos fitoquimicos que juegan un rol relevante en la nutricion y en la salud humana
para la prevencion del cancer, enfermedades cardiovasculares y otras patologias de caracter
inflamatorio, debiéndose evitar su pérdida durante el proceso y manipulacion (Torales et
al., 2010).

Los antioxidantes son sustancias que presentan la propiedad de inhibir las alteraciones
oxidativas que puede sufrir una molécula. Todas las moléculas presentes en la naturaleza
son blancos potenciales de dafio, formandose en el organismo especies reactivas, tales
como radicales libres oxigenados, radicales de anion superdxido o alquil perdxilo (Sotero et
al., 2009). Entre los principales antioxidantes de vegetales se encuentran los compuestos
fenolicos, especialmente flavonoides, 4&cido ascérbico, vitamina E, tocoferoles y
carotenoides (Krinsky, 2001).

Los compuestos fenolicos constituyen uno de los grupos de micronutrientes presentes en el
reino vegetal considerados metabolitos secundarios, englobando méas de 8.000 compuestos
distintos que se caracterizan por presentar en comun un anillo aromatico con uno 0 mas
sustituyentes hidroxilos, como por ejemplo, los flavanoles, flavonoles, chalconas, flavonas,
flavanonas, isoflavonas, taninos, estilbenos, curcuminoides, acidos fenolicos, coumarinas,
lignanos, entre otros (Martinez et al., 2000; Cai et al., 2006).

La vitamina C, que incluye el L-acido ascorbico y, su producto, el acido dehidroascorbico,
presenta muchas actividades biolégicas en el cuerpo humano. Franke et al. (2004)
manifiesta que la vitamina C puede reducir los niveles de proteina C-reactiva (CRP), un
marcador de la inflamacién y, posiblemente, un factor de prediccion de la enfermedad
cardiaca. En la dieta humana, mas del 85% de la vitamina C se obtiene a partir de frutas y
hortalizas (Lee y Kader, 2000).

En relacion con la funcion bioldgica del L-acido ascérbico, se puede indicar que éste actla
como un cofactor enzimatico, eliminador de radicales libres, y como donante/aceptor en el
transporte de electrones en la membrana plasmatica (Davey et al., 2000).

Los glucosinolatos (5-tioglucdsido-N-hydroxysulfates), precursores de los isotiocianatos,
han sido conocidos por sus propiedades fungicidas, bactericidas, nematicidas y alelopaticas,
y recientemente han atraido el interés cientifico debido a sus atributos quimioprotectores
contra el cancer. Numerosas investigaciones se han ocupado de la presencia de
glucosinolatos en los vegetales, principalmente de la familia Brassicaceae (syn. cruciferas,
incluyendo Brassica spp. y Raphanus spp.) (Fahey et al., 2001).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S002364380500188X#bib37
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1.2 TECNOLOGIAS COMBINADAS DE PRESERVACION

El objetivo de las tecnologias combinadas, también llamadas tecnologias de obstaculos, es
seleccionar y combinar factores de preservacion o barreras de forma tal que la estabilidad y
seguridad microbioldgica puedan ser garantizadas, reteniendo las caracteristicas sensoriales
y nutricionales (Leistner, 1992).

Este método usa varias barreras que separadamente pueden no dar una adecuada
preservacion, pero que cuando se las combina pueden brindar la proteccion necesaria. Las
barreras pueden incluir la disminucion de la temperatura, pH empacado en atmosferas
modificadas, empacado con antimicrobianos o la aplicacion de UV-C (Leistner, 1992).

1.2.1 Envasado en atmdsfera modificada pasiva

Los efectos beneficiosos del envasado en atmosfera modificada para MPF se ha revisado
extensamente, la técnica de envasado en atmoésfera modificada pasiva (AMP) consiste en
envasar los productos alimenticios en materiales con barrera a la difusion de los gases,
donde las bajas presiones parciales de O, y C,H, y/o elevadas de CO, y vapor de agua
frenan el metabolismo, reducen la transpiracion, retrasan el deterioro fisioldgico,
microbiano y enzimatico alargando la vida util del producto (Artés, 2006).

En el envasado en AMP los vegetales frescos contintan sus procesos metabélicos, lo cual
provoca una modificacion de la atmdsfera a su alrededor. Esta modificacién se lleva a cabo
pasivamente por efecto de la respiracion natural del producto y la permeabilidad a los gases
del material de envase empleado (Artés et al., 2006).

El equilibrio en la concentracion de los gases se logra después de un determinado tiempo,
dependiendo de los requerimientos del producto vegetal y la permeabilidad, los cuales estan
en funcion de la temperatura y humedad relativa de almacenamiento. Cuando se alcanza el
equilibrio, las concentraciones de gases pueden variar entre 2-8% de O, y 3-8% de CO,
(Meneses et al., 2008).

Se ha observado que estas concentraciones son eficaces para ampliar la vida util de varias
hortalizas retrasando los procesos de maduracion y de senescencia, tales como la
degradacion de la clorofila, ablandamiento, pardeamiento enzimatico y disminucion de los
sintomas de dafio por frio (Artés, 2006). Sin embargo, cuando las hortalizas se exponen a
concentraciones inferiores a 1% de O, y superiores al 20% de CO, se incrementa la
respiracion anaerobica con la consecuente acumulacion de etanol y acetaldehido, causando
malos sabores y olores (Escalona et al., 2008).

Koukounaras et al. (2007) indico que en rucula, la clorofila es la que presenta una mayor
sensibilidad a la degradacion después de la cosecha, lo cual trae como resultado el
amarillamiento de las hojas. Esta reaccidén se pudo retrasar con la aplicacion de bajas
temperaturas durante el almacenamiento, demostrando que las hojas de rucula se pueden
almacenar con éxito a 0°C, hasta un maximo de 16 dias. Por otro lado, demostr6 que a 5°C
se observo un ligero deterioro en la calidad, y la vida util se redujo a 13 dias, mientras que a
10°C la vida util fue sélo de 8 dias.
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La tecnologia AMP suprime el crecimiento de la flora microbiana dependiendo de las
caracteristicas intrinsecas de los vegetales, tales como pH, alta actividad de agua, tasa
respiratoria y contenido nutricional (Arvanitoyannis et al., 2011).

1.2.2 Envases activos

El reglamento del Consejo Europeo (2009) establece que los envases activos son los
materiales y objetos destinados a prolongar la vida util o a mantener el estado del alimento
envasado, y que estan disefiados para incorporar intencionalmente componentes que liberan
sustancias en el envase o absorben sustancias del alimento o de su entorno. Por otro lado
Ozdemir y Floros (2004), también definen a los envases activos como un sistema
inteligente que implica interacciones entre los componentes del envase y los alimentos o la
atmosfera interna, cumpliendo con las exigencias del consumidor de mantener la alta
calidad, frescura y seguridad del producto.

Ejemplos de envases activos incluyen absorbedores de oxigeno, de humedad, emisores o
absorbedores de dioxido de carbono, absorbedores de etileno, emisores de etanol, sistemas
de liberacién de sabor, indicadores de tiempo y temperatura y controladores
antimicrobianos (Labuza and Breene, 2007).

El envasado con antimicrobiano es una forma de envase activo y puede tomar varias formas
como: la incorporacion de agentes antimicrobianos volatiles y no volatiles directamente en
polimeros, el revestimiento de antimicrobianos en superficies poliméricas, inmovilizacion
de los agentes antimicrobianos a los polimeros por enlaces iénicos o covalentes, y la
adicion de sobres, bolsitas o almohadillas que contienen agentes antimicrobianos
(Appendini y Hotchkiss, 2002).

1.2.3 Antimicrobianos naturales

Los antimicrobianos naturales son sustancias que se obtienen o derivan de materiales o
procesos biolégicos y que al afiadirlo a los alimentos inhiben o afectan el crecimiento
microbiano, conservando los alimentos por mas tiempo (Dorman y Deans, 2008; Torres,
2004).

Pueden clasificarse segun su origen en animal, microbiano y vegetal. Los de origen animal
incluyen proteinas, enzimas liticas como la lisozima, las hidrolasas y los polisacaridos
como el quitosano. Los grupos de origen microbiano incluyen compuestos producidos por
microorganismos como nisina, lactocinas, carnocina, entre otros (Beuchat y Scouten,
2002). Los de origen vegetal son aceites esenciales liquidos, aceitosos, aromaticos y
volatiles. Este grupo incluye compuestos fenolicos provenientes de cortezas, tallos, hojas,
flores; &cidos organicos presentes en frutos y fitoalexinas producidas por las plantas
(Oussalah et al., 2007).


http://www.tandfonline.com/action/doSearch?action=runSearch&type=advanced&searchType=journal&result=true&prevSearch=%2Bauthorsfield%3A(OZDEMIR%2C+M)
http://www.tandfonline.com/action/doSearch?action=runSearch&type=advanced&searchType=journal&result=true&prevSearch=%2Bauthorsfield%3A(OZDEMIR%2C+M)
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1466856402000127
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1466856402000127
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160508001177#bib34
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1.2.3.1 Aceites esenciales

Actualmente los aceites esenciales (AE) de plantas son reconocidos como seguros por la
Food and Drug Administration (FDA) y muestran un amplio espectro de actividad
antimicrobiana para el control de bacterias asociadas a los MPF (Gutiérrez et al., 2009).

Las propiedades antimicrobianas de los aceites esenciales han sido empiricamente
reconocidas desde hace siglos, pero sélo recientemente Ilamo la atencidn en postcosecha,
puesto que su actividad antimicrobiana se ha comprobado contra un amplio rango de
bacterias y hongos (Ayala et al., 2005). Muchos estudios in vitro informan de una alta
eficacia de AE contra los patogenos transmitidos por los alimentos y bacterias de deterioro
(Dorman y Deans, 2008).

Raybaudi (2007) sefiala que los compuestos fendlicos de los AE sensibilizan la membrana
celular de las bacterias y al saturarse los sitios de accion provocan que esta colapse,
ocasionando asi un dafio irreversible. Los aspectos que pueden influir en la sensibilidad
bacteriana son las propiedades intrinsecas de los alimentos (contenido de agua, proteina,
grasa, antioxidantes, conservantes, pH, sal y otros aditivos) asi como los factores
extrinsecos (temperatura, caracteristicas de envasado, microorganismos) (Gutiérrez et al.,
2008).

Sin embargo, se ha demostrado que se necesita una mayor concentracion de AE para lograr
el mismo efecto en los alimentos que en los sistemas modelo (Burt, 2004). Para que los
aceites esenciales puedan ser aplicados ampliamente como agentes antibacterianos, se debe
considerar el impacto organoléptico, ya que puede alterar el sabor de los alimentos (Nazer
et al., 2005).

Estudios con productos carnicos, leche, productos lacteos, hortalizas, frutas y arroz cocido
han demostrado que la concentracion necesaria para lograr un efecto antibacteriano
significativo con aceites esenciales es de alrededor de 0,5-20 pL g™ en alimentos y sobre
0,1-10 pL mL™ cuando se lo utiliza en soluciones para el lavado de frutas y hortalizas
(Burt, 2004).

Citral

El Citral es un monoterpenoide volatil que contiene un grupo aldehido y un fuerte aroma a
limén. Es el principal componente de la planta “lemongrass” (Karag6zIi et al., 2011). El
“lemongrass” (Cymbopogon citratus) es una hierba perenne, perteneciente a la familia de
las Poaceaes. Es reconocida como una de las plantas medicinales mas usadas en América
Latina por sus mdltiples usos terapéuticos y su agradable aroma a limon (Alvis et al.,
2012). Por otra parte, citral ha sido aprobado por la FDA (GRAS, 21 CFR 182 hasta 60) y
también registrada por la Comision Europea para su uso como saborizante en alimentos ya
gue su uso no presenta riesgo para la salud del consumidor (Burt, 2004).

La actividad antimicrobiana del aceite de limon vy citral ha sido probada en las ensaladas a
base de frutas, entre otros tipos de alimentos (Belletti et al., 2008; Char et al., 2010a).
Estudios realizados in vitro por Somolinos et al. (2010) demuestran que la exposicién a 200


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160508001177#bib11
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160508001177#bib4
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160508001177#bib32
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160508001177#bib32
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uL L' de citral provocé la inactivacion en mas de 5 ciclos log de células de Escherichia
coli a partir de un inéculo inicial de 7 log UFC mL™".

Lanciotti et al. (2004) sefialan que los aceites esenciales de citricos constituyen
herramientas para mejorar la vida uatil y la seguridad de productos minimamente
procesados. Ademas, sus estudios demuestran que el uso de citral, citronelal y eugenol en
ensaladas de frutas aumentaron la vida de Gtil y redujeron el crecimiento microbiano.

Carvacrol

El carvacrol posee un grupo hidroxilo en el anillo fendlico y constituye hasta el 80% del
aceite esencial del orégano (Origanum vulgare), también aprobado por la FDA (Milos et
al., 2000; Burt 2004). Garcia (2005) determind que concentraciones minimas inhibitorias
(CMI) de 100 a 160 mL L™ de carvacrol fueron efectivas contra Listeria innocua y
Salmonella typhimurium.

Gutiérrez et al. (2009) sefialan que los aceites esenciales de plantas como el orégano (O.
vulgare) y tomillo (Thymus vulgaris) fueron eficientes para el control de la microflora
natural de trozos de lechugas y discos de zanahorias minimamente procesados. En dicho
estudio, los tratamientos aplicados consistieron en dos soluciones aplicadas durante la etapa
de lavado: 250 mL L™ de orégano y la combinacion mixta de 125 mL L™ de orégano con
250 mL L' de tomillo. Los resultados de ambas soluciones mostraron una
descontaminacién comparable a la obtenida con el cloro (120 mL L™) y una buena
aceptabilidad organoléptica en los trozos de zanahoria.

Muriel et al. (2013) desarrollaron envases para ensaladas minimamente procesadas
incorporando sustancias activas de antimicrobianos naturales a las peliculas plasticas. Las
bolsas se fabricaron con una pelicula de polipropileno y un copolimero de alcohol etilico-
vinilico (PP/EVOH), incorporando una concentracion conocida (7,5% p/p) de aceite
esencial de orégano (AEO). Los resultados demostraron un aumento en la resistencia a la
traccion de las peliculas plésticas y una reduccién en el recuento de microorganismos,
especialmente al comienzo del periodo de conservacion. Las muestras de aceites esenciales
de orégano redujeron el contenido inicial de enterobacterias en 1,38 log UFC g™, con
respecto al testigo cuya carga inicial fue de 4,98 log UFC g

1.2.4 LuzUV-C

Dentro de las nuevas alternativas como método de desinfeccion para frutas y hortalizas se
presenta la radiacion no-ionizante UV-C, por ser un proceso que posee destacadas ventajas:
no afecta significativamente la temperatura del producto, no deja residuos quimicos ni
radioactividad residual en el producto, no tiene restricciones legales, el costo es
relativamente bajo y es eficiente para inhibir el crecimiento de bacterias, hongos y
levaduras.

Con excepcidn de las bacterias fotosintéticas la mayoria de los microorganismos muestran
susceptibilidad al dafio de luz UV-C. Se ha informado que dosis de 0,5 a 20 kJ m™ inhiben
el crecimiento microbiano mediante la induccién de la formacion de dimeros de pirimidina
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que distorsionan la hélice de ADN, llegando a causar su muerte celular, sin alterar la
estructura de las células vegetales (Char et al., 2010b).

La luz ultravioleta también induce estrés biologico en plantas y desencadena mecanismos
de defensa en los tejidos con la consiguiente produccion de fitoalexinas. La acumulacién de
fitoalexinas podria ir acompafiada de otros cambios inducibles, tales como la modificacion
de la pared celular, activacién de enzimas y aumento de la actividad antioxidante, que se
han reportado como beneficiosos para la salud (Gonzélez et al., 2007).

Varios estudios indican que la combinacion de envasado en atmosferas modificadas (EAM)
con luz UV-C en lechugas minimamente procesadas, redujeron el contenido de bacterias
coliformes y psicrotroficas; al igual que retardaron el crecimiento de levaduras sin afectar
negativamente su calidad sensorial (Allende y Artés, 2003a).

1.3 LA RUCULA

La busqueda de nuevas formas y tamafios de hojas obliga a variar la oferta en los mercados,
ya que hoy se exige hojas que van desde los 8 a 9 cm, a las cuales se les denomina hojas
“baby” o “baby leaf”, tomando relevancia en el sector de las ensaladas tipo gourmet al
proporcionar un sabor menos intenso que los productos de hojas adultas, es asi como
actualmente crece la demanda por el consumo de rucula “baby” (Navarro et al., 2010).

La rdcula (Eruca sativa) es un tipo de hortaliza perteneciente a la familia de las
Brassicaceas, originaria del oeste asiatico y de la cuenca del Mediterraneo (De Wolf et al.,
1987). Esta hortaliza se caracteriza por ser una planta semierguida, muy ramificada cuyas
hojas son verdes, sus flores estan agrupadas en racimos blancos o amarillos, de aroma
picante y sabor amargo agradable (Barillari et al., 2005).

Entre sus componentes se distingue una cantidad apreciable de fibra, un contenido alto de
calcio, manganeso, hierro y potasio, lo que sugiere que su consumo diario puede contribuir
en un porcentaje alto a los requerimientos diarios de estos minerales. También posee
vitamina C, pro-vitamina A, tript6fano y propiedades diuréticas y digestivas (Bennett et al.,
2004). La combinacion de hierro y vitamina C le proporciona cualidades contra la anemia,
mientras que las sustancias amargas (glucosinalatos) estimulan las secreciones digestivas
(Martinez et al., 2006). Los glucosinolatos, particularmente glucorafanin, en el proceso de
absorcion alimenticio induce a la formacion de sustancias desintoxicantes y antioxidantes y,
por otra parte, ejerce un efecto directo antibidtico sobre Helicobacter pylori, el agente
etioldgico de la Glcera y la gastritis (Fahey et al., 2001).



19

B. HIPOTESIS DE TRABAJO

La combinacion de tratamientos de luz UV-C y envases activos con los antimicrobianos
naturales citral y carvacrol retardan el desarrollo microbiano en hojas de racula “baby”
(Eruca sativa var. Vitale) sin perjudicar su calidad sensorial y funcional.

C. OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto combinado de la radiacion UV-C y envases activos con antimicrobianos
naturales sobre la calidad microbioldgica, sensorial y funcional en hojas de rticula “baby”
(Eruca sativa).

Objetivos especificos

e Determinar concentraciones antimicrobianas de citral y carvacrol aplicadas en envases
activos sobre hojas de rucula “baby” y conservadas en refrigeracion.

e Combinar el efecto de luz UV-C y envases activos con las mejores concentraciones de
antimicrobianos naturales.

e Evaluar el efecto de los tratamientos sobre el contenido de compuestos bioactivos y la
calidad sensorial de las hojas de rticula “baby”.
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CAPITULO I: EFECTO ANTIMICROBIANO DEL CITRAL
APLICADO EN ENVASES ACTIVOS SOBRE LAS HOJAS DE
RUCULA “BABY”
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RESUMEN

En los ultimos afios se ha incrementado en gran medida la demanda de productos
minimamente procesadas en fresco o listos para consumir, por los beneficios que éstas
otorgan a la salud del consumidor. Sin embargo, estos productos pierden calidad
principalmente por la deshidratacion superficial, disminucion del color verde y ataque
microbioldgico. El objetivo del presente trabajo fue combinar la técnica de envasado en
atmosfera modificada pasiva (AMP) y compuestos antimicrobianos naturales para formar
envases activos evaluando tres dosis de citral (150, 300, 450 pL) sobre rucula “baby”
(Eruca sativa). Se estudio el efecto de la atmosfera modificada, la calidad sensorial y
microbioldgica, asi como el color, el contenido de fenoles y capacidad antioxidante de las
hojas durante un periodo de conservacion de 9 dias a 5°C. Los resultados mostraron que la
evolucion de la concentracion atmosfera (CO, y O,) no se vio afectada por la aplicacién de
las diferentes dosis de citral y el efecto antimicrobiano fue positivo solo en los 3 primeros
dias de conservacién. El contenido fendlico totales se mantuvo al finalizar el tiempo de
conservacion en los tratamientos en AMP y la capacidad antioxidante no se vio afectada
por la aplicacion de diferentes dosis de citral.
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Abstract

In recent years the demand for ready to eat "baby" arugula salads (Eruca sativa Mill) has
greatly increased, due to the benefits it provides to the health. However, minimally
processed fresh products are perishable products. Quality loss is mainly due to the surface
dehydration, loss of green color and microbial proliferation. The aim of this study was to
combine the technique of passive modified atmosphere packaging (PMA) and natural
antimicrobials to make an active packaging, evaluating three doses (150, 300, 450 pL) of
citral. The effect of the modified atmosphere, sensory and microbiological quality, color,
phenolic content and antioxidant capacity was studied for 9 days at 5 ° C. The results
showed that the evolution of the concentration of the atmospheric gases (CO, and O;) was
not affected by the application of the different doses of citral and the antimicrobial effect
was positive only in the first 3 days of storage. The total phenolic content was maintained
at the end of the shelf in the treatments AMP and antioxidant capacity was not affected by
the application of different doses of citral.
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2.1 INTRODUCCION

En paises desarrollados los consumidores de hoy han cambiado en la decisién de compra
debido a varios factores, tales como: mayor poder adquisitivo, variedad de productos,
menor tiempo para cocinar y, principalmente por una mayor informacion. Como respuesta a
esto surge la creciente oferta en los mercados de productos minimamente procesados en
fresco (MPF), llamados también de IV gama (Artés et al., 2006).

Los productos MPF se deterioran mas rapidamente que los productos intactos o enteros y la
vida 0til de las hortalizas minimamente procesadas, generalmente, no supera los 8 dias
(Escalona et al., 2008). Dentro de los factores que generan la pérdida de calidad esta el
microbioldgico, que supone un riesgo para el consumidor debido a la posible presencia de
microorganismos patdgenos o sus toxinas, ademas de pérdidas econdémicas causadas por la
alteracion (Raybaudi, 2007).

Los agentes antimicrobianos sintéticos como las zeolitas de plata son los méas usados para
incluir en polimeros usados como material de empaque, principalmente en Japdn. Sin
embargo, éstos presentan migracion al alimento, existiendo una fuerte necesidad de reducir
los posibles efectos secundarios perjudiciales y comprender mejor los principios del agente
activo. Por este motivo, durante los ultimos afios varias investigaciones se han dedicado al
disefio de envases antimicrobianos que contengan agentes antimicrobianos naturales
(Appendini y Hotchkiss, 2002; Dainelli et al., 2008).

Por otro lado, evidencias cientificas demuestran que el uso de aditivos quimicos en exceso
en diversas matrices alimenticias, es la causa de ciertas enfermedades degenerativas y que a
largo plazo pueden producir céncer. Es asi que, en respuesta a la presion de los
consumidores para reducir o eliminar los aditivos de sintesis quimica surge el interés por
usar compuestos naturales y por investigar nuevas técnicas que permitan la obtencion de
productos frescos de calidad e inocuos (Gilliss et al., 2011; Xu et al., 2007).

Actualmente, se esta difundiendo la aplicacion de antimicrobianos naturales procedentes de
aceites esenciales de plantas, reconocidos como seguros por la Food and Drug
Administration (FDA). Estos muestran un amplio espectro para el control de
microorganismos patdgenos y bacterias deteriorantes que se asocian a los productos MPF
(Gutierrez et al., 2009). Los aceites esenciales de especias y plantas disminuyen
significativamente los recuentos de bacterias patdgenas de los alimentos (Burt, 2004).

La combinacion del envasado en atmosfera modificada pasiva (AMP) y envases activos con
antimicrobianos es una alternativa posible para mejorar la calidad, la seguridad y la vida
util de los productos de este tipo, en el que los agentes antimicrobianos afiadidos dentro del
envase se liberan ejerciendo su actividad sobre el producto envasado (Martinez et al.,
2006).

El citral (3,7-dimetil.2,6-octadienal) es el principal componente (65-85%) de los aceites
esenciales (AE) de la planta “lemongrass” (Cymbopogon citratus) y tiene una probada
actividad antimicrobiana., Constituye una mezcla natural de dos isdmeros aldehidos
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monoterpenos aciclicos: geranial (trans-citral, citral A) y neral (cis-citral, citral B) (Celis et
al., 2007; Carlini et al., 1986), cuyas estructuras se muestran en la Figura 2.1.

. _~CHO x

CHO

Figura 2.1. Estructura quimica del citral.

Belletti et al. (2008) indica que el citral fue efectivo para la inhibicion del crecimiento de
levaduras y bacterias &cido lacticas en ensaladas de frutas. En otro estudio sobre peliculas
activas con citral se observé una disminucidn de microorganismos, principalmente durante
los primeros 4 dias de conservacion a 4°C, presentando reducciones de 2,13 log UFC g™ de
enterobacterias, 1,23 log UFC g™ de aerobios meséfilos y aproximadamente 2 log UFC g*
de levaduras y hongos (Muriel et al., 2013).

Asimismo, es importante tener presente la necesidad de una mayor investigacion sobre los
aceites esenciales para establecer la posibilidad de su uso como agentes desinfectantes
naturales en el procesamiento posterior a la cosecha de hortalizas (Burt, 2004).

Por lo expuesto, surge la necesidad de investigar ampliamente el efecto del antimicrobiano
natural citral en hojas de racula “baby” envasadas en atmdsfera modificada pasiva (AMP),
para desarrollar un sistema de envase activo que alargue el tiempo de vida Gtil de un
producto MPF, sin afectar la salud del consumidor.
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2.2 MATERIALES Y METODOS
2.2.1 Lugar de estudio

El ensayo y las evaluaciones se realizaron en el Centro de Estudios Postcosecha (CEPOC)
de la Facultad de Ciencias Agronémicas de la Universidad de Chile, localizados en la Av.
Santa Rosa 11315, La Pintana, Region Metropolitana (R.M.).

La investigacion fue financiada con los proyectos Fondecyt N° 1120274 “Innovations on
hydroponic and post harvest technologies applied on the production of ready to eat baby
leafy vegetables” y el proyecto CONICYT- Insercion de Capital Humano Avanzado en la
Academia, 2010, Ref. N° 79100005.

2.2.2 Materiales

Se utilizaron hojas de rucula “baby” (Eruca sativa var. Vitale), suministradas por la
Sociedad Agricola Oasis de Lampa Ltda., localizada en la comuna de Lampa, provincia de
Chacabuco, R.M. Este lugar esta geograficamente ubicado a 33° 16’ 60" lat. Sur, 70° 54
long. Oeste y 753 msnm.

El sistema de cultivo fue por siembra directa y bajo invernadero. Para el riego se utilizd
agua de pozo profundo aplicada a través de riego por goteo. La cosecha se realizo en agosto
de 2012, aproximadamente 30 dias después de la siembra, durante la mafiana, de forma
manual con un cuchillo. La caracterizacion de las hojas dio como resultado valores
promedio de 0,58 g de peso, 11,8 cm de largo y 4,0 cm de ancho. Las hojas presentaron un
color con un valor de luminosidad promedio de 49,4 con una saturacion equivalente a 30,2
y de tono de 123,0 (Apéndice 1, Cuadro 1.1).

El citral utilizado fue provisto por MERCK Chile S.A. con una pureza de 99%. Las hojas
de rdcula se envasaron en bolsas de 22 x 25 cm, empledndose una pelicula de multicapa de
poliolefina (PD-960 Sealed Air) (CRYOVAC-Chile), cuya permeabilidad a 23°C y a 1 atm
fue de 6000 mL m? dia™* para O, y 19000 mL m? dia™* para CO,.

El “sachet” impregnado con el antimicrobiano se prepard con papel de filtro estéril de 4 x 8
cm marca Macherey Nagel equivalente a Whatman N° 6 y, fue introducido en pequefias
bolsas perforadas de polipropileno de alta permeabilidad (6 perforaciones de 0,5 cm de
didmetro).

2.2.3 Metodologia de proceso y tratamientos
2.2.3.1 Recoleccion

Luego de la cosecha, las hojas de rucula se trasladaron en contenedores refrigerados desde
el huerto a la camara de refrigeracion del CEPOC, permaneciendo un maximo de 2 horas a
5°C y 90% de humedad relativa.
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2.2.3.2 Acondicionamiento

El acondicionamiento de las hojas se realizO en una sala de proceso previamente
desinfectada y mantenida a 8°C. En esta sala se seleccionaron las hojas de rucula “baby”,
eliminando aquellas con tamafios y colores no caracteristicos (amarillas u otros), poca
turgencia (deshidratadas) y dafios fisicos (manchas, cortes). También se eliminaron los
tallos gruesos 0 muy largos mediante un corte manual con cuchillo de filo liso.

2.2.3.3 Almacenamiento

Tras la seleccion, las hojas fueron almacenadas 12 h a 5°C y 90% de humedad relativa. Se
tomo6 50 g de materia prima respectivamente, para caracterizar el peso, tamafio y color
inicial.

2.2.3.4 Lavado, desinfeccion y enjuague

Las hojas se lavaron con agua potable a 5°C mediante inmersion y agitacion constante
durante 90 segundos, a fin de retirar cualquier material extrafio. Luego, la materia prima se
desinfecté con agua clorada a una concentracién de 100 mg L™ de hipoclorito de sodio
(NaClO, pH 6,6) a 5°C durante 90 segundos (Inostroza, 2011). Finalmente, las hojas fueron
enjuagadas con agua estéril a 5°C por 90 segundos para evitar una posible contaminacion
(Figura 2.2). En las diferentes etapas de lavado se utilizaron 20 L de agua/kg de producto.

Figura 2.2. Lavado, desinfeccion y enjuague.

2.2.3.5 Centrifugado y secado

Una vez finalizado el lavado, las hojas fueron centrifugadas de forma manual durante 50
segundos. Posteriormente, se colocaron sobre una malla de acero inoxidable durante 5 min
para su secado (Figura 2.3). Estos procedimientos fueron similares para todos los
tratamientos y sus repeticiones.
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Figura 2.3. Centrifugado y secado.

2.2.3.6 Envasado

Se procedid a pesar y envasar 50 g de hojas de racula en las bolsas plésticas, para cada
tratamiento y repeticion, respectivamente. Las hojas para el tratamiento BP fueron
envasadas en bolsas perforadas (7 perforaciones de 0,7 mm de didmetro); mientras que para
los demas tratamientos se utilizaron bolsas sin perforacion.

2.2.3.7 Incorporacion del “sachet”

En los tratamientos 150Ci, 300Ci y 450Ci (Cuadro 2.1) se dosifico el citral en el “sachet” a
través de las perforaciones realizadas en condiciones de esterilidad, por medio de un
mechero Bunsen. El “sachet” se fijo con una cinta adhesiva al espacio de cabeza de las
bolsas, evitando el contacto directo con las hojas (Figura 2.4). Las diferentes dosis de citral
se establecieron en base a experimentos preliminares.

Cuadro 2.1. Tratamientos con diferentes dosis de citral aplicados en hojas de rdcula
“baby”'

Envasado Concentracion Citral (uL) Cddigo de tratamientos
BP (testigo) 0 BP
AMP (testigo) 0 AMP
AMP 150 150 Ci
AMP 300 300 Ci
AMP 450 450 Ci

BP: Bolsa perforada.; AMP: Atmdsfera modificada pasiva.; Ci: Citral.

Figura 2.4. Incorporacion del “sachet”.
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2.2.3.8 Conservacion

Tras el envasado e incorporacion del “sachet” las bolsas se sellaron con una envasadora
(Maquina Plaspak, BC/01, Chile). Se conservaron durante 9 dias a 5°C (Figura 2.5).

Recoleccion, transporte y seleccion

\ 4

Almacenamiento
(5°C, 90% HR, 12 h)

v

Lavado con agua potable
(905, 5°C)

\4

Desinfeccién con NaClO 100 mg L™
(905, 5°C, pH 6,6)

v

Enjuague con agua estéril
(905, 5°C)

A 4

Centrifugado (50 s) y Secado (5 min)

Envasado
(Bolsas de 50 g)

A 4

Preparacion del “sachet” de citral, introduccion en
bolsas y sellado

A\ 4

Conservacion
(5°C, 9 dias)

Figura 2.5. Diagrama de procesamiento de hojas de rucula “baby” envasadas en una bolsa
con “sachet” de citral.
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2.2.4 Analisis y evaluaciones en hojas de ricula “baby”
2.2.4.1 Atmdsfera modificada pasiva

La evolucidn de la concentracion de CO, y O, al interior de cada bolsa se determin6 con un
analizador de gases manual (Checkpoint, PBI Dansensor, Ringsted, Dinamarca) y los
valores se expresaron como porcentaje de CO, y O,. Para la toma de las muestras gaseosas
se pegd un trozo de cinta adhesiva sobre la superficie de la bolsa y se pinchd con la aguja
del analizador una sola vez. Se registré el valor entregado y se procedié a sellar el orificio
con cinta adhesiva (Figura 2.6). En caso de que alguna bolsa presentara concentraciones de
gases no concordantes con la evolucion esperada, se prosiguid a eliminarla asumiendo
posibles perforaciones o fallas en el sellado de la bolsa. Esta medicion se realiz6 los dias 0,
3, 6 y 9 posteriores al proceso.

d Dansensor

Figura 2.6. Medicién de la atmosfera modificada pasiva.

2.2.4.2 Analisis microbiolégico

Para el analisis de la calidad microbioldgica, se muestrearon 10 g de racula “baby” de cada
tratamiento y repeticién los dias 0, 3, 6 y 9. La muestra se mezclé con 90 mL de agua
peptonada tamponada estéril al 0,1% y se homogenizé en un digestor stomacher (IUL
Instruments Barcelona, Espafia) durante un minuto. En el Cuadro 2.2 se exponen los
microorganismos, medios de cultivo y condiciones de incubacion aplicados en el anélisis.

Cuadro 2.2. Medios de cultivo y condiciones de incubacion para microorganismos en
hojas de rucula “baby”.

Condiciones de Incubacién

Medio de cultivo Temperatura (°C)  Tiempo (dias)

Microorganismo

Recuento de aerobios

Agar para Recuento en

mesofilos (RAM) Placa (PCA) 37 2
. . Agar para Recuento en
Aerobios psicrotrofos Placa (PCA) 5 7
. Agar Eosina Azul de
Enterobacterias Metileno (EMB) 37 2
Escherichia coli Agar Eosina Azul de 37 2

Metileno (EMB)
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Luego se realizaron diluciones seriadas hasta 10° de acuerdo a lo necesario para cada
recuento y siguiendo las recomendaciones de Char et al. (2012). Posteriormente, se
pusieron en placas de Petri y se vertieron los medios de cultivo correspondientes.

Los resultados de los recuentos microbioldgicos se expresaron como el logaritmo de la
unidad formadora de colonia por gramo (log UFC g™). Los pardmetros microbioldgicos se
evaluaron de acuerdo con la legislacion chilena para frutas y hortalizas comestibles pre-
elaborado listas para el consumo (Reglamento Sanitario D.S. N° 977/96, 2012; Anexo III).

2.2.4.3 Color

Para medir este parametro se tomaron 10 hojas de racula “baby” de cada bolsa por
tratamiento y repeticion (Artés et al., 2006). El color se midi6 en la zona anversa de la hoja
utilizando un colorimetro compacto triestimulo (Minolta, CR-300, Japon) bajo un fondo
negro para evitar interferencia del color (Figura 2.7). Los parametros de color se obtuvieron
de forma automatica para un luminante Dgs y un angulo observador de 0°. Los parametros
del espacio CIELg, evaluados fueron luminosidad (L ), croma métrica o saturacion (Ca)
y tono (Ha). También se calculé la variacion de color global (AEq) utilizando las
ecuaciones propuestas por Sharma et al. (2005).

Figura 2.7. Determinacion de color.

2.2.4.4 Determinacion de la calidad sensorial

En cada ensayo se determind la calidad sensorial a los dias 0, 3, 6 y 9 de conservacion. Se
utiliz6 el método de analisis descriptivo-cuantitativo para un panel de 12 jueces entrenados,
y se usO una pauta no estructurada de 0 a 15 cm (Anexo I). Cinco muestras
correspondientes a los tratamientos fueron entregadas a cada juez, aleatoriamente y de
forma codificada en 3 digitos. El panel evalud la apariencia, el color, olores extrafos,
turgencia y sabores extrafios.
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2.2.4.5 Compuestos funcionales
Contenido de fenoles totales

Para la determinacion del contenido de fenoles totales se congelaron de 10 g de rdcula
“baby” a -80°C, por cada tratamiento y repeticién para su posterior andlisis. Se utilizé el
método propuesto por Singleton y Rossi (1965), con algunas modificaciones. Para la
preparacion del extracto fendlico se pesé 1 g de muestra y se mezclo con 10 mL de
solucion hidroalcoholica MeOH/H,0 (1:2) (v/v).

Luego, la solucién se homogeniz6 utilizando un Ultra Turrax (IKA, T 18 Basic, Alemania)
a 6000 g, por 1 min. La mezcla fue colocada en tubos Eppendorf ambar (2 mL) y
centrifugada a 15000 g, por 30 min a 4°C. El sobrenadante se filtré con papel Whatman N°
2y se recogio en tubos Eppendorf nuevos.

La concentracion de fenoles totales se determind utilizando el reactivo Folin-Ciocalteu,
midiendo la absorbancia de las muestras a 660 nm con un espectrofotémetro (T70 UV-Vis,
PG Instruments Ltd, Leicester, Reino Unido). Los resultados se expresaron como ug
equivalentes de 4cido galico por g de peso fresco (ug EAG g™ pf), realizando una curva de
calibracion.

Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante se midié siguiendo la metodologia de Brand et al. (1995), con
algunas modificaciones. EI método se basa en la reduccién del radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo hidratado (DPPH"), siendo un radical estable que presenta una intensa
coloracién violeta y que absorbe a 515 nm. Una disminucion de la absorbancia se traduce
en una disminucién de la concentracion de DPPH" por accién de los posibles compuestos
antioxidantes que se encuentran en el extracto metandlico.

Para la obtencion de la muestra se pesaron 5 g de hojas de rticula “baby” congeladas, se
mezcl6 con 25 mL MeOH puro y se homogeniz6 2 min a alta velocidad (Ultra Turrax, 1KA,
T 18 Basic, Alemania). EI homogenizado se incubé 12 h a 5°C. Posteriormente, se
centrifugd 15 min a 10000 g, y 4°C.

El sobrenadante se filtr6 con 4 capas de gasa y se almaceno en tubos Eppendorf &mbar a -
20 °C hasta su andlisis por espectrofotometria, en maximo 48 horas. Se midié la
absorbancia a 515 nm y los resultados se expresaron en pg equivalente de Trolox por g de
peso fresco (ug T g™ pf).



32

2.3 DISENO DE EXPERIMENTOS Y ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizd un disefio completamente aleatorizado (DCA) con cinco tratamientos y tres
repeticiones. La unidad experimental correspondié a una bolsa de 50 g de hojas de rucula
“baby”.

Los datos obtenidos se sometieron a un andlisis de varianza (ANOVA) con un 5% de
significancia, y en caso de existir diferencias significativas entre los tratamientos se
aplicaron pruebas de comparaciones multiples de Tukey mediante el sofware estadistico
InfoStat (version 2008, Grupo InfoStat, FCA, Argentina). Las variables a evaluar fueron la
concentracion de gases al interior de las bolsas, el color de las hojas, la calidad sensorial,
los recuentos microbioldgicos, el contenido de fenoles y la actividad antioxidante. Se
realizd correlacion de compuestos funcionales para determinar relacién o dependencia.
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2.4 RESULTADOS Y DISCUSION
2.4.1 Atmosfera modificada pasiva

En la Figura 2.8 se muestra la evolucion de la concentracion de gases (CO, y O,) al interior
de las bolsas de rucula "baby”, mostrando un aumento de CO, y una disminucion del O,
con respecto al primer dia de almacenamiento, causada por la respiracion de los tejidos
vegetales. Sin embargo, el tratamiento testigo bolsa perforada (BP) presentd una
concentracion constante de CO, (aprox. de 1 %) y O, (aprox. de 20 %), debido al
intercambio presentado con la atmosfera externa de aire.

En el dia 0 la concentracion de CO, en todos los tratamientos estuvo entre 0,2 a 0,4 %. Al
finalizar el tiempo de conservacion la concentracion de CO, presentd una tendencia similar
al dia 3 y 6. El tratamiento BP presentd un porcentaje de 0,8 de CO, valor
significativamente menor con respecto a los tratamientos en AMP, los que presentaron
promedios entre 4,8 y 5,4 %, sin diferencias significativas entre si. Lo que indica que la
aplicacion de citral en hojas de racula “baby” no afecté la concentracion atmosférica del
envase (Apéndice 1, Cuadro 1.2).

Con respecto al Oy, en el dia 0 presentd una concentracion entre 20,3 a 20,5 %. No
obstante, a partir del tercer dia de almacenamiento, se observd una disminucién en su
concentracion, encontrandose diferencias significativas entre el tratamiento testigo BP con
respecto a los tratamientos en AMP. Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos AMP, lo que podria indicar que la utilizacion de
diferentes dosis de citral no tuvo efecto sobre la concentracion de O, (Apéndice 1, Cuadro
1.3).

De acuerdo con Kader (2002) para una adecuada conservacién de hortalizas como espinaca,
perejil y cilantro, la concentracion atmosférica deberia fluctuar entre 5y 10% de CO, y 5 a
8% de O,. Del mismo modo, Guevara (2003) ratifica que la aplicacion de atmdsfera
modificada pasiva en tallos frescos de nopal, redujeron significativamente las pérdidas de
clorofila, peso y textura, asi como la disminucién de recuentos microbianos cuando se
presentd una atmosfera de 7% de CO, y 8,9% de O,, en un almacenamiento de 35 dias a
5°C.

Sin embargo, el desarrollo de la composicion gaseosa alcanzada en este estudio fue similar
a lo sefialado por Inostroza (2011), quien obtuvo concentraciones entre 5,5 a 10,2% de CO,
y 12,9% de O, a los 8 dias de almacenamiento de hojas de racula.

Si bien las peliculas plasticas de baja permeabilidad utilizadas en el estudio modificaron la
atmosfera al interior del envase, éstas no lograron la concentracion gaseosa recomendada
por diferentes autores, principalmente en O, posiblemente porque se necesitaria un tiempo
de conservacion mas largo para alcanzar una atmdsfera de equilibrio, lo cual se lograria
controlando la interaccion entre la respiracion del producto, la permeabilidad del polimero
y la atmoésfera externa (Artés, 2006). Sin embargo, existen otros factores como la variedad,
tipo de cultivo, estado fisioldgico inicial, temperatura, HR y duracion del almacenamiento
que deben ser estudiados mas profundamente (Artés et al., 2006).
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Figura 2.8. Evolucion de la concentracion de CO, (A) y de O, (B) en hojas de rdcula
“baby” conservada en envases activos con citral, durante 9 dias a 5°C.
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2.4.2 Analisis microbioldgico
2.4.2.1 Recuento de aerobios meséfilos

En el tiempo de conservacion, los tratamientos con citral presentaron un aumento en el
recuento de RAM. Sin embargo, esta tendencia no es observable para los tratamientos
testigo (BP y AMP) como se muestra en la Figura 2.9.

En el dia 0 no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos AMP. Sin
embargo, se presentaron diferencias significativas entre el tratamiento 150 Ci con respecto
al tratamiento testigo BP, observandose una disminucion de 1,5 unidades logaritmicas con
el tratamiento 150 Ci (Apéndice 1, Cuadro 1.4.). No obstante, todos los tratamientos
iniciaron con valores de aerobios meséfilos dentro de los limites propuestos Reglamento
Sanitario de los Alimentos (D.S. N° 977/2012; Anexo Il1).

A los 3 dias de almacenamiento los tratamientos 150, 300 y 450 Ci presentaron reducciones
de 1,1; 0,9 y 1,3 unidades logaritmicas, respectivamente, con relacion al tratamiento testigo
BP (Apéndice 1, Cuadro 1.4).

El dia 6, no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos testigo BP y
AMP, presentando un recuento de 6,4 log UFC g™*. Los tratamientos con citral presentaron
recuentos significativamente mayores con respecto a los testigos, principalmente 150 y 450
Ci; con recuentos entre 7,2 a 7,5 log UFC g™.

BP

AMP

150 Ci

300 Ci

450 Ci L

i

log UFC g™

O - . T T —
o

3 6 9
Tiempo de conservacion (d)

Figura 2.9. Recuento de aerobios mesofilos en hojas de rucula “baby” conservadas en
envases activos con citral, durante 9 dias a 5°C.

Similar al dia 6, al noveno dia de almacenamiento no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos testigo BP y AMP, y entre los tratamientos con citral.
Sin embargo, el recuento en 450 Ci fue significativamente mayor con respecto a los
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testigos. Es importante destacar que los tratamientos con citral a partir del dia 6 superaron
los limites microbiol6gicos propuestos por el Reglamento Sanitario de los Alimentos (D.S.
N° 977/2012; Anexo IlI).

2.4.2.2 Recuento de enterobacterias

Durante el tiempo de conservacion el contenido de enterobacterias en los tratamientos
testigos permanecio estable, sin embargo, el tratamiento AMP presento una disminucién en
el noveno dia. Los tratamientos con citral presentaron un incremento en los dias 3y 6,
siendo estable en el dia 9, a diferencia del tratamiento 150 Ci (Figura 2.10).

En el dia O el tratamiento testigo BP presentd un recuento (6,5 log UFC g?)
significativamente mayor con respecto a los tratamientos en AMP, superando desde este dia
los limites microbiol6gicos propuestos por el Reglamento Sanitario de los Alimentos (D.S.
N° 977/2012; Anexo Ill). Los tratamientos AMP no presentaron diferencias significativas
entre sf, alcanzando recuentos entre 4,3 a 5,1 log UFC g™ (Anexo 111, Apéndicel, Cuadro
1.5).
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Figura 2.10. Recuento de enterobacterias en hojas de ricula “baby” conservadas en
envases activos con citral, durante 9 dias a 5°C.

El dia 3, el tratamiento 150 Ci presentd un recuento significativamente menor con respecto
al tratamiento testigo BP. Tras 6 dias de conservacion los tratamientos con la aplicacion de
citral presentaron recuentos significativamente mayores con respecto a los tratamientos
testigos, alcanzando valores entre 7,1 a 8,1 log UFC g™ (Apéndicel, Cuadro 1.5).

Al noveno dia de conservacion el tratamiento testigo AMP presentd recuentos
significativamente menores con respecto a los demas tratamientos, los mismos que no
presentaron diferencias significativas entre si, alcanzando valores entre 6,5 a 7,1 log UFC ¢’
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! No obstante, a partir del dia 3 todos los tratamientos superaron los limites propuestos en
el Reglamento Sanitario de los Alimentos (D.S. N° 977/2012; Anexo I111).

2.4.2.3 Recuento de aerobios psicrotrofos

En el tiempo de conservacion los niveles de aerobios psicrétrofos de los tratamientos
mostraron un comportamiento similar a las enterobacterias; es decir, el tratamiento testigo
BP no presento variabilidad en el tiempo y los tratamientos en AMP vy aceites esenciales
aumentaron con respecto a los recuentos iniciales del proceso.

De igual forma que en el recuento de RAM, en el dia 0 no se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos AMP. Sin embargo, se observaron diferencias
significativas entre el tratamiento 150 Ci con respecto al tratamiento testigo BP, alcanzando
disminuciones de 1,5 unidades logaritmicas con el tratamiento 150 Ci (Apéndice 1, Cuadro
1.6).

Los dias 3, 6 y 9 de conservacién no presentaron diferencias significativas entre
tratamientos, a diferencia del tratamiento 150 Ci que en el dia 6 presentd recuentos
significativamente mayores con respecto a los testigos BP y AMP (Apéndice 1, Cuadro
1.6).
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Figura 2.11. Recuento de psicrotrofos en hojas de ricula “baby” conservadas en envases
activos con citral, durante 9 dias a 5°C.

Muriel et al. (2012) en ensayos con hortalizas envasadas en atmdsfera modificada (EAM)
usaron peliculas de PP/EVOH con aceite esencial de citral, al tercer dia los tratamientos
mostraron disminuciones significativas de RAM en comparacion con el testigo, obteniendo
reducciones de hasta 1,23 unidades logaritmicas. No obstante, a partir de este momento se
observé un aumento en el recuento hasta el sexto dia, alcanzando un promedio de 6 log
UFC g en todos los casos. Tendencia similar se obtuvo en el presente ensayo, debido
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posiblemente a su volatilidad, como se ha sefialado anteriormente en las caracteristicas del
citral. Del mismo modo Muriel (2012) sefiala que la efectividad antimicrobiana mostrada
en bolsas con PP/EVOH a las que se incorpord 5y 10% de citral para su fabricacion, puede
atribuirse al hecho de que la ensalada estaba en contacto con una mayor area de superficie
(750 cm? 4rea de la bolsa), y por ende se presenté una mayor concentracion del citral en el
espacio de cabeza.

Cabe destacar que desde el inicio del proceso los tratamientos en el presente ensayo se
encontraron al limite maximo de los pardmetros microbioldgicos propuestos en el
Reglamento Sanitario de los alimentos (D.S. N° 977/96, 2012), posiblemente debido a
deficiencias en las buenas practicas agricolas y ademas porque las hortalizas de hoja
presentan una mayor superficie de exposicién a los contaminantes a diferencia de las frutas.
Estudios realizados en Espafia muestran que las hortalizas recién cortadas como zanahoria
rallada, ruculas y espinacas presentan mayores recuentos microbiolégicos (RAM de 7,8, 7,5
y 7.4 log UFC g*y enterobacterias de 6,2, 5,3 y 6,0 log UFC g™, respectivamente), en
comparacion con frutas minimamente procesadas que presentan rangos de 4 a5 log UFC g
'y de 3a4log UFC g, respectivamente (Abadias et al., 2008).

Del mismo modo, es posible que la alta carga microbiana inicial, las propiedades
intrinsecas del producto, los determinantes extrinsecos y las caracteristicas propias de los
microorganismos pudieran influir en la escasa sensibilidad bacteriana al citral observadas
en el estudio (Burt, 2004).

2.4.3 Color
2.4.3.1 Luminosidad (L")

En la Figura 2.12, se observa que en el tiempo de conservacion los tratamientos no
presentaron diferencias significativas del valor de L . En el dia 0 y 3, no se mostraron
diferencias significativas entre tratamientos obteniendo valores promedios de 48,6 y 46,5,
respectivamente (Apéndice 1, Cuadro 1.7). Al sexto dia de almacenamiento el tratamiento
testigo BP presentd diferencias significativas con los tratamientos en AMP, este tratamiento
presenté un aumento en la luminosidad, lo que indica que las hojas se observaron mas
claras.

Al finalizar el tiempo de conservacion no se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos AMP, lo cual indicaria que la aplicacion de citral no influyé en la luminosidad
de las hojas de rucula “baby”. Sin embargo, el tratamiento testigo BP presentd valores
significativamente mayores con respecto al tratamiento 450 Ci.

2.4.3.2 Saturacion (C*yp).

La saturacion en el tiempo de conservacién no presentd variacion en los tratamientos
testigos y 150 Ci. En los tratamientos 300 y 450 Ci la saturacion aumento en el dia 3 y no
presento diferencias significativas hasta el termino de la conservacion (Figura 2.12).



39

En los diferentes dias de evaluacion no se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos, presentando valores promedios de 30,2 y 32,9 al inicio y finalizacion de la
conservacion, respectivamente (Apéndice 1, Cuadro 1.7).

2.4.3.2 Tono (Hap)

Con respecto a las evaluaciones del tono a lo largo del tiempo de conservacion, los
tratamientos testigo BP, AMP y 150 Ci, presentaron una disminucion significativa en el
noveno dia de conservacién, mientras que los tratamientos 300 y 450 Ci no presentaron
diferencias de tono durante el tiempo de conservacion (Figura 2.12).

A pesar de que el tono mostré una tendencia a disminuir, s6lo se observaron diferencias
significativas entre tratamientos al noveno dia de conservacion, donde el tratamiento BP
registré un valor de 118,5, significativamente menor con respecto a los tratamientos en
AMP, reflejando una reduccion del color verde e incremento del amarillo en las hojas de
racula “baby”, es decir, una disminucion de la coordenada —a* y aumento de b*
posiblemente por la degradacién de la clorofila en contacto con el aire (Apéndice 1, Cuadro
1.7).

Diversos autores sefialan el efecto beneficioso de la conservacién en bajo O, y alto CO,
manteniendo el color verde de varias hortalizas durante mayor tiempo que cuando son
conservadas en aire (Gomez y Artés, 2005). También la baja variacion del color observado
en las hojas puede ser atribuida a una mayor homogeneidad inicial en el color de las hojas
empleadas en los ensayos (Martinez et al., 2006).

Ademas, los resultados obtenidos sobre luminosidad coinciden con los reportados por
Inestroza (2011), quien indicé que la luminosidad de las hojas de rdcula evaluadas a los 13
dias de conservacion a 5°C, no presentaron diferencias significativas entre tratamientos en
AMP.
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Figura 2.12. Evaluacion de los parametros de color L a(A), C'(B) y Has (C) en hojas de
racula “baby” conservadas en envases activos con citral, durante 9 dias a 5°C.
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En la Figura 2.13 se indica la variacion global de color (AEq) en funcién del tiempo de
conservacion de hojas de racula “baby”. Valores mayores a 3 indica una diferencia total del
color, independientemente de los valores de L” (Sharma, 2004). Los tratamientos testigos
(BP y AMP) presentaron AEq de 3,6 y 3,7, respectivamente al finalizar la conservacion, lo
que se traduce en que existe diferencia de color observable. El tratamiento 150 Ci presento
solo una AEg inicial, el tratamiento 300 Ci no presento AEg y del mismo modo el
tratamiento 450 Ci present6 una AE inicial (Apéndice 1, Cuadro 1.8).
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Figura 2.13. Diferencia global de color en hojas de rucula “baby” conservadas en envases
activos con citral, durante 9 dias a 5°C.

2.4.4  Evaluacion sensorial
2.4.4.1 Apariencia

Con respecto a la apariencia de las hojas de ricula “baby”, en el tiempo de conservacion, el
tratamiento BP present0 paulatinamente una disminucion de este atributo en 8,1 puntos, a la
vez los tratamientos AMP, 150, 300 y 450 Ci presentaron disminuciones significativas
solamente en el ultimo dia de conservacion (Apéndice 1, Cuadro 1.9).

El dia 0 de proceso, no se observaron diferencias significativas entre tratamientos,
presentando un rango entre 12,7 y 13,6 puntos, rango de apariencia “muy buena”. En el dia
3 y 6 los tratamientos en AMP vy citral fueron los mejor evaluados con respecto al
tratamiento BP, presentando rangos entre 12,4 y 13,5 y entre 11,1 y 12,4, respectivamente
(Apéndice 1, Cuadro 1.9).

Al noveno dia de conservacion el tratamiento en BP disminuyo significativamente este
atributo, obteniendo 4,6 puntos, rango de “muy malo”; a la vez, los tratamientos 150 y 300
Ci fueron los mejor evaluados con valores de 11,5 y 10,5 puntos, respectivamente y los
tratamientos AMP y 450 Ci presentaron una puntuacion mas baja.
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2.4.4.2 Intensidad del color

Durante el tiempo de conservacion, la intensidad del color en los diferentes tratamientos
disminuyd paulatinamente (Apéndice 1, Cuadro 1.10). En los dias 1, 3 y 6 de conservacion
las hojas de racula “baby” no mostraron diferencias significativas entre tratamientos,
presentando valores entre 12,2 y 13,5, entre 10,9y 12,2 y entre 8,6 y 11,2, respectivamente,
todos los valores estuvieron dentro del rango calificado de “muy bueno”.

Solo el dltimo dia de medicion se observaron diferencias significativas entre tratamientos,
el tratamiento BP presentd un valor significativamente menor con respecto a los
tratamientos en AMP vy citral, valor de 5,0 puntos en el rango de “insuficiente”; los
tratamientos AMP y 150 Ci presentaron valores de 7,8 y 8,9, respectivamente; a su vez los
tratamientos 300 y 450 Ci presentaron valores mas altos de color de 9,4 y 9,6,
respectivamente. Resultados que se relacionan con el color medido.

2.4.4.3 Olores extranos

En el transcurso del tiempo de conservacion los tratamientos testigos BP y AMP no
variaron en su percepcion de olor; a su vez, los tratamientos con citral presentaron olores
extrafios significativamente mas altos con respecto al dia inicial de proceso (Apéndice 1,
Cuadro 1.11).

En el dia 0 el tratamiento 450 Ci presentd un valor significativamente mas alto (3,18
puntos), posiblemente por la mayor concentracion de citral. Sin embargo, todos los
tratamientos mantuvieron rangos de “no afectado”, con calificaciones entre 0,13 y 3,18
(Apéndice 1, Cuadro 1.11).

En el dia 3, no se encontraron diferencias significativas entre tratamientos, registrando
calificaciones entre 0,6 a 2,3 considerandose en un rango de “no afectados”. Tras 6 dias, el
tratamiento testigo BP fue calificado con un valor de 0,6, valor significativamente menor
con respecto a los tratamientos con citral; a su vez, el tratamiento 450 Ci fue calificado con
3,5 puntos, es decir, tratamiento con la presencia significativa de olor extrafio respecto al
testigo.

En el ultimo dia de almacenamiento los tratamientos con la aplicacion de citral presentaron
valores mas altos principalmente el tratamiento 450 Ci, con respecto a los tratamientos
testigos (BP y AMP), registrando calificaciones de 2,7; 3,2 y 4,8 puntos, respectivamente.
Esto indica que el cambio en la intensidad del olor fue detectado claramente en los
tratamientos con citral. Sin embargo, los valores se encontraron dentro de un rango de “no
afectado”. ES importante destacar que dentro de las observaciones entregadas por el panel
de jueces, los tratamientos con citral presentaron olores parecidos a limén, que si bien son
extrafos al testigo en bolsa BP, no son olores desagradables en dosis bajas.

2.4.4.4 Turgencia

En el dia de proceso la turgencia presento valores entre 12,0 y 13,5 puntos sin diferencias
significativas entre tratamientos, la turgencia no se vio afectada por la aplicacién de citral
presentando un rango de “muy bueno” (Apéndice 1, Cuadro 1.12). A partir del dia 3, no se
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realizaron evaluaciones pues en ensayos anteriores existio el riesgo que los tratamientos
superan el limite microbioldégico recomendado por el Reglamento Sanitario de los
Alimentos (D.S. N° 977/2012; Anexo IlI).

2.4.45 Sabor extrafo

Los valores presentados el dia de proceso fueron de 0,4 a 2,1, sin diferencias significativas
entre tratamientos (Apéndice 1, Cuadro 1.12). Para el entrenamiento de los jueces se le
asigné otra muestra de racula “baby” sin someterlo a ningin tratamiento, solamente
lavados con agua potable, para que pudieran distinguir el sabor caracteristico de este
producto. A partir del dia 3, no se realizaron pues en ensayos anteriores existio el riesgo
que los tratamientos superan el limite microbioldgico que recomienda por el Reglamento
Sanitario de los Alimentos (D.S. N° 977/2012; Anexo II1).

Estos resultados concuerdan con otros autores, los cuales sefialan que el empacado en AMP
mejora la calidad sensorial (Gomez y Artés, 2005; Artés et al., 2006). Del mismo modo
como era de esperarse, el tratamiento testigo en bolsa perforada presentd una disminucién
paulatina de la buena apariencia y color, principalmente al finalizar la conservacion. Pues la
pérdida de calidad de estos vegetales esta asociada a la presencia del amarillamiento que es
un proceso comun de senescencia (Koukounaras et al., 2007).

Resultados similares fueron obtenidos por Martinez et al. (2006), quienes demostraron que
la calidad sensorial de las hojas de rucula salvaje, almacenadas en condiciones de aire, no
eran comercialmente aceptable después de 10 dias de conservacion a 4° C, con respecto a
las hojas en AM.

Por lo que se puede decir que el empleo de atmosferas modificadas mantendria la calidad
sensorial en hojas de rucula “baby” a medida que transcurre la conservacién, del mismo
modo la aplicacion de citral no tendria mayor efecto sobre estos atributos.

2.45 Compuestos funcionales
2.4.5.1 Contenido de fenoles totales

Durante el almacenamiento, el contenido de fenoles totales presenté un aumento al tercer
dia y posteriormente una disminucién que permanecié estable hasta finalizar el
almacenamiento, a excepcion del tratamiento 150 Ci que disminuyd significativamente en
el dia 9 (Figura 2.14). En el dia 0, no se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos, presentando valores entre 44,2 y 46,2 ug EAG g™ pf (Apéndice 1, Cuadro
1.13). En el dia 3 los tratamientos testigos BP y AMP presentaron valores
significativamente menores (47,9 y 50,1 EAG g pf, respectivamente), en relacién al
tratamiento 150 Ci que present6 un valor de 53,6 pg EAG g™ pf.

En el transcurso del dia 6, los tratamientos 150 Ci y 300 Ci mostraron valores
significativamente més altos con relacién a los testigos, de 50,5 y 48,7 ug EAG g™ pf,
respectivamente. En el noveno dia de evaluacion, los tratamientos en AMP presentaron
valores significativamente altos con respecto al tratamiento testigo BP, registrando valores
de 46,1y 40,8 pg EAG g™ pf, respectivamente (Apéndice 1, Cuadro 1.13).
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Figura 2.14. Evaluacion del contenido de fenoles totales en hojas de racula “baby”
conservadas en envases activos con citral, durante 9 dias a 5°C.

Estos resultados sugieren poca variacion del contenido fendlico, coincidiendo con estudios
donde se manifiesta que el contenido fenolico de lechuga “Lollo Rosso” y espinacas frescas
cortadas permanecio estable durante el tiempo de almacenamiento refrigerado (Gill et al.,
1988; Bottino et al., 2009). Del mismo modo Odriozola et al. (2008) no encontraron
variacion de fenoles totales en tomates cortados, almacenados durante 14 dias a
temperatura de refrigeracion y en bandejas de atmésfera modificada.

Sin embargo, se observé el efecto beneficioso del envasado en AMP en los respectivos
tratamientos, principalmente en el Gltimo dia de conservacién, donde no hubo degradacién
del contenido fendlico, a diferencia del tratamiento en aire que empieza la degradacion del
contenido fendlico; resultados similares a los obtenidos por Gil et al. (1998) en acelga
“Swiss chard”.

Por otro lado, el aumento transitorio de fenoles totales en el tercer dia puede ser debido a la
ruptura de los enlaces glucosidicos del tejido celular, que conducen a la formacion de
compuestos fenolicos (Singleton et al., 1999).

2.4.5.2 Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante de las hojas de rticula “baby” disminuyd en el tiempo de
almacenamiento (Figura 2.14). En el dia 0 y 3 no se encontraron diferencias significativas
entre tratamientos, presentando valores entre 26,4 y 29,8 y entre 16,2 y 19,0 ug Trolox g*
pf, respectivamente (Apendice 1, Cuadro 1.15).
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En los dias 6 y 9 de conservacion el tratamiento 150 Ci presentd valores significativamente
mayores con respecto al tratamiento BP (15,9 y 15,1 pg Trolox g™ pf, respectivamente)
(Apéndice 1, Cuadro 1.14).

Resultados similares con respecto a la capacidad antioxidante fueron reportados por Vifia y
Chaves (2006), manifestando que la capacidad antioxidante de apios minimamente
procesados, almacenados a 0 y 10 °C, disminuyé después de 7 dias de almacenamiento. De
igual forma Gil et al. (1999), observaron una disminucion de la actividad antioxidante total
durante el almacenamiento de espinacas minimamente procesadas y envasadas en
atmosfera modificada, atribuyendo el efecto a la sensibilidad de los compuestos
antioxidantes.
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Figura 2.15. Evaluacion de la capacidad antioxidante en hojas de ruacula “baby”
conservadas en envases activos con citral, durante 9 dias a 5°C.

Existen escasos estudios del efecto del citral sobre la capacidad antioxidante de hortalizas,
sin embargo, estos resultados sugieren que la aplicacion de citral no tuvo efecto sobre la
capacidad antioxidante de las hojas de ricula “baby”, ya que el citral es un monoterpeno
aciclico inestable a la oxidacion, por lo que no se puede usar como producto funcional para
aumentar la capacidad antioxidante (Carlini et al., 1986).

Al analizar la posible relacion entre la capacidad antioxidante y el contenido de fenoles
totales de las hojas de racula “baby”, se obtuvo una correlacion no significativa (p <0,05)
en los dias 3, 6 y 9, cuyos coeficientes de correlacion lineal de Pearson fueron 0,19; 0,52 y -
0,13, respectivamente (Apéndice 1, Cuadro 1.15).

Martinez (2008) indicé que cuando la rdcula sufrio6 un minimo proceso, el poder
antioxidante aumento significativamente a la primera hora de conservacion, para luego
mantenerse constante durante el almacenamiento, por lo que una de sus conclusiones fue
que el poder antioxidante de las hortalizas de hoja es dependiente no sélo del contenido de
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fenoles en la cosecha, sino también del contenido de vitaminas antioxidantes, carotenoides
y diferentes polifenoles, los cuales se degradan parcialmente en el procesamiento y
almacenamiento, lo que explicaria una correlacion lineal no significativa en este estudio.

Sin embargo, la literatura contrasta la evidencia sobre la relacion entre fenoles y capacidad
antioxidante, y algunos autores han observado una relacion positiva (Serrano et al., 2006)
mientras que otros reportaron una correlacion débil (Imeh y Khokhar, 2002).

Esto indicaria que, en este estudio, la capacidad antioxidante de hojas de rucula “baby” no
seria explicada solo en base a su contenido de compuestos fendlicos. Esto concuerda con lo
encontrado por Martinez et al. (2006) en rucula, quienes sefialan que la capacidad
antioxidante podria ser atribuida a otros compuestos que no fueron determinados en dicho
estudio, ya que la capacidad antioxidante de hortalizas es conocida por depender de varios
compuestos. Se ha indicado que varios fitoquimicos como flavonoides, acidos fendlicos,
aminoéacidos, acido ascarbico, tocoferoles y pigmentos podrian contribuir con la actividad
antioxidante de hortalizas (Vifa y Chaves, 2006).


http://pubs.acs.org/action/doSearch?action=search&author=Imeh%2C+U&qsSearchArea=author
http://pubs.acs.org/action/doSearch?action=search&author=Khokhar%2C+S&qsSearchArea=author
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2.5 CONCLUSIONES

La evolucion atmosférica de los tratamientos no se vio afectada por la aplicacion de las
diferentes dosis de citral y s6lo se encontré una variacion de color total en el testigo con
aire.

La utilizacion de citral en las dosis estudiadas en hojas de ricula “baby” mantuvo bajos
recuentos microbianos en los primeros 3 dias de conservacién a 5°C, respecto de los
testigos.

El almacenamiento en envases activos con citral mantuvo las caracteristicas sensoriales de
las hojas de rtcula “baby”; sin embargo una mayor dosis de citral podria relacionarse con
un rechazo por parte del consumidor.

El contenido fenodlico al finalizar el tiempo de conservacion.se mantuvo en los tratamientos
en AMP

La capacidad antioxidante de las hojas de rucula “baby” no se vio afectada por la aplicacion
de diferentes dosis de citral, resultando semejante al testigo en AMP. Sin embargo, el
tratamiento 150 Ci present6 los mayores valores de compuestos fenolicos.
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CAPITULO II: EFECTO ANTIMICROBIANO DEL CARVACROL
APLICADO EN ENVASES ACTIVOS SOBRE LAS HOJAS DE
RUCULA “BABY”
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RESUMEN

El objetivo del presente ensayo fue evaluar envases activos con tres concentraciones de
carvacrol y sus efectos sobre la calidad microbioldgica, las variaciones de color y los
compuestos funcionales de hojas de rdcula “baby”, conservadas durante 9 dias a 5°C.
Después del lavado, desinfeccion y enjuague, las hojas fueron envasadas en atmosfera
modificada pasiva (AMP) con un “sachet” de 75, 100 y 150 pL de carvacrol. Asimismo,
se incluyo un testigo en bolsa perforada (BP) y un testigo en AMP. La concentracion
atmosférica de los tratamientos al finalizar la conservacion registrd porcentajes de CO, de
43a45%ydeO,de 7,0 a 9,4 %, sin diferencias significativas entre tratamientos. Al
finalizar la conservacion el tratamiento con mejores recuentos microbioldgicos fue el de
75 pL de carvacrol, obteniendo reducciones de 1,1 log UFC g™ de aerébios meséfilos, 1,5
log UFC g* de enterobacterias y 1,4 log UFC g’ de psicrotrofos. La luminosidad,
saturacion y tono de las hojas de rucula “baby” no presentaron variacion en el transcurso
del tiempo ni entre tratamientos; sin embargo, el tratamiento BP tendié a mostrar hojas
mas claras. Los tratamientos 75 y 100 Ca presentaron un mayor contenido fendlico en el
Gltimo dia de conservacion con valores de 70,3 y 68,6 pg EAG g™ pf, respectivamente;
ademas de una mayor capacidad antioxidante con valores entre 16,4 y 16,9 pg Trolox g™
pf. Con la adicion de carvacrol se obtuvieron efectos beneficiosos que permitieron retrasar
el crecimiento microbiano y reducir la perdida de los compuestos funcionales.
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ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the active packaging with three concentrations
of carvacrol and its effect on the microbiological quality, color changes and the functional
compounds content of baby arugula leafs, stored for 9 days at 5°C. After washing,
disinfection and rinse, the leaves were packed under passive modified atmosphere with a
sachet containing 75, 100 or 150 uL of carvacrol. One control in perforated bag (BP) and
another in passive modified atmosphere (AMP) were included. The gas composition inside
the bags at the end of the storage period was between 4.3 and 4.5 % CO; and between 7.0
and 9.4 % O,, with no statistical difference among the treatments. At the end of the storage,
active package with 75 pL carvacrol, showed reductions of 1.1 log CFU g of total aerobic
mesophiles, 1.5 log CFU g of enterobacteria and 1.4 log CFU g™ of psychrotrophic
bacteria. Initial lightness was between 46.4 and 47.1 with no significant difference among
the active packages with carvacrol. At the end of the storage the treatments of 75 Ca and
100 Ca showed high phenolic content with values of 70.3 and 68.6 pg AGE g™ fw,
respectively, and a high antioxidant capacity with values between 16.4 and 16.9 pug Trolox
g™ fw. Beneficial effects by addition of carvacrol were obtained in terms of delaying the
microbial growth and reducing the lose op functional compounds.
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3.1 INTRODUCCION

Nuevas tendencias en nutricion y estilo de vida moderno estan produciendo una creciente
demanda de productos minimante procesados, encontrandose entre los productos mas
solicitados, ya que proporcionan un alto valor nutricional y mantienen su atractiva frescura
(Burt, 2004). Por otro lado, la busqueda del antimicrobianos de origen natural para la
conservacion de alimentos recibe cada vez mas atencion debido a la preocupacion de los
consumidores por productos alimenticios naturales y una resistencia a los conservantes
convencionales (Gould, 1996).

El carvacrol, 2-metil-5-isopropil fenol, es el componente de varios aceites esenciales,
principalmente constituye el 80% del aceite esencial de orégano y ha demostrado que ejerce
una fuerte actividad antimicrobiana (Edwin et al., 2006). Su estructura quimica esta
representada por un grupo fendlico (Figura 3.1) con un alto poder hidrofébico. El carvacrol
es capaz de desintegrar la membrana externa de la bacterias Gram negativas, permitiendo la
salida de lipopolisararidos e incrementando la permeabilidad de la membrana
citoplasmatica (Lambert et al., 2001; Burt, 2004).

CHs

OH
HsC

CHg

Figura 3.1. Estructura quimica del carvacrol.

Burt (2004) determind que las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de carvacrol
son de 0,05 a 5 mL L™, mientras que Baganboula et al. (2004) evalu6 el potencial del
carvacrol 0,5% y 1,0% v/v para la descontaminacion de lechuga y mostré principalmente la
inhibicion de Shigella sp. Asi mismo Skandamis y Nychas (2000) determinaron que el
aceite esencial de orégano entre 7 a 21 g L™, fue eficaz en la inhibicién de Escherichia coli
0O157:H7 y la reduccion de poblaciones microbianas en productos minimamente procesados
de berenjena en comparacién con el control sin tratar.

Por otro lado, Bagamboula et al. (2004) reportaron reducciones de 2,6 unidades
logaritmicas con la aplicacion de 0,1 % (v/v) de carvacrol en la desinfeccién de hojas de
lechuga inoculada con Shigella sp, almacenadas a 7°C y analizadas tras 24 horas. A pesar
de estos datos, hay poca informacion del uso de estos compuestos durante el procesamiento
y almacenamiento en hortalizas minimamente procesadas. Es por ello la importancia de
investigar la posibilidad de utilizar diferentes concentraciones de carvacrol en envases
activos para hojas de rucula, como una alternativa al uso de productos quimicos sintéticos
para mantener la vida atil del producto; asi como sus efectos sobre la concentracion
atmosférica, la calidad microbioldgica, las variaciones de color y el impacto sobre el
contenido funcional de hojas de rticula “baby”.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002003000467#BIB2
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32 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Lugar de estudio

El ensayo y las evaluaciones se realizaron en el Centro de Estudios Postcosecha (CEPOC)
de la Facultad de Ciencias Agronémicas de la Universidad de Chile, localizados en la Av.
Santa Rosa 11315, La Pintana, Region Metropolitana (R.M.).

3.2.2 Materiales

Se utilizaron hojas de rucula “baby” (Eruca sativa var. Vitale), suministradas por la
Sociedad Agricola Oasis de Lampa Ltda., localizada en la comuna de Lampa, provincia de
Chacabuco, R.M. Este lugar esta geograficamente ubicado a 33° 16’ 60" lat. Sur, 70° 54
long. Oeste y 753 msnm. La forma de cosecha se encuentra detallada en la Seccion 2.2
Materiales y Métodos del Capitulo II.

La materia prima en el dia de cosecha fue caracterizada tomando 30 hojas de ricula “baby”,
las cuales presentaron en promedio 6,1 g de peso; 9,6 cm de largo y 3,3 cm de ancho. El
color present6 un valor de luminosidad de 46,0; una saturacién de 31,4 y tono de 123,7
(Apéndice 2, Cuadro 2.1).

La procedencia del carvacrol, los detalles especificos de las bolsas de envasado, asi como el
“sachet” empleado se detalla en la Seccién 2.2 Materiales y Método del Capitulo II.

3.2.3 Metodologia de proceso y tratamientos

Los procedimientos aplicados en las distintas etapas de procesamiento para hojas de rucula
“baby” se describen detalladamente en la Seccion 2.3 Procedimientos y Tratamientos del
Capitulo Il y se resumen en la Figura 3.2.

El tipo de envasado y las diferentes dosis aplicadas en los tratamientos se detalla en el
Cuadro 3.1. Las dosis de carvacrol se establecieron en base a experimentos preliminares.

Cuadro 3.1. Tratamientos con diferentes dosis de carvacrol aplicados en hojas de rucula
“baby”.

Envasado Concentracion Carvacrol Cadigo de tratamientos
ML
BP(testigo) 0 BP
AMP(testigo) 0 AMP
AMP 75 75Ca
AMP 100 100 Ca
AMP 150 150 Ca

BP: Bolsa perforada.; AMP: Envasado en atmosfera modificada pasiva.; Ca. Carvacrol.
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Recoleccion, transporte y seleccion

Almacenamiento
(5°C, 90% HR, 12 h)

\ 4

Lavado con agua potable
(905, 5°C)

v

Desinfeccion con NaClO 100 mg L™
(90's, 5°C, pH 6,6)

I

Enjuague con agua estéril
(905, 5°C)

\ 4

Centrifugado (50 s)

v

Secado (5 min)

\ 4

Envasado
(Bolsas de 50 g)

Preparacion del “sachet” de carvacrol, introduccion en las bolsas y
sellado

Conservacion (5°C, 9 dias)

Figura 3.2. Diagrama de procesamiento de hojas de rucula “baby” envasadas en una bolsa
con “sachet” de carvacrol.
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3.2.4 Analisis y evaluaciones en hojas de ricula “baby”

3.2.4.1 Atmosfera modificada pasiva

La evolucién de la concentracion de CO, y O, al interior de cada bolsa se determiné con un
analizador de gases manual (Checkpoint, PBI Dansensor, Ringsted, Dinamarca) y los
valores se expresaron como porcentaje de CO, y O,. La metodologia que se siguié se
encuentra detallada en la Seccion 2.2.4 Andlisis y Evaluaciones en las hojas de rucula
“baby” del Capitulo II. Esta medicion se realiz6 los dias 0, 3, 6 y 9 posteriores al
procesamiento.

3.2.4.2 Analisis microbiologico

Para el andlisis de la calidad microbiologica, se muestred 10 g de rucula “baby” de cada
tratamiento y repeticion los dias 0, 3, 6 y 9. Se realizd un recuento de aerobios mesofilos,
un conteo de psicrétrofos y enterobacterias. La metodologia utilizada se encuentra detallada
en la Seccion 2.2.4 Anélisis y Evaluaciones en las hojas de rcula “baby” del Capitulo II.

3.2.4.3 Color

La metodologia utilizada se encuentra detallada en la Seccion 2.2.4 Anélisis y Evaluaciones
en las hojas de racula “baby” del Capitulo IL

3.2.4.4 Determinacion de la calidad sensorial

Se determind la calidad sensorial a los dias 0, 3, 6 y 9 de conservacion. La metodologia
utilizada se encuentra detallada en la Seccion 2.2.4 Analisis y Evaluaciones en las hojas de
ricula “baby” del Capitulo II.

3.2.4.5 Compuestos funcionales

Contenido de fenoles totales

Para la determinacién del contenido de fenoles totales se congelaron muestras de 10 g de
racula “baby” a -80°C, por cada tratamiento y repeticion para su posterior analisis. La
metodologia utilizada se encuentra detallada en la Seccion 2.2.4 Analisis y Evaluaciones en
las hojas de rucula “baby” del Capitulo II.

Capacidad antioxidante

La metodologia utilizada se encuentra detallada en la Seccion 2.2.4 Analisis y Evaluaciones
en las hojas de ricula “baby” del Capitulo II.
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3.3 DISENO DE EXPERIMENTOS Y ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizé un disefio completamente aleatorizado (DCA) con cinco tratamientos y tres
repeticiones. La unidad experimental correspondié a una bolsa de 50 g de hojas de racula
(Gbaby’,.

Los datos obtenidos se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) con un 5% de
significancia, y en caso de existir diferencias significativas entre los tratamientos se
aplicaron pruebas de comparaciones multiples de Tukey mediante el sofware estadistico
InfoStat (version 2008, Grupo InfoStat, FCA, Argentina). Las variables a evaluar fueron la
concentracion de gases al interior de las bolsas, el color de las hojas, la calidad sensorial,
los recuentos microbioldgicos, el contenido de fenoles y la actividad antioxidante. Se
realiz6 correlacién de compuestos funcionales para determinar relacion o dependencia.
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3.4 RESULTADOS Y DISCUSION

3.4.1 Atmosfera modificada pasiva

La Figura 3.3 muestra la evolucion de la concentracion de gases (CO, y O,) al interior de
las bolsas de racula "baby”. En el tiempo de conservacion los tratamientos en AMP
aumentaron la concentracion CO,, alcanzando su estabilidad a partir del sexto dia; asi
mismo, se observo una disminucién paulatina de O».

En el dia de proceso la concentracion de CO, no presentd diferencias significativas entre
los tratamientos, mostrando un valor de alrededor del 0,6 %. En los subsiguientes dias s6lo
se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos AMP, 75, 100 y 150 Ca con
respecto al tratamiento testigo BP, registrando promedios de 3,0; 4,5y 4,6 % en los dias 3,
6, y 9, respectivamente. La concentracion de CO; en el tratamiento BP fluctu6 entre 0,5 y
1,1 % (Apéndice 2, Cuadro 2.2).

Con respecto al O,, inicialmente los tratamientos presentaron una concentracion entre 19,9
y 20,5 % que paulatinamente fue disminuyendo, sin alcanzar la atmdsfera de equilibrio.
Posteriormente solo se encontraron diferencias significativas con respecto al tratamiento
testigo BP, cuya concentracion fluctudé entre 19,7 y 20,3 %, lo que demostré las
condiciones de atmdsfera de aire en todo el tiempo de conservacién. Los tratamientos en
AMP en los dias 3, 6, 9 registraron valores de 16,5; 3,9y 8,5 % de O, (Apéndice 2, Cuadro
2.3).

Diversos estudios indican que el empobrecimiento de O, y/o enriquecimiento con CO,
puede reducir la respiracion, retrasar la maduracién, disminuir la produccién de etileno,
retardar el ablandamiento de la textura y frenar los cambios asociados a la maduracion,
dando como resultado una prolongacion del tiempo de vida util (Das et al., 2006).

Generalmente las concentraciones de 3 a8 % CO, y 2 a5 % O, se recomiendan para el
almacenamiento de frutas y hortalizas minimamente procesadas en AMP (Farber, 1991). En
la presente investigacion se obtuvieron resultados similares en cuanto al contenido de CO,,
por lo que es posible que efectos beneficiosos semejantes a los sefialados se hayan
mostrado en las hojas de racula “baby”. De igual forma, se demostré que la presencia de
carvacrol no tuvo efecto en la concentracion atmosferica.
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Figura 3.3. Evolucion de la concentracion de CO, (A) y de O, (B) en hojas de rdcula
“baby” conservada en envases activos con carvacrol, durante 9 dias a 5°C.
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3.4.2 Anadlisis microbiologico

3.4.2.1 Recuento de aerobios mesofilos

En el tiempo de conservacion todos los tratamientos aumentaron el recuento de aerobios
mesofilos, permaneciendo por debajo del limite microbiolégico maximo permitido en la el
Reglamento Sanitario de los Alimentos (D.S. N° 977/2012; Anexo IllI). Sin embargo, el
tratamiento testigo BP, al finalizar la conservacion llegé a un recuento de 7,4 log UFC g™,
superando dicha reglamento (Figura 3.4).

En el dia 0, los tratamientos con carvacrol presentaron recuentos significativamente
menores con respecto al tratamiento testigo BP, estos tratamiento registraron recuentos
entre 5,0 y 5,5 log UFC g™ (Apéndice 2, Cuadro 2.4).

Desde el tercero al noveno dia de conservacion los tratamientos 75 Ca y 100 Ca
presentaron recuentos significativamente menores con respecto a los testigos, mientras que
el tratamiento 150 Ca present6 un comportamiento similar al testigo AMP, lo que hace
suponer que en este tratamiento hay un exceso en la dosis. Con 75 Ca y 100 Ca se alcanz6
una reduccion de 1,1 unidades logaritmicas con respecto al tratamiento BP (Apéndice 2,
Cuadro 2.4).

BP
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Figura 3.4. Recuento de aerobios mesoéfilos en hojas de ricula “baby” conservadas en
envases activos con carvacrol, durante 9 dias a 5°C.

3.4.2.2 Recuento de enterobacterias

En el tiempo de conservacion, todos los tratamientos aumentaron el contenido de
enterobacterias y a partir del sexto dia superaron los limites microbioldgicos propuestos en
el Reglamento Sanitario de los Alimentos (D.S. N° 977/2012; Anexo IlI; Figura 3.5).
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En el dia de proceso los tratamientos testigos presentaron una carga microbioldgica
significativamente mayor con respecto a los tratamientos en los que se usé carvacrol, los
que presentaron recuentos de 5,5 log UFC g™. Con los tratamientos 75 Ca, 100 Ca y 150 Ca
se alcanzaron reducciones de 0,4 y 0,7 unidades logaritmicas con respecto al tratamiento
testigo BP (Apéndice 2, Cuadro 2.5).

El tratamiento 75 Ca presentd recuentos significativamente menores con respecto a los dos
testigos desde el tercer al noveno dia de conservacion, finalizando con una reduccion de 1,5
unidades logaritmicas con respecto al testigo BP. Finalmente, a pesar del aumento de los
recuentos microbiologicos en el tiempo de conservacion, se observd una disminucion
significativa de enterobacterias con la aplicacion de carvacrol respecto de los testigos
(Apéndice 2, Cuadro 2.5).
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Figura 3.5. Recuento de enterobacterias en hojas de rucula “baby” conservadas en envases
activos con carvacrol, durante 9 dias a 5°C.

3.4.2.3 Recuento de psicroétrofos

En el tiempo de conservacion el contenido de psicrétrofos aumentd en todos los
tratamientos (Figura 3.6). En el dia de proceso el tratamiento 150 Ca presentd recuentos
significativamente menores en comparacion con los tratamientos testigos (BP y AMP)
alcanzando reducciones de 1,7 y 1,3 unidades logaritmicas, respectivamente.

Sin embargo, el tratamiento 75 Ca presentd la mayor efectividad a partir del tercer dia de
almacenamiento, alcanzando reducciones de hasta 1,4 unidades logaritmicas con respecto
del testigo BP (Apéndice 2, Cuadro 2.6). De esta forma, al noveno dia de conservacion los
tratamientos con carvacrol presentaron reducciones significativas con respecto a los testigos
(BP y AMP) a pesar del incremento de los recuentos microbioldgicos con el tiempo de
conservacion.
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Figura 3.6. Recuento de psicrotrofos en hojas de ricula “baby” conservadas en envases
activos con carvacrol, durante 9 dias a 5°C.

Resultados similares a este estudio fueron obtenidos en investigaciones realizadas por
Muriel et al. (2012), quienes determinaron la efectividad antimicrobiana de bolsas con
estructuras de PP/EVOH adicionadas con carvacrol sobre ensaladas de hortalizas
minimamente procesadas  inoculadas con patégenos (E. coli, S. enterica y L.
monocytogenes) y conservadas durante dos dias a 4 °C. Estos autores reportaron
reducciones principalmente de bacterias Gram-negativas de 0,32 y 1,4 unidades
logaritmicas, atribuyendo el efecto a una mayor superficie de contacto con las hortalizas
debido a la bolsa.

En este ensayo, la materia prima después del lavado con agua potable y desinfeccion con
cloro presentd un elevado recuento de aerobios meséfilos (5,5 log UFC g™) en comparacion
con estudios de espinacas minimamente procesadas y envasadas en atmdésfera modificada,
cuyo recuento de aerobios mesoéfilos fue de 3,6 a 4,3 log UFC g™ (Rodriguez et al., 2010).

Por lo comentado, es posible que a pesar de encontrar disminuciones microbianas con la
aplicacion de carvacrol, estos recuentos estén fuera de los limites de aceptabilidad
microbioldgica en el transcurso del tiempo de conservacion, principalmente en el caso de
enterobacterias, ya que se ha determinado que muchos factores influyen en la actividad
antimicrobiana de los aceites esenciales incluyendo la cantidad de flora nativa inicial, la
temperatura y el tipo de organismo (Lambert, 2000).

La disminucion de la efectividad del carvacrol frente a altas poblaciones de enterobacterias
puede deberse a sus caracteristicas. Investigadores afirman que en las hortalizas de hojas se
presenta una microflora dominada por bacterias Gram-negativas (Pseudomonas, Erwinia,
Enterobacter), que en general son menos sensibles a los aceites esenciales o sus
compuestos fenolicos lipofilicos (afinidad por los lipidos), posiblemente por la dificultad
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que estos poseen para difundir a través de la doble capa lipidica (Jacxsens, 2002; Hulin et
al., 1998; Nychas y Tassou, 2000).

Referente a esto, Gutiérrez et al. (2008) manifiestan que para obtener buenos resultados en
matrices alimenticias generalmente se requieren concentraciones elevadas de aceites
esenciales de plantas. Sin embargo, la aplicacion de aceites esenciales en los alimentos
puede estar limitada por los cambios que se producen en la calidad organoléptica y textura
de cada producto (Devlieghere et al., 2004).

3.4.3 Color
3.4.3.1 Luminosidad (L*a,)

En el dia de proceso y el dia 3 no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos, presentando valores promedios de 46,9 y 44,1, respectivamente. En los dias 6
y 9, se presentaron diferencias significativas en los tratamientos 100 Ca y 150 Ca con
respecto al tratamiento BP. El aumento de L*,, en el tratamiento BP se traduce en hojas
mas claras. En el novenos dia los tratamientos en AMP promediaron un valor de 44,8
(Figura 3.7; Apéndice 2, Cuadro 2.7).

3.4.3.2 Saturacién (C¥)

En cuanto a la saturacion, no se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos
en los dias de evaluacion, y de igual forma en el tiempo de conservacion (Figura 3.7;
Apéndice 2, Cuadro 2.7).

3.4.3.3 Tono (Hap)

Los valores de tono no presentaron diferencias significativas entre los tratamientos y se
mantuvieron constantes en el transcurso del tiempo. En el dia O se registraron valores
promedios de 125,0 y en el dia 9 también valores de 125,0 (Figura 3.7; Apéndice 2, Cuadro
2.7).

En cuanto a la diferencia global de color (AEq) de las hojas de rucula “baby” en funcion
del tiempo de conservacion, no se encontré diferencias de color observable, a excepcion de
los tratamientos 100 y 150 Ca en el dia 6 de conservacion. La poca variacion concuerda con
los resultados obtenidos en los parametros de color (Figura 3.8; Apéndice 2, Cuadro 2.8).

La poca variacion de luminosidad, saturacién y tono puede estar ligado al manejo de las
temperaturas de almacenamiento, ya que los procesos de senescencia pueden ser
significativamente retrasados por el uso de bajas temperaturas, probablemente debido a la
reducida actividad metabolica global (Koukounaras et al., 2007).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713512003647#bib11
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Figura 3.7. Evaluacion de los parametros de color L"s, (A), C™ (B) y Has (C) en hojas de
racula “baby” conservadas en envases activos con carvacrol, durante 9 dias a 5°C.
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Figura 3.8. Diferencia global de color en hojas de ricula “baby” conservadas en envases
activos con carvacrol, durante 9 dias a 5°C.

Sin embargo, la presencia de hojas claras en el tratamiento testigo BP puede estar ligado al
contacto con el aire, efecto que se empieza a marcar al finalizar la conservacién
(Koukounaras et al., 2010). Resultados similares son respaldados por Serrano et al. (2006),
donde el tratamiento de brécoli envasado en bolsas con macro-perforaciones presento
variaciones en L, C*y Hap, a diferencia de los tratamientos expuestos en bolsas con
micro-perforaciones y bolsas no perforadas, durante 28 dias a 1°C.

Por otro lado, Koukounaras et al. (2007) encontraron que los cortes en las hojas pueden ser
un factor para la variacion de L ., manifiestan que hojas de ricula enteras, cortadas en
mitades y en cuartos conservadas bajo AMP a 8°C tras 14 dias mostraron un aumento
significativo de L, (valores de 46,89; 47,69 y 48,03, respectivamente), lo que indicarfa,
que en este estudio la manipulacion en tratamientos en AMP se adecuada y no provocé
mayor variacion.

3.4.4 Evaluacién sensorial
3.4.4.1 Apariencia

La apariencia de las hojas de ricula “baby” en el periodo de almacenamiento no mostré una
variacion significativa. En el dia O la apariencia fue calificada con valores de 11,4 a 13,0
puntos. A partir del tercer dia y hasta el noveno dia de conservacion hubo diferencias
significativas entre los tratamientos en AMP con respecto al tratamiento BP, el cual fue
calificado con una menor puntuacion, con valores de 9,3 y 8,5, respectivamente. Sin
embargo, todos los tratamientos estuvieron en un rango de apariencia “muy buena”
(Apéndice 2, Cuadro 2.9).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925521407001494?np=y
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Dentro de las observaciones dadas por los jueces, se sefialo la presencia de colores pardos y
marchitamiento en hojas expuestas al contacto directo con el antimicrobiano, efecto
encontrado en el noveno dia de almacenamiento en el tratamiento con la dosis mas alta de
carvacrol. Sin embargo, no se encontrd una variacion visual significativa con respecto a
este atributo.

3.4.4.2 Intensidad del color

La intensidad de color observado en todos los tratamientos fue similar en el transcurso del
tiempo de conservacion. A excepcion del tratamiento 100 Ca, que en el dia 0 y 3 presento
un color mas intenso en comparacion con el tratamiento BP, sin embargo todos los
tratamientos presentaron valores por encima del limite de aceptacion (Apéndice 2, Cuadro
2.10). Al finalizar el ensayo, el tratamiento testigo BP presentd un valor significativamente
menor (8,5 puntos) con respecto de los tratamientos en AMP, cuya media fue de 10,9. No
obstante todos los tratamientos se encontraron dentro de un rango de color “bueno”.
Resultados que se relacionan con el color medido.

3.4.4.3 Olores extranos

En el transcurso del tiempo de conservacién no se presentd una variacion significativa de la
percepcion de olores extrafios. Inicialmente los jueces calificaron al tratamiento 150 Ca
como el producto con mayor presencia de olores extrafios en comparacion con el
tratamiento BP (Apéndice 2, Cuadro 2.11). Sin embargo, en los diferentes dias de
evaluacion no se encontraron diferencias significativas entre tratamientos, presentando
valores dentro de un rango de “no afectado” (Apéndice 2, Cuadro 2.11).

3.4.4.4 Turgencia

En el dia 1 y 3 se obtuvieron valores de turgencia entre 11,0 y 12,1 y entre 9,3 y 11,2
respectivamente, sin diferencias significativas entre tratamientos. La turgencia no se vio
afectada por la aplicacion de carvacrol siendo calificada en el rango de “muy bueno”
(Apéndice 2, Cuadro 2.12). Este pardmetro fue evaluado solo hasta el tercer dia, pues en
ensayos anteriores existio el riesgo que los tratamientos superan el limite microbioldgico
recomendado por el Reglamento Sanitario de los Alimentos (D.S. N° 977/2012; Anexo I11)
a partir de este dia.

3.4.4.5 Sabor extrano

Los valores obtenidos en el dia 1 y 3 presentaron un rango de 0,7 a 1,5y de 0,9 a 2,2,
respectivamente, valores que estan en el rango de producto “no afectado”. A excepcion del
tratamiento 100 Ca que present6 un valor mayor con respecto al tratamiento testigo BP en
el dia 3 lo que significa que el sabor se vio afectado (Apéndice 2, Cuadro 2.12). Este
parametro al igual que la turgencia se determiné solo hasta el dia 3, por las mismas causas
descritas anteriormente.

La pérdida de apariencia establecida por los jueces en el tratamiento BP al finalizar la
conservacion, concuerda con la determinacion instrumental del color y posiblemente se
deba a la degradacion de la clorofila, a diferencia de los tratamientos en AMP, lo que
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demuestra nuevamente los beneficios del envasado en atmoésferas modificadas para
mantener las caracteristicas sensoriales (Key y Morris, 1994; Zhuang et al., 1995; Gémez y
Artés, 2005).

Los tratamientos con diferentes dosis de carvacrol no presentaron diferencias significativas
en los pardmetros de apariencia, color y olor, resultados comparables con los estudios
realizados por Muriel et al. (2012). A excepcion de la presencia de sabor extrafio
encontrados en el tratamiento 150 Ca al dia 3 de conservacién, por lo que se debe
considerar las posibles afecciones que pueden provocar altas dosis de carvacrol.

Sin embargo, estos resultados difieren con los encontrados por Baganboula et al. (2004),
quienes encontraron que la aplicacion de carvacrol en el lavado de lechuga para
descontaminacién, produjo defectos en las propiedades sensoriales, presentandose
pardeamiento y un olor fuerte. Por otro lado, se indica que existe una disminucion de la
intensidad del olor en el transcurso del tiempo de almacenamiento, ya que los compuestos
activos de aceites esenciales son muy volatiles (Hulin et al., 1998; Friedman et al., 2002),
lo que puede justificar que no se hayan encontrado diferencias significativas entre
tratamientos al finalizar el tiempo de conservacion.

3.4.5 Compuestos funcionales
3.4.5.1 Contenido de fenoles totales

En el tiempo de conservacion, el contenido de fenoles totales en los tratamientos BP, AMP,
75 y 100 Ca presentd disminuciones significativas, seguido de una estabilidad a partir del
dia 6, a diferencia del tratamiento 150 Ca, el cual no present6 fluctuaciones (Figura 3.9).
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Figura 3.9. Evaluacion del contenido de fenoles totales en hojas de ricula “baby”
conservadas en envases activos con carvacrol, durante 9 dias a 5°C.
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En el dia de proceso, los tratamientos BP, 75 y 100 Ca presentaron valores de 78,9, 75,0 y
81,4 ug EAG g™ pf, respectivamente, valores significativamente altos con respecto a los
tratamientos AMP y 150 Ca, los cuales presentaron valores de 59,5 y 64,9 pg EAG g™ pf,
respectivamente (Apéndice 2, Cuadro 2.13).

De igual forma, en el tercer dia de evaluacion los tratamientos BP, 75 Ca y 100 Ca
presentaron valores significativamente altos de compuestos fendlicos con respecto a los
tratamientos AMP y 150 Ca, alcanzando valores de 67,8; 65,5 y 74,3 pug EAG g* pf,
respectivamente (Apéndice 2, Cuadro 2.13.). Al sexto dia, solo los tratamientos con
carvacrol presentaron un contenido fendlico significativamente alto en comparacion con los
testigos, presentando valores entre 64,1y 67,2 pg EAG g™ pf (Apéndice 2, Cuadro 2.13).

En el dia 9, los tratamientos 75 Ca y 100 Ca presentaron valores significativamente altos de
compuestos fenolicos con respecto a los testigos, seguido de 150 Ca, los cuales presentaron
valores de 70,3; 68,6 y 63,3 pg EAG g™ pf, respectivamente (Apéndice 2, Cuadro 2.13).

La relativa estabilidad del contenido fendlico en los tratamientos con carvacrol se debid
probablemente al efecto directo de este AE, considerado como compuesto fendlico
isoprenilo (Ochoa et al., 2012).

3.4.5.2 Capacidad antioxidante

Todos los tratamientos tendieron a disminuir su capacidad antioxidante en el dia 3 y a
permanecer sin fluctuacion en el tiempo de conservacion, a diferencia del tratamiento BP
que fue maés afectado en los dias 6 y 9 con respecto al inicio de la conservacién (Figura
3.10).

s BP

30 4 s AMP
B /5 Ca
N 100 Ca

25 -+ HE 150 Ca

ug Trolox g pf

3 6
Tiempo de conservacion (d)

Figura 3.10. Evaluacion de la capacidad antioxidante (DPPH) en hojas de racula “baby”
conservadas en envases activos con carvacrol, durante 9 dias a 5°C.
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En el dia 0 y 3 no se encontraron diferencias significativas entre tratamientos, presentando
valores de 14,32 19,5y 14,5 a 16,3 pg Trolox g™ pf, respectivamente (Apéndice 2, Cuadro
2.14).

En el dia 6, solo la capacidad antioxidante del tratamiento 150 Ca fue significativamente
mayor (15,3 pg Trolox g™ pf) con respecto al testigo BP (12,1 ug Trolox g* pf). Al
finalizar el tiempo de conservacion, los tratamientos con carvacrol presentaron valores
significativamente altos de capacidad antioxidante, presentando valores promedios de 16,6
g Trolox g™ pf, a diferencia de los tratamientos testigo BP y AMP que presentaron valores
de 11,5y 13,6 pg Trolox g™* pf, respectivamente (Apéndice 2, Cuadro 2.14).

Es posible que la estabilidad de la capacidad antioxidante al noveno dia de conservacion
esté relacionada a la actividad antioxidante propia del carvacrol, de acuerdo con lo sefialado
por Guerra et al. (2008).

Resultados semejantes se obtuvieron en estudios realizados por Ochoa et al. (2012),
quienes evaluaron la calidad de rodajas de manzana sumergidas en diferentes soluciones de
aceite esencial de orégano y conservadas a 5°C, indicando que la aplicacion de este aceite
esencial incremento significativamente la actividad antioxidante de la fruta.

La relacion entre la capacidad antioxidante y el contenido de fenoles totales de hojas de
ricula “baby”, inicialmente, no presentd correlacion lineal significativa (p<0,05), el
coeficiente de Pearson estuvo entre 0,14 y 0,57 (Apéndice 2, Cuadro 2.15). Al finalizar el
tiempo de conservacién, se mostré que la capacidad antioxidante tuvo correlacién
significativa (p<0,05) con el contenido de fenoles totales, resultados que concuerdan con la
presencia de carvacrol.

Estos resultados concuerdan con los estudios de Odriozola et al. (2008), quienes
encontraron que la capacidad antioxidante de rodajas de tomate se correlacioné bien con el
contenido fendlico.
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3.5 CONCLUSIONES

La atmosfera generada con el carvacrol contribuyo a retardar los efectos causados por la
senescencia, conservando el color y apariencia de las hojas de racula “baby” en el tiempo
de conservacion evaluado, siendo posible asumir un mayor tiempo de vida util.

El carvacrol en envases activos fue efectivo para retardar el desarrollo microbiano en hojas
de racula “baby” en comparacion con el testigo, aunque sus efectos beneficiosos se vieron
disminuidos en el tiempo debido a la elevada carga microbioldgica inicial. La mejor
aplicacion fue la de 75 pL de carvacrol, obteniendo reducciones en RAM, enterobacterias y
psicrétrofos.

Las caracteristicas sensoriales de hojas de ricula “baby” en envases activos con carvacrol
no se vieron afectadas, manteniendo una adecuada apariencia y color. Sin embargo, en los
tratamientos con las mayores dosis de carvacrol evaluadas el panel percibi6 un nivel bajo
de sabores extrafios.

El uso de envases activos con carvacrol redujo la perdida de compuestos funcionales y
mantuvo elevados niveles de capacidad antioxidante en el tiempo de conservacion del
producto.
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CAPITULO I1l: EFECTO COMBINADO DE LA LUZ UV-CY
ENVASES ACTIVOS CON CITRAL Y CARVACROL SOBRE HOJAS
DE RUCULA “BABY”
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RESUMEN

Existe una real necesidad de encontrar alternativas de conservacion para hortalizas
minimamente procesadas, que mejoren la eficacia del lavado y eviten el uso de
antimicrobianos sintéticos. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la luz UV-C como
pre-tratamiento junto con envases activos con antimicrobianos naturales para la
conservacion de hojas de racula “baby”. Se evaluaron los efectos producidos sobre la
concentracion atmosférica, la calidad microbiol6gica, las variaciones de color y el impacto
dado sobre el contenido de compuestos funcionales. Las hojas fueron lavadas y tratadas 4
min con luz UV-C (10 kJ m™) para luego ser envasadas en bolsas de polipropileno de baja
permeabilidad con antimicrobianos naturales, conservandolas durante 9 dias a 5°C. Los
antimicrobianos se aplicaron en “sachet” (150 uL citral; 75 pL carvacrol; mezcla de 150
uL citral y 75 pL carvacrol) dentro de cada bolsa. También se incluyd un testigo sin tratar
(BP) y un testigo con UV-C sin antimicrobiano. La concentracion de O; en el tercer dia
disminuy6 aproximadamente de 20% a 10% Yy en el noveno dia hasta valores entre 0,5% y
3%. Las concentraciones de CO, aumentaron en todos los envases (excepto en BP),
aproximadamente desde 1% a 8,0 % en el tiempo de conservacion. Todos los tratamientos
redujeron el recuento de RAM, enterobacterias y psicrotrofos entre 1 a 2 log UFC g™ en
comparacion con el testigo sin tratar. La combinacion de luz UV-C y la mezcla de
antimicrobianos redujeron significativamente la carga microbiana durante 6 dias. Los
parametros de color permanecieron estables en todos los tratamientos, a excepcién del
tratamiento BP que increment6 su luminosidad al final de la conservacién. Visualmente
las hojas no fueron afectadas pero se encontraron olores extrafios con respecto al testigo,
principalmente en los primeros dias. El contenido de fenoles totales fue mayor en los
tratamientos con UV-C y antimicrobianos naturales, y a su vez disminuyo al noveno dia
de conservacion, a diferencia de la capacidad antioxidante que disminuy6 paulatinamente.
Los resultados sugieren que los envases activos con antimicrobianos naturales y luz UV-C
podrian ser utilizados como una técnica innovadora para retrasar el crecimiento
microbiano y mantener el color en rucula “baby” minimamente procesada.
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ABSTRACT

Nowadays, there is a real need to find alternative means for preservation of fresh-cut
vegetables, to improve washing efficiency and to avoid the use of synthetic antimicrobials.
The objective of this work was to assess the effect of UV-C light used as a pre-treatment
and active packaging with natural antimicrobials for arugula baby leaves. The effect on
atmosphere evolution, microbiological quality, color changes and the impact on functional
quality were evaluated. The leaves were washed, treated for 4 min with UV-C light (10 KJ
m™), packed in low permeability polypropylene bags with a sachet containing natural
antimicrobials and stored for 9 days at 5°C. The sachets contained the following essential
oils: 150 pL citral; 75 pL carvacrol; mix of 150 pL citral y 75 pL carvacrol. Also, one
untreated control and one UV-C treated control with no antimicrobial addition were
included. The O, concentration decreased approximately from 20 to 10% on the third day
and from 3 to 0,5% on the ninth day. The CO, concentration increased in all packages
(except in the control BP) from 1% to 8,0% at the end of the storage period. All the
treatments reduced the aerobic mesophilic, psychrotrophic bacteria and enterobacteria
between 1 and 2 log CFU/g in comparison with the untreated control. The combination of
UV-C light and the antimicrobial mix significantly reduced the microbial load during 6
days. Color parameters were maintained constant in all the treatments, except the BP
treatment which increased lightness at the end of the storage. Visually, the leaves were no
affected; whereas, strange odors were found compared with the control, especially on the
first days. The total phenolic content was higher in the treatments with UV-C and natural
antimicrobials, and it decreased on the ninth day of storage; conversely, the antioxidant
capacity decreased gradually with time. The results suggest that active packaging with
natural antimicrobials and UV-C light could be used as an innovative technique to delay the
microbial growth and maintain the green color of baby arugula salads.
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41 INTRODUCCION

Las ensaladas minimamente procesadas se encuentran entre los productos mas solicitados,
ya que proporcionan un alto valor nutricional, manteniendo su atractiva frescura. Es por
ello que existe una real necesidad para encontrar alternativas para la conservacion de las
frutas y hortalizas minimamente procesadas, para mejorar la eficacia del lavado y evitar el
uso de antimicrobianos sintéticos. Se han propuesto alternativas 0 métodos modificados,
como el envasado en atmosfera modificada, la adicion de antimicrobianos naturales (AN) y
la luz ultravioleta (Rico et al., 2007).

La luz ultravioleta (UV) de onda corta (UV-C, 254 nm) puede ser considerada como una
nueva tecnologia para prolongar la vida postcosecha de frutas y hortalizas enteras y
cortadas (Rivera et al., 2007). Se puede reducir drasticamente la carga microbiana con la
aplicacion con un equipo relativamente econdmico y es considerada como una técnica, facil
de usar, sujeto a ciertas precauciones de seguridad por lo que fue recientemente aprobada
por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de EE.UU. (FDA) (Bintsis et al.,
2000).

Se ha informado que dosis de 0,5 a 20 kJ m™ inhiben el crecimiento microbiano mediante
la induccion de la formacion de dimeros de pirimidina que distorsionan la hélice de ADN,
llegando a causar la muerte celular, sin alterar la estructura de las células vegetales. La
eficacia de la radiacion UV-C parece ser independiente de la temperatura en el intervalo de
5a 37 °C (Artés et al., 2009).

Hay evidencia del efecto positivo del tratamiento de UV-C, lo cual aumenta las propiedades
nutracéuticas de los alimentos y la sintesis de compuestos que actdan con los mecanismos
de defensa natural de los vegetales expuestos a estrés (Cisneros, 2003). De igual forma
Rivera et al. (2007) manifiestan que la aplicacion de UV-C podria modificar las
propiedades nutricionales de frutas y hortalizas, observando una acumulacion de
fitoalexinas y el incremento de algunas vitaminas y antioxidantes. Asi como un incremento
en la actividad de la enzima fenilalanina amino-liasa (PAL), precursora de compuestos
fenolicos vy ligninas.

Allende y Artés (2003a) estudiaron el efecto combinado de AMP vy radiacion UV-C (254
nm) en lechuga minimamente procesada, demostrando reducir las poblaciones microbianas
relacionadas con el deterioro y pudricion del producto. Pero también, encontraron efectos
negativos como el aumento del estrés bioldgico, la tasa de respiracion y la posible
lignificacion en el proceso, que cambia la apariencia de las muestras.

Otros estudios informan que la radiacion UV-C inhibié el crecimiento microbiano,
retrasando el deterioro y la senescencia del zapallo italiano (Cucurbita pepo) cortado en
rodajas y conservado por 12 diasa 5 y 10°C (Erkan et al., 2001).

De igual forma Allende et al. (2006) ratifican que la aplicacion de dosis altas de UV-C,
como 7,11 kJ m?y un almacenamiento en atmésfera modificada pasiva a 5°C por 10 dias,
fue efectivo para reducir la microflora natural de lechugas “roble rojo” minimamente
procesadas.
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Sin embargo, se encuentran pocos estudios sobre la aplicacién de UV-C y antimicrobianos
naturales en hortalizas de hoja. Es por ello que el objetivo de este trabajo fue evaluar el
envasado activo con antimicrobianos naturales (citral y carvacrol) aplicados por separado y
en combinacion dentro de bolsas con ricula “baby” y aplicando luz UV-C (10 kJ.m?) como
un pre-tratamiento, a fin de controlar el crecimiento microbiano durante la postcosecha y
mantener la calidad general.
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42  MATERIALES Y METODOS
4.2.1 Lugar de estudio

El ensayo y las evaluaciones se realizaron en el Centro de Estudios Postcosecha (CEPOC)
de la Facultad de Ciencias Agronomicas de la Universidad de Chile, localizados en la Av.
Santa Rosa 11315, La Pintana, Region Metropolitana (R.M.).

4.2.2 Materiales

Se utilizaron hojas de rticula “baby” (Eruca sativa var. Vitale), suministradas por la
Sociedad Agricola Oasis de Lampa Ltda., localizada en la comuna de Lampa, provincia de
Chacabuco, R.M. Este lugar esta geograficamente ubicado a 33° 16’ 60" lat. Sur, 70° 54
long. Oeste y 753 msnm. Las hojas de rcula “baby” fueron cosechadas en el mes de
noviembre. Estas plantas crecieron por siembra directa y la forma de cosecha se encuentra
detallada en la Seccion Materiales y Métodos del Capitulo II.

La materia prima en el dia de cosecha fue caracterizada tomando 30 hojas de ricula “baby”,
las cuales presentaron en promedio 6,1 g de peso, 9,6 cm de largo y 3,1 cm de ancho. El
color presentd un valor de luminosidad de 44,6, con una saturacion de 28,1 y de tono de
235,2 (Apéndice 3, Cuadro 3.1). La procedencia del citral y carvacrol, asi como las
especificaciones de las bolsas para envasado, como el sachet empleado se detallan en la
Seccion Materiales y Métodos del Capitulo 11y I11.

4.2.3 Metodologia de proceso y tratamientos

Los procedimientos aplicados en las distintas etapas de procesamiento para hojas de rucula
“baby” son similares a los descritos en la Seccidon Procedimientos y Tratamientos del
Capitulo 11, a los que adicionalmente posterior al lavado y secado se aplico luz UV-C. La
Figura 4.1 muestra los procedimientos realizados en este ensayo.

Aplicacion de luz UV-C

La camara de luz UV-C utilizada estaba provista con 6 lamparas germicidas sin filtro de 36
W (TUV 36W/G36 T8, Philips, Holanda), 3 de ellas ubicadas en la parte superior y las
otras 3 en la parte inferior a 18 cm de la rejilla central. Las hojas de racula fueron colocadas
sobre la rejilla (1,3 x 0,5 x 0,7 m) de la camara UV-C (Figura 4.2). Posteriormente se aplico
una dosis de 10 kJ.m? de UV-C, en un tiempo de 4 minutos, la dosis fue seleccionada
basandose en informes anteriores, la cual fue verificada con un radiometro (Hinojosa et al.,
2013).
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Recoleccidn, transporte y seleccion de las hojas de racula
G‘baby”

\ 4

Almacenamiento
(5°C. 90% HR. 12 h)

A\ 4

Lavado con agua potable
(905, 5°C)

\ 4

Desinfeccién con NaClO 100 mg L™
(90 s, 5°C, pH 6,6)

A 4

Enjuague con agua estéril
(90, 5°C)

A 4

Centrifugado (50 s)

A\ 4

Secado (5 min)

l

Aplicacion UV-C (10 kJ m™, 4 min)

v

Envasado
(Bolsas de 50 g)

A\ 4

Preparacion del “sachet” de carvacrol introduccion en
bolsas y sellado

v

Conservacion (5°C, 9 dias)

Figura 4.1. Diagrama de procesamiento de hojas de racula “baby en combinacion de luz
UV-C y envases activos con citral y carvacrol.
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Figura 4.2. Aplicacion de luz UV-C

El tipo de envasado y las diferentes dosis aplicadas en los tratamientos se detallan en el
siguiente Cuadro 4.1. Las dosis se seleccionaron en base a experimentos preliminares.

Cuadro 4.1. Tratamientos de luz UV-C vy diferentes dosis de antimicrobianos naturales en
hojas de rucula “baby”.

Envasado Dosis luz UV-C Concentracion AN Cédlg_o de
tratamientos
kJ m? uL
BP(testigo) 0 0 BP
UVC(testigo) 10 0 uvc
AMP 10 150 150 Ci
AMP 10 75 75 Ca
AMP 10 150+75 150Ci+75Ca

BP: Bolsa perforada.; AMP: Envasado en atmosfera modificada pasiva.

4.2.4  Analisis y evaluaciones en hojas de rucula “baby”

4.2.4.1 Atmosfera modificada pasiva

La evolucion de la concentracion de CO, y O, al interior de cada bolsa se determiné con un
analizador de gases manual (Checkpoint, PBI Dansensor, Ringsted, Dinamarca) y los
valores se expresaron como porcentaje de CO;, y O,. La metodologia que se siguié se
encuentra detallada en la Seccion Anélisis y Evaluaciones en las hojas de rucula “baby” del
Capitulo Il. Esta medicion se realizé los dias 1, 3, 6 y 9 posteriores al proceso.

4.2.3.2 Analisis microbioldgico

Para el anlisis de la calidad microbioldgica, se muestrearon 10 g de racula “baby” de cada
tratamiento y repeticion los dias 1, 3, 6 y 9. Se realizd un recuento de aerobios mesofilos,
enterobacterias, psicrotrofos y adicionalmente de E.coli. La metodologia utilizada se
encuentra detallada en la Seccion Analisis y Evaluaciones en las hojas de ricula “baby” del
Capitulo 1I.
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4.2.3.3 Color

La metodologia utilizada se encuentra detallada en la Seccién Analisis y Evaluaciones en
las hojas de rucula “baby” del Capitulo II.

4.2.3.4 Determinacion de la calidad sensorial

Se determind la calidad sensorial a los dias 1, 3, 6 y 9 de conservacion. La metodologia
utilizada se encuentra detallada en la Seccion Analisis y Evaluaciones en las hojas de rucula
“baby” del Capitulo II.

4.2.3.5 Compuestos funcionales

Contenido de fenoles totales

Para la determinacion del contenido de fenoles totales se congelaron a -80°C muestras de
10 g de rlicula “baby” para su posterior andlisis. Las muestras correspondieron a los dias 1,
3, 6 y 9 de conservacién, de cada tratamiento y repeticion. La metodologia utilizada se
encuentra detallada en la seccién compuestos funcionales del Capitulo I1.

Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante se midi6 por el método 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo hidratado
(DPPH"). La evaluacién correspondié a los dias 1, 3, 6 y 9 de conservacion, de cada
tratamiento y repeticion, cuya metodologia se encuentra detallada en la Secci6n de
Compuestos Funcionales del Capitulo II.

Adicionalmente también se evalué por el método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant
Power), donde la capacidad antioxidante de las hojas se evalué como la capacidad para
reducir Fe*® a Fe*?, segiin el método de Benzie y Strain (2006) con modificaciones. El
reactivo empleado fue el TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina) (Sigma, Saint Louis, Missouri,
EE.UU.), el cual es incoloro cuando esta unido al Fe**, pero adquiere un color azulado al
reducir de férrico a ferroso a bajo pH. La actividad antioxidante se midi6 en un
espectrofotometro (OPTIZEN, ARQUIMED Chile) a 593 nm cada 10 s por 5 min,
observando el aumento de la absorbancia.

Las curvas de calibrado se realizaron empleando como estandar un analogo sintético de la
vitamina E, conocido como Trolox (acido-6- hidroxi- 2, 5, 7, 8 tetrametilcromano-2-
carboxilico) (Sigma, Saint Louis, Missouri, EE.UU.).

Determinacion de vitamina C

El contenido de vitamina C se determin6 como é&cido ascérbico (AA), siguiendo la
metodologia propuesta por Zapata y Dufour (1992) con modificaciones. Se homogenizaron
5 g de hojas con 8 ml de extractante (0,1 M &cido citrico + 0,05% EDTA + 5% MeOH +
95% agua + 4mM NaF). Luego se filtr6 por gasa y filtro Millipore de 0,45 micras
estandarizando a un pH de 2,2 a 2,4. El derivatizante empleado fue el ortofenilen diamina
(OPDA) y la muestra fue analizada utilizando un cromatégrafo HPLC (Agilent Tecnologies
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1200 series, EE.UU.) a 261 nm. Se logro separar el AA en una columna de Kromasil 100-
5C18 (250 x 4,6 mm; Akzonobel, Barcelona, Espafia). La fase mévil fue de MeOH / H,O
(5:95 v/v) con 5 mM cetrimida y 50 mM de fosfato dihidrogeno de potasio a pH 4,5. Se
detect6 a una longitud de onda de 261 nm.

Se utilizd para la cuantificacion una curva estandar de L -4cido ascorbico puro (Sigma,
Saint Louis, Missouri, EE.UU). Los resultados se expresaron como pg de &cido ascérbico
por g de peso fresco. La vitamina C se analizo los dias 1, 3 'y 9 de conservacion.

43  DISENO DE EXPERIMENTOS Y ANALISIS ESTADISTICO

Se utiliz6 un disefio completamente aleatorizado (DCA) con cinco tratamientos y tres
repeticiones (Cuadro 4.1). La unidad experimental correspondié a una bolsa de 50 g de
hojas de rucula “baby”.

Los datos obtenidos se sometieron a un andlisis de varianza (ANOVA) con un 5% de
significancia, y en caso de existir diferencias significativas entre los tratamientos se
aplicaron pruebas de comparaciones multiples de Tukey mediante el sofware estadistico
InfoStat (version 2008, Grupo InfoStat, FCA, Argentina). Las variables a evaluar fueron la
concentracion de gases al interior de las bolsas, el color de las hojas, la calidad sensorial,
los recuentos microbioldgicos, el contenido de fenoles y la actividad antioxidante. Se
analizo la correlacion de compuestos funcionales para determinar relacion o dependencia.
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44  RESULTADOS Y DISCUSION

4.4.1 Atmosfera modificada pasiva

La Figura 4.3 muestra la evolucion de la concentracion de gases al interior de las bolsas de
racula "baby” durante el tiempo de conservacion, la cual refleja un incremento de CO; y
una fuerte disminucién del O, principalmente en los tratamientos con UV-C vy
antimicrobianos naturales con respecto al tratamiento testigo BP. El tratamiento testigo BP
presentd de 1,0 a 1,7 % CO, y 19,4 % O,, naturalmente por el intercambio con la
atmosfera externa.

En el dia 1, el CO; en los tratamientos con UV-C y antimicrobianos naturales presentaron
concentraciones entre 0,9 a 1,5 %. Posteriormente, en el dia 3 se observaron diferencias
significativas entre el tratamiento testigo BP y los tratamientos con la aplicacién de UV-C
el cual fue significativamente menor, a la vez los tratamientos con UV-C y aplicacion de
antimicrobianos naturales no mostraron diferencias significativas entre si. EI mismo efecto
se presentd en el dia 9, donde los tratamientos con UV-C presentaron valores alrededor del
8,0 % CO; (Apendice 3, Cuadro 3.2).

Con respecto al O, inicialmente los tratamientos presentaron una concentracion entre 19,2
y 19,9 % que paulatinamente fue disminuyendo, sin alcanzar la atmosfera de equilibrio.
Posteriormente los tratamientos con UV-C en los dias 3, 6, 9 registraron valores promedios
de 11,3; 3,9 % y 1 % de O, (Apéndice 3, Cuadro 3.3).

Los cambios atmosféricos al interior de la bolsa son causados por la respiracion de los
tejidos vegetales y las tasas de difusion de los gases a través de la pelicula (Gil et al., 1998).
En este estudio se observo que los tratamientos con UV-C tuvieron un descenso del O, méas
rapido que los tratamientos AMP en los ensayos 1y 2, probablemente por un aumento en la

tasa de respiracion de las hojas de ricula “baby” en respuesta al estrés provocado por la luz
UV-C.

Allende y Artés (2003) sefialan que cuando se aumentd las dosis de radiacion UV-C en
lechuga fresca cortada, se observaron aumentos significativos de la tasa de respiracion,
induciendo a mayores concentraciones de CO; y consumo de O, en las bolsas almacenadas
a5°C.

Este aumento de la respiracion por UV-C se deberia a que en los tejidos de las plantas
dafadas se altera la permeabilidad de la membrana y presentan un aumento en la frecuencia
respiratoria (Erkan et al., 2001). Asimismo, Tardon et al. (2011) observaron que brotes de
alfalfa tratados con diferentes dosis de radiaciéon UV-C (0,35; 5,26 y 10,18 kJ. m?),
presentaron inmediatamente tasas respiratorias mas altas en comparacion al testigo, cuyo
producto fue almacenado 8 dias a5 °C.
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Figura 4.3. Evolucion de la concentracion de CO, (A) y consumo de O, (B) en bolsas de

rucula “baby” almacenadas en envases activos con antimicrobianos naturales y UV-C,
durante 9 dias a 5°C.
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4.4.2 Andlisis microbiologico

4.4.2.1 Recuento de aerobios mesofilos

En el tiempo de conservacion todos los tratamientos aumentaron significativamente el
recuento de aerobios hasta el sexto dia, a partir del cual permanecié estable (Figura 4.3).
Todos los tratamientos se encontraron con niveles dentro del Reglamento Sanitario de los
Alimentos (D.S. N° 977/2012; Anexo IlI).

En el dia 1, los tratamientos con UV-C presentaron diferencias significativas con respecto
al tratamiento testigo BP mostrando recuentos significativamente menores. A su vez, el
tratamiento de UV-C con la mezcla combinada de antimicrobianos (150Ci+75Ca) mostro la
mayor reduccién significativa de 1,6 unidades logaritmicas con respecto al testigo BP
(Apéndice 3, Cuadro 3.4). Resultados similares se presentaron al tercer dia donde los
tratamientos con antimicrobianos naturales resultaron ser mas efectivos con respecto a los
tratamientos testigos.
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/1 75 Ca
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Tiempo de conservacion (d)

Figura 4.3. Recuento de aerobios mesofilos en hojas de rucula “baby” conservadas en
envases activos con antimicrobianos naturales y UV-C, durante 9 dias a 5°C.

En el dia 6, los tratamientos BP y 150 Ci presentaron recuentos significativamente altos
promediando 6,2 log UFC g™, seguido del tratamiento testigo UV-C y la aplicacién de 75
pL de carvacrol. Sin embargo, la combinacion de antimicrobianos (150Ci+75Ca) continlio
siendo mas efectiva, presentado reducciones de 1,2 y 0,5 log con respecto a los testigos (BP
y UVC). En el dia 9, los tratamientos con UV-C y antimicrobianos naturales presentaron
recuentos significativamente menores con respecto al tratamiento testigo BP y se alcanzé
una reduccion de 1,0 unidad logaritmica (Apéndice 3, Cuadro 3.4).



82

4.4.2.2 Recuento de enterobacterias

Durante el almacenamiento los recuentos de enterobacterias aumentaron paulatinamente en
todos los tratamientos (Figura 4.5). En el dia 1, los tratamientos con UV-C vy
antimicrobianos naturales presentaron recuentos entre 2,5 y 3,4 log UFC g™, recuentos
significativamente menores con respecto al tratamiento testigo BP, que presentd un
recuento de 4,5 log UFC g*. A su vez, el tratamiento con la mezcla de AN obtuvo
reducciones significativas de mas de 2 ciclos logaritmicos respecto al testigo BP (Apéndice
3, Cuadro 3.5).
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Figura 4.5. Recuento de enterobacterias en hojas de rucula “baby” conservadas en envases
activos con antimicrobianos naturales y UV-C, durante 9 dias a 5°C.

Del mismo modo, en el tercer dia y hasta el noveno, los tratamientos con UV-C y envases
activos presentaron recuentos de enterobacterias significativamente menores en
comparacion con el tratamiento testigo BP, alcanzando reducciones promedios de 1,4; 1,8y
0,9 unidades logaritmicas, respectivamente. Cabe destacar que en el sexto dia, el
tratamiento 150Ci+75Ca present0 reducciones de hasta 2,7 unidades logaritmicas con
respecto al tratamiento testigo BP (Apéndice 3, Cuadro 3.5).

4.4.2.3 Recuento de E. coli

Al aumentar el tiempo de conservacion también aumento el recuento de E.coli (Figura 4.6).
Inicialmente no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos con UV-C y
el testigo BP, a excepcidn del tratamiento 150Ci+75Ca, que fue significativamente menor
con respecto al tratamiento testigo BP, mostrando reducciones de 3,4 unidades logaritmicas
(Apéndice 3, Cuadro 3.6). Sin embargo, solo los tratamientos con la aplicacion de
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antimicrobianos naturales se encontraron dentro de los limites microbioldgicos dados en el
Reglamento Sanitario de los Alimentos (D.S. N° 977/2012; Anexo I11).
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Figura 4.6. Recuento de E.coli en hojas de rucula “baby” conservadas en envases activos
con antimicrobianos naturales y UV-C, durante 9 dias a 5°C.

En el dia 3 y 6 el tratamiento 150Ci+75Ca presentd valores significativamente menores con
respecto a los otros tratamientos, alcanzando reducciones de 2,0 y 3,3 unidades
logaritmicas con respecto al tratamiento BP, respectivamente. Los demas tratamientos no
presentaron diferencias significativas entre si y a su vez sobrepasaron los limites
microbioldgicos en el Reglamento Sanitario de los Alimentos (D.S. N° 977/2012; Anexo
).

Al finalizar el tiempo de conservacion no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos testigos y los envases con la aplicacién de antimicrobianos naturales, en este
periodo todos los tratamientos sobrepasaron los limites propuestos en el Reglamento
Sanitario de los Alimentos (D.S. N° 977/2012; Anexo I1I).

4.4.2.4 Recuento de psicrétrofos

En el dia 1, la aplicacion de UV-C resultd ser efectiva presentando recuentos
significativamente menores con respecto al tratamiento testigo BP. Sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas entre las diferentes dosis de antimicrobianos
naturales (Figura 4.7; Apéndice 3, Cuadro 3.7).

En el tercer dia de evaluacion el tratamiento testigo BP presentd un recuento
significativamente mayor (4,3 log UFC g), mientras que los tratamientos con UV-C y
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antimicrobianos naturales presentaron recuentos entre 2,6 a 3,3 log UFC g-1, a su vez la
aplicacion de 150 Ci fue mas efectiva con respecto a los testigos (Apéndice 3, Cuadro 3.7).

En el sexto dia la combinacion de antimicrobianos fue el tratamiento mas efectivo y
presento el menor recuento, alcanzando reducciones de hasta 2,2 unidades logaritmicas con
respecto al tratamiento testigo BP (Apéndice 3, Cuadro 3.7). En el ultimo dia de
conservacion se encontraron diferencias significativas entre el testigo BP y los tratamientos
con UV-C, con los que se alcanzaron reducciones entre 0,5 y 0,7 unidades logaritmicas.
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Figura 4.7. Recuento de psicrotrofos en hojas de ricula “baby” conservadas en envases
activos con antimicrobianos naturales y UV-C, durante 9 dias a 5°C.

La efectividad de la luz UV-C en cuanto a mesoéfilos aerobios, se ve reportada en estudios
realizados por Alegria et al. (2012), quienes sefialan que la aplicacion de UV-C (0,78 kI m”
%) en zanahorias ralladas almacenadas a 5°C por 10 dias, logré una reduccion de 1,7 ciclos
log en comparacion con la carga inicial de este microorganismo, siendo tan eficaz como la
descontaminacién con cloro. Pero también sefiala que el recuento aumento en el séptimo
dia de conservacion, sin encontrar diferencias significativas con respecto al tratamiento
control, resultados semejantes a los obtenidos en este estudio.

Para enterobacterias y bacterias psicrétrofas los tratamientos con UV-C y la combinacion
de antimicrobianos naturales fue efectiva hasta el noveno dia de conservacién, lo cual fue
similar a lo obtenido por Allende y Artés (2003b), los que indican que la aplicacion de la
dosis de UV-C (8,14 kJ m™) fue efectiva para controlar el desarrollo de psicrétrofos hasta el
octavo dia en trozos de lechuga fresca.

Estas diferencias se deben posiblemente a que la mayoria de los microorganismos tienen un
sistema reparador de ADN que puede eliminar dimeros de pirimidina. Este proceso de
reparacion, a menudo presenta su propio conjunto de mutaciones en el ADN que pueden
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afectar la viabilidad y/o la tasa de crecimiento de las células microbianas (Allende et al.,
2006). Esta misma razén podria justificar lo sucedido en el recuento de E. coli al finalizar la
conservacion.

Por otro lado, estudios in vitro realizados por Gutiérrez et al. (2008) indican que la
combinacion de orégano con tomillo presentd una mayor eficacia que al aplicarlo por
separado, frente a cuatro agentes patégenos estudiados (B. cereus, E. coli, L.
monocytogenes y P. aeruginosa). Burt (2004) manifiesta que este efecto puede deberse a
que los grupos hidroxilo mejoran la eficacia del AN y que la mezcla puede tener un efecto
sinérgico o potenciador a causa de su composicion, y como resultado las combinaciones
pueden mejorar la eficacia porque cada uno afecta a distintos sitios del microorganismo. En
este caso se combind un terpenoide (citral) con un polifenol (carvacrol) lo que confirmaria
que la mezcla de citral y carvacrol podria ser mas efectiva contra la carga microbiana de
hojas de rucula “baby”.

Sin embargo, el mecanismo de accién, asi como la composicion de antimicrobianos
naturales merece ser estudiado con mas detalle a fin de aclarar por qué las combinaciones
de antimicrobianos naturales con una actividad antimicrobiana moderada producen efectos
sinérgicos (Lambert et al., 2001).

Factores como una adecuada AMP y reducida carga microbiana se ven reflejados en la
efectividad de los tratamientos, principalmente en los primeros dias de conservacion (Artés,
2006).

4.4.3 Color

4.4.3.1Luminosidad (L")

En el tiempo de conservacion no se encontraron variaciones significativas de L* (Figura
4.8). En los dias 1, 3 y 6 no se encontraron diferencias significativas entre tratamientos, las
hojas de rucula “baby” presentaron un promedio de L* de 46,1; 45,8 y 46,7,
respectivamente (Apéndice 3, Cuadro 3.8). El Gltimo dia de conservacién se observaron
diferencias significativas entre el tratamiento testigo BP con respecto a los tratamientos con
UV-C y antimicrobianos naturales, presentando valores significativamente mas altos. Este
aumento se tradujo en hojas mas claras en contacto con el aire.

4.4.3.2 Saturacion (C")

En cuanto a la saturacién, no se presentaron diferencias significativas en el transcurso del
periodo de conservacion y de igual forma entre tratamientos evaluados. Inicialmente se
presentd un rango de 23,5 a 24,5 y al finalizar el almacenamiento un rango entre 24,9 y
27,1 (Figura 4.8; Apéndice 3, Cuadro 3.8).

4.4.3.3 Tono (Hap )

Los valores de tono no presentaron diferencias significativas en el transcurso del tiempo de
conservacion y de igual forma entre tratamientos. Esto significa que no hubo cambio en la
intensidad color verde con la aplicacién de antimicrobianos naturales y UV-C durante la
conservacion (Figura 4.8; Apéndice 3, Cuadro 3.8).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160508001177#bib4
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Figura 4.8. Evaluacion de los parametros de color L"s, (A), C™ (B) y Has (C) en hojas de
racula “baby” conservadas en envases activos con antimicrobianos naturales y UV-C,
durante 9 dias a 5°C.
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En la Figura 4.9 se indica la diferencia total de color (4Eq) en funcién del tiempo de
conservacion en hojas de ricula “baby”. Valores mayores a 3 indica una diferencia total del
color, independientemente de los valores de L ., (Sharma, 2004). El tratamiento BP
presentd 4Ey, observables a partir del dia 6, a diferencia de los demés tratamientos que no
presentaron 4Eq en el tiempo de conservacion, datos que se presentan en el Apéndice 3,
Cuadro 3.9.

Estudios realizados por Lemoine et al. (2007) ratifican que con la aplicacion de luz UV-C
(8 ki m™) se retras el amarillamiento de brécolis minimamente procesado, encontrando
valores més altos de tono y valores mas bajos de L. Estos resultados se ase mejan a los
encontrados en el Gltimo dia de conservacion.

Del mismo modo, Costa et al. (2006) observaron en brdcolis sometidos a elevadas
temperaturas de almacenamiento que los niveles de clorofila a y b se redujeron después de
4 dias a 20 °C. Sin embargo, con la aplicacion de luz UV-C (10 kJ m™) se retraso la
degradacidn de la clorofila tanto a como b. Esto se deberia a que con luz UV-C se puede
inducir diferentes respuestas bioguimicas como la disminucion de la actividad de las
enzimas clorofilasa y Mg-desquelatasa, dos de las enzimas implicadas en el catabolismo de
la clorofila (Costa et al., 2006).
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Figura 4.9. Evaluacion de la variacion global del color en hojas de rucula “baby”
conservadas en envases activos con antimicrobianos naturales y UVC, durante 9 dias a 5°C.

4.4.4 Evaluacion sensorial
4.4.4.1 Apariencia

La apariencia de las hojas de rucula “baby” no presentd diferencias significativas en el
tiempo de conservacion. En el dia de proceso no se encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos con la aplicacion de UV-C vy el tratamiento testigo BP, a su vez la
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aplicacion de antimicrobianos naturales no afectd la apariencia. Los jueces evaluaron las
muestras en un rango de 12,5 a 13,7 puntos (Apéendice 3, Cuadro 3.10).

De igual forma, no se encontraron diferencias significativas entre tratamientos en los dias 3,
6 y 9 presentando valores promedios de 11,8; 12,0 y 10,9, respectivamente. Estos rangos
califican al producto en un rango de apariencia “buena” hasta el noveno dia de
almacenamiento (Apéndice 3, Cuadro 3.10).

4.4.4.2 Intensidad del color

Este atributo no present6 diferencias significativas en el tiempo de conservacion y a su vez
entre tratamientos (Figura 4.10; Apeéndice 3, Cuadro 3.11) Con excepcion del dia 3, donde
el tratamiento 150 Ci presentd una mayor intensidad del color verde, con respecto a los
tratamientos testigos (BP y UVC). Los rangos presentados estuvieron sobre la media
aceptable durante el tiempo de conservacion y son valores que se relacionan con el color
medido.

4.4.4.3 Olores extranos

La percepcion de olores extrafios no varié de forma significativa en el transcurso del
tiempo. En dia 1, los jueces consideraron a los tratamientos testigos (BP y UVC) como
productos sin olores extrafios. Mientras que el tratamiento 150 Ci present6 olores extrafios
significativamente mas altos, asemejandolo al limén (Apéndice 3, Cuadro 3.12).

En el dia 3 los tratamientos testigos (BP y UVC) y 75 Ca fueron considerados como
productos no afectados con la presencia de olores extrafios; sin embargo, 150 Ci vy
150Ci+75Ca presentaron valores superiores.

Al sexto dia el tratamiento 150 Ci fue considerado como el tratamiento con la presencia de
olores extrafios, significativamente mas alta que el testigo BP. Al finalizar el
almacenamiento los tratamientos no presentaron diferencias significativas, manteniendo
valores dentro de un rango de “no afectado”, posiblemente por la volatilidad de los
antimicrobianos.

4.4.4.4 Turgencia

En los dias 0 y 3 no se encontraron diferencias significativas entre tratamientos,
presentando valores promedio de 8,5y 9,2, respectivamente (Apéndice 3, Cuadro 3.13). La
turgencia fue evaluada solo hasta el tercer dia, pues en ensayos anteriores existio el riesgo
que los tratamientos superan los limites maximos del Reglamento Sanitario de los
Alimentos (D.S. N°977/2012; Anexo Il1).

4.4.4.5 Sabor extrafio
Las hojas de rtcula “baby” en el dia 1 y 3 no presentaron diferencias significativas entre

tratamientos, considerando la presencia de sabores extrafios en un rango entre 1,8 y 2,7 y
entre 3,0 y 4,1 respectivamente, valores calificados en el rango de “no afectado” (Apéndice



89

3, Cuadro 3.13). Este parametro al igual que la turgencia se determind solo hasta el dia 3,
por las mismas causas descritas anteriormente.

La medicion instrumental de color coincidié con el color de la evaluacion sensorial
informada por el panel de 10 jueces.

BP

uvC

150Ci

75Ca

150Ci+75
Ca

Dia1l Dia 3 Dia 6 Dia 9

Figura 4.10. Variacién del color en el transcurso del tiempo de hojas de racula “baby”
conservadas en envases activos con antimicrobianos naturales y UV-C, durante 9 dias a
5°C.
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En el presente estudio los resultados de la evaluacién sensorial son similares a los
obtenidos por otros autores, los cuales encontraron efectos beneficiosos de la luz UV-C
relacionados principalmente con el retraso de la senescencia. Posiblemente porque se
estimulan reguladores como las poliaminas en respuesta al estrés, sosteniendo que estos
reguladores suprimen la degradacion de la pared celular (Shama et al., 2005).

Estudios en rebanadas de zapallo italiano (Curcubita pepo L.) sometidos a UV-C (11 J.m™)
ratifican que no se encontraron dafios sensoriales con la aplicacion de luz UV-C después de
12 dias a 5°C (Neves et al., 2012). De igual forma Allende y Artés (2003a) evaluaron la
textura, sabor y apariencia de lechugas Red Oak Leaf a las que se aplicé dosis de 0,4 a 8,14
kJ m, observando buenos valores hasta el séptimo dia, sin diferencias significativas entre
los distintos tratamientos. Sin embargo, Artés et al. (2008) indicaron que la aplicacion de
7,94 a 11,35 kJ m? de UV-C en hojas de espinaca mostré sintomas de deshidratacién
excesiva a los 10 dias de almacenamiento refrigerado.

Por otro lado, Artés (2006) manifestd que la presencia de anaerobiosis (O, menor al 1%)
puede causar la presencia de olores anomalos debido a la acumulacién de etanol y
acetaldehido, lo que puede explicar el inicio de la presencia de olores desagradables,
indicando que dependiendo del producto, esto puede retardarse por algunos dias méas pero
no por semanas, lo que puede explicar el inicio de la presencia de aromas desagradables.

Resultados semejantes en envases activos fueron reportados por Muriel et al. (2013)
quienes indicaron que el octavo dia de almacenamiento, no se registraron diferencias
significativas de olor, apariencia, textura y aceptacién general en bolsas ensaladas MPF con
antimicrobianos (aceite esencial de orégano y citral).

445 Compuestos funcionales
4.4.5.1 Contenido de fenoles totales

En el tiempo de conservacion los tratamientos BP, UVC, 150Ci y 75Ca presentaron un
aumento en el contenido de fenoles totales en el tercero y sexto dia de conservacion,
volviendo a disminuir en el noveno dia (Figura 4.11).

En el dia 1, no se encontraron diferencias significativas entre tratamientos, se registraron
valores entre 91,1 y 106,2 pg EAG g™ pf (Apéndice 3, Cuadro 3.14). En el tercer dia, el
tratamiento 150Ci+75Ca present6 el mayor contenido de fenoles, con un valor de 127,4 ug
EAG g* pf. Al sexto dia, el tratamiento testigo BP present6 el menor contenido con
respecto al tratamiento 150Ci+75Ca que presentd el valor de 1355 4 ug EAG g™ pf, los
demas tratamientos no presentaron diferencias significativas entre si (Apéndice 3, Cuadro
3.14).

Al noveno dia de conservacion, el tratamiento testigo BP presentd un menor contenido de
fenoles totales con respecto a los productos tratados con UV-C y en AMP; a su vez, no se
observaron diferencias significativas en los envases con antimicrobianos naturales
(Apéndice 3, Cuadro 3.14).
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Estudios sugieren que el tratamiento con UV-C ha estimulado la sintesis de la enzima
fenilalanina amonio-lisa, que es clave en la sintesis de fenilpropanoides, y da lugar a la
formacion de fenoles, fitolexinas y ligninas (Rivera et al., 2007). Por lo que la aplicacion de
luz UV-C resultaria ser efectiva para inducir la acumulacion de fenoles; sin embargo, en el
presente estudio es a partir del tercer dia donde se observaron los efectos sefialados con la
aplicacion de luz UV-C.
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Figura 4.10. Evaluacion del contenido de fenoles totales en hojas de racula “baby”
conservadas en envases activos con antimicrobianos naturales y UV-C, durante 9 dias a
5°C.

Lemoine et al. (2007) observaron en brocolis minimamente procesados almacenados
durante 21 dias a 4°C, que el contenido de compuestos fendlicos se mantuvo constante
hasta el dia 14 y se incrementd en 21 dias en los tratamientos con aplicacién luz UV-C (8
kJ m? ). Sin embargo, estas afirmaciones contrastan con lo observado por Costa et al.
(2006), quienes sefialan que el contenido de fenoles totales en cabezas de brocoli
almacenadas por 6 dias a una temperatura de 20°C, solo aumento el primer dia de haber
aplicado luz UV-C (10 ki m™) y que posteriormente no tuvo efecto con respecto al
tratamiento control.

Por el contrario, Artés et al. (2008) indicaron que el efecto de la aplicacién de UV-C (0;
4,54; 7,94 y 11,35 kJ m™) en hojas de espinaca almacenada durante un periodo de 13 dias a
5 y 8°C no fue significativo sobre el contenido de fenoles totales, también observé una
disminucion gradual sobre todo después de 10 dias.
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4.4.5.2 Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante analizada por medio del ensayo DPPH™ disminuy6
significativamente al final del tiempo de conservacion en comparacion con el dia de inicio,
a diferencia del tratamiento 150 Ci, que permanecid estable en el tiempo. En el dia 1 los
tratamientos con UV-C no presentaron diferencias significativas con respecto al tratamiento
control en BP, se registraron valores entre 24,9 y 34,4 ug Trolox g™ pf (Figura 4.12;
Apendice 3, Cuadro 3.15).
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Figura 4.12. Evolucion de la capacidad antioxidante mediante ensayo DPPH" en hojas de
racula “baby” conservadas en envases activos con antimicrobianos naturales y UV-C,
durante 9 dias a 5°C.

En los subsiguientes dias de evaluacion (3, 6 y 9) no se encontraron diferencias
significativas entre tratamientos con los factores UV-C y antimicrobianos naturales,
presentando valores entre 25,0 y 29,4; entre 20,5 y 30,2 y entre 15,3 y 21,4 pg Trolox g*
pf, respectivamente (Apéndice 3, Cuadro 3.14). Por lo que, en el presente estudio, la
aplicacion de antimicrobianos naturales como un factor adicional no tuvo un efecto
significativo sobre la capacidad antioxidante.

Tales disminuciones en la capacidad antioxidante pueden ser explicadas por que los tejidos
minimamente procesados estan sometidos principalmente al estrés oxidativo, por dafios en
su membrana celular que afectan el contenido de compuestos antioxidantes (Artés et al.,
2009).

Resultados similares fueron encontrados por Costa et al. (2006), quienes observaron que la
capacidad antioxidante en floretes de brécoli sometidas a una dosis de 10 KJ-m™ de UV-C
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se mantuvo constante hasta el sexto dia, a 20°C en comparacion con el testigo sin UV-C,
que presentd una disminucidn significativa desde el cuarto dia.

Por el contrario, Lopez et al. (2010) mostraron que moderadas dosis de UV-C (0,6 y 1,2
KJ-cm™) pueden aumentar los niveles de actividad antioxidante (DPPH") en repollo blanco
minimamente procesado almacenado durante 9 dias a 6°C.

La capacidad antioxidante determinada por el método FRAP present6 inicialmente poca
variacion, disminuyendo en el ultimo dia de almacenamiento (Figura 4.13). En el dia de
proceso no se observaron diferencias significativas entre tratamientos testigos. Sin
embargo, en los tratamientos con antimicrobianos naturales, 75 Ca y la combinacién
presentaron la mayor capacidad antioxidante con respecto a 150 Ci (Apéndice 3, Cuadro
3.16).

En el sexto dia de conservacion el testigop UVC presentd valores significativamente
mayores con respecto a BP. Sin embargo, al finalizar el tiempo de conservacion no se
encontraron diferencias significativas entre tratamientos, mostrando valores entre 1,7 y 2,2
mg Trolox g™ pf.

4- = 5P
= uve
I 150 Ci
/1 75 Ca
B 150Ci+75Ca
3 -
T T
= T ]
~—
3 2 - T
o
'_
(@]
e
1 -
o 4 Sl i | Sl . Ll
1 3 6 )

Tiempo de conservacion (d)

Figura 4.13. Evolucion de la capacidad antioxidante mediante ensayo FRAP en hojas de

racula “baby” conservadas en envases activos con antimicrobianos naturales y UV-C,
durante 9 dias a 5°C.

Resultados similares se obtuvieron en estudios de Bottino et al. (2009) los que indicaron
que la capacidad antioxidante por FRAP, realizada en hojas enteras de espinaca enteras
almacenadas por una semana a 4°C, no cambié durante las primeras 72 horas de
almacenamiento, pero se redujo significativamente en un 71% al finalizar del
almacenamiento.
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4.4 5.3 Determinacioén de vitamina C

En los dias 1, 3 y 9 de conservacion el contenido de &cido ascorbico (AA) en las hojas de
racula “baby” permanecio estable, a su vez no se observaron diferencias significativas entre
tratamientos, presentando valores entre 5,8 y 6,5, entre 5,8 y 6,4 y entre 6,1y 8,1 pg AA g™
pf (Figura 4.14; Apeéndice 3, Cuadro 3.17).

Jiang et al. (2010) informan que la aplicacién de UV-C (4 kJ m™) en hongos comestibles
(Lentinus edodes) dio como resultado un alto nivel de firmeza durante 15 dias a 1°C,
ratificando que las muestras tratadas mostraron mayores flavonoides totales y acido
ascorbico. De igual forma Vicente et al. (2005) indicaron que en pimientos rojos sometidos
a 7 kJ m? de UV-C, almacenados 18 dias a 10 °C el incremento de 4cido ascérbico fue
mayor.
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Figura 4.14. Concentracion de vitamina-C en hojas de racula “baby” conservadas en
envases activos con antimicrobianos naturales y UV-C, durante 9 dias a 5°C.
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45 CONCLUSIONES

La aplicacion de UV-C y el uso de peliculas plasticas de baja permeabilidad en envases
activos con citral y carvacrol aceleraron la deplecion de O, dentro de la bolsa de hojas de
racula “baby”; a pesar de esto, al noveno dia aun no se presentaron efectos
significativamente negativos.

La aplicacién combinada de luz UV-C y antimicrobianos naturales ayudé a mantener los
parametros de color y retrasar la senescencia, a diferencia de lo observado para el control
no tratado.

La aplicacion combinada de luz UV-C con la mezcla de citral y carvacrol resultd ser el
tratamiento mas efectivo para reducir los microorganismos aerobios mesofilos,
enterobacterias y psicrétrofos en hojas de rucula “baby”, manifestando efectos sinérgicos
beneficiosos hasta el sexto dia de almacenamiento.

Sensorialmente la apariencia y el color de la rdcula se mantuvieron estables durante 9 dias.
Sin embargo, la liberacion de antimicrobianos naturales produjo olor no tipico con la dosis
de 150 pL de citral principalmente al inicio de la conservaciéon. La combinacion de
antimicrobianos naturales en dosis bajas minimizo los sabores indeseables y cambios
sensoriales en el producto.

Los tratamientos con UV-C y carvacrol tendieron a mantener el contenido de fenoles
totales, mientras que la capacidad antioxidante tendi6 a disminuir sin afectar la aplicacién
de UV-C y antimicrobianos naturales. Por otro lado el uso de UV-C no afect6 el contenido
de &cido ascorbico.

Estos resultados sugieren que los envases activos con antimicrobianos naturales y un factor
de preservacién adicional como la luz UV-C, podrian aportar como una técnica de métodos
combinados innovadora para retrasar el crecimiento microbiano, manteniendo el color
verde en ensaladas de rucula “baby”.
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D. CONCLUSIONES GENERALES

Las diferentes dosis de citral (150, 300, 450 pL) tuvieron un efecto antimicrobiano positivo
hasta los 3 primeros dias de conservacion. No se afectd la concentracion atmosférica de
0, y CO, dentro del envase ni el color de las hojas. Los parametros sensorialmente fueron
estables y del mismo modo, con la aplicacién de citral no se afectd el contenido de
fenoles totales ni la actividad antioxidante.

Con la adicién de carvacrol (75, 100, 150 uL) se obtuvieron efectos beneficiosos que
permitieron retrasar el crecimiento microbiano, principalmente con 75 pL de carvacrol. No
se afecto la concentracién atmosférica dentro del envase ni el color de las hojas de racula.
Los tratamientos con carvacrol conservaron el contenido de fenoles totales.

La aplicacién combinada de luz UV-C con la mezcla de citral y carvacrol produjo efectos
sinérgicos beneficiosos para reducir los microorganismos aerobios mesdfilos,
enterobacterias y psicrétrofos en hojas de rucula “baby”.

Los envases activos con luz UV-C y antimicrobianos naturales podrian ser utilizados como
una técnica innovadora para retrasar el crecimiento microbiano y mantener el color en
rdcula “baby” minimamente procesada.
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ANEXQOS

Anexo 1. Evaluacion sensorial “riucula baby”.

NOMDBIE: e FEChA: oo

Por favor evalUe los siguientes productos cuidadosamente e indique con una linea vertical la intensidad de su
sensacién para cada atributo en la linea correspondiente.

Muestra N°

Aspecto visual

1. Apariencia

0 15
Muy mala =xtremadamente buena

2. Intensidad color

0 15
Amarillo Extremadamente verde

Aspecto olfativo

3. Olores extrafios

0 15
Ausente Extremadamente Presente

Aspecto gustativo

4. Turgencia

0 15
Sin turgencia ixtremadamente turgente

5. Sabores extrafios

0 15
Sin sabor Extremadamente intenso

¢Qué olor o sabor extrafio le parece encontrar?

Comentarios adicionales:
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Anexo Il. Disefio de un envases para hoja de rucula “baby”.

Con el proposito de disefiar un envase adecuado para prolongar la vida atil de las hojas de
racula se aplic6 un modelo matematico que permitié calcular la permeabilidad de la bolsa
utilizada. Los calculos se realizaron siguiendo el modelo planteado por Artés (1976, citado
por Escalona, 2003) y se aplicé para los tres ensayos.

Teniendo en cuenta la tasa respiratoria expresada en O2 consumido, la concentracion de O2
esperada al interior del envase, la superficie conocida del envase y la masa del material
vegetal utilizado, se aplicé la siguiente férmula para calcular la permeabilidad al O2 que
debiera tener la bolsa a utilizar.

RO, x. M =S Xy X (0,21 - Ogeny) X 1/24
RO2 x M x 24

y:

S x (0,21 - O2env)

En donde:

RO,: actividad respiratoria O2 consumido [mL/kg h]

M: masa del producto [kg]

S: superficie total del envase [m?]

0,21: concentracion de O, atmosférico [%]

O2env: concentracion de O, en el interior del envase [%)]
1/24: conversién de horas a dias [d/h]

y: permeabilidad al O2 de la pelicula pléastica [mL m? d™]

Para los célculos de permeabilidad se utiliz6 una tasa respiratoria de 34,4 mL CO, kg™ h*
(Inestroza, 2011). En este modelo se asumio un cociente respiratorio (CR) igual a la unidad.
Se consideré como una concentracion adecuada para mantener la calidad de las hojas de
ricula un 5% de O, y 5% de CO,. Se confeccionaron bolsas de 22 x 25 cm (0,055 m?) para
una cantidad de 50 g de hojas de racula por bolsa.

Calculo de permeabilidad al O,:

Sustituyendo los datos en la formula se obtiene

34,4 [mL/kg h] x 0,05 [Kg] x 24[h/d]

y =
0,0550 [m?] x (0,21-0,05)

y=577343mLm?d* 0,
De acuerdo a estos célculos, se eligié la bolsa plastica de baja permeabilidad modelo PD-

961EZ, con una permeabilidad de 7000 mL m™ d™* para O, ya que se encuentra en el rango
de permeabilidad deseada para el envase de hojas de rucula “baby”.
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Anexo I11. Nueva propuesta del Reglamento Sanitario de los Alimentos N° 977/96,
para frutas y otros vegetales comestibles pre-elaborados, listos para el consumo.

Plan de muestreo Limite por gramo
Pardmetro Categoria Clase n ¢ m M
RAM 3 3 5 1 5x10°(6,69log) 5x10(7,69 log)
Enterobacterias 6 3 5 1 5x10%(4,69 log) 5x10° (5,69)
E. coli 6 3 51 10 10% (2 log)
S. aureus 6 3 51 10 10% (2 log)
Salmonellaen 25 g 10 2 50 0

n: nmero de muestras a ser examinadas; m: valor del parametro microbiol6gico para el cual o por debajo del
cual el alimento no representa un riesgo para la salud; ¢: nimero maximo de unidades de muestra que puede
contener un nimero de microorganismos comprendidos entre “m” y “M” para que el alimento sea aceptable;
M: valor del parametro 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. (Reglamento Sanitario de los Alimentos, Ministerio de Salud Publica,
Chile, 1997).
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APENDICE

APENDICE 1. Ensayo 1

Cuadro 1.1. Caracterizacion inicial de las hojas de rucula “baby” utilizadas en el ensayo de envases activos con citral durante 9 dias a

5°C.
Color Dimensiones (cm)
Repeticiones - . " Peso (9)
Luminosidad (L a,)  Saturacion (C ) Tono (H ) Largo Ancho
R1 48,9 +1,6 29,3 +1,0° 123,6 +0,5" 123 +0,8 4,2 +05 57 +0,6
R2 515 +1,1 28,9 +1,3 122,4 40,3 11,1 +1,4 3,7 10,3 6,1 +1,5
R3 47,7 +1,0 32,3 0,7 123,0 0,3 12,1 +0,5 4,2 +0,3 55 +0,7
49,4 +1,2 30,2 +1,0 123,0 +0,4 11,8 +0,9 4,0 +0,4 58 0,9
1/Los valores indican el promedio + desviacion estandar (n=30).
Cuadro 1.2. Evolucién porcentual del CO, en hojas de rucula “baby” en envases activos con citral durante 9 dias a 5°C.
Tratamiento Evolucion de CO; (%)
Dia0 Dia 3 Dia 6 Dia 9
BP 04 +01' b* A3 10 01 a B 06 02 a AB 08 #01 a AB
AMP 0,3 40,0 ab A 35 %02 b B 43 +0,0 b C 48 0,1 pbc C
150 Ci 0,3 +0,0 ab A 40 +00 ¢ B 48 +01 b C 54 +0,1 ¢ D
300 Ci 02 +0,0 a A 3,8 +0,0 bc B 46 +02 b C 46 +0,3 b C
450 Ci 02 +0,0 a A 39 +01 ¢ B 46 +0,1 b C 48 +0,1 bc C

1/Los valores indican el promedio + desviacion estandar (n=3).

2/Letras minGsculas distintas en sentido vertical indican diferencias significativas entre tratamientos, segun la prueba de Tukey (p<0,05).
3/Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican diferencias significativas entre los distintos dias de conservacion, segun la prueba de Tukey (p<0,05).
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Cuadro 1.3. Evolucién porcentual del O en hojas de ricula “baby” en envases activos con citral durante 9 dias a 5°C.

Evolucién de O; (%)

Tratamiento

Dia 0 Dia 3 Dia 6 Dia 9
BP 20,3 +0,1' 2 B® 19,7 40,1 p A 20,13 +0,1 p AB 20,2 +0,1 p AB
AMP 20,4 +00 ap D 156 +0,3 3 C 12,6 +0,1 3 B 96 +06 3 A
150 Ci 204 +0,0 ab D 148 +0,3 a C 116 +0,1 a B 75 +0,1 a A
300 Ci 205 +00 p C 153 +0,1 a B 12,2 +0,3 a AB 100 +15 a A
450 Ci 205 +00 p D 153 +0,3 3 C 12,3 +04 3 B 95 +00 3 A

1/Los valores indican el promedio + desviacion estandar (n=3).
2/Letras minasculas distintas en sentido vertical indican diferencias significativas entre tratamientos, segln la prueba de Tukey (p<0,05).
3/Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican diferencias significativas entre los distintos dias de conservacidn, segun la prueba de Tukey (p<0,05).

Cuadro 1.4. Recuento de meséfilos aerobios (log UFC g™) en hojas de riicula “baby” en envases activos con citral durante 9 dias a
5°C.

_ log UFC g™
Tratamiento Dia 0 Dia 3 Dia 6 Dia 9
BP 58 b* A3 62 ¢c A 64 a A 64 a A
AMP 53 ab A 56 bc AB 64 a B 6,0 a AB
150 Ci 43a A 52 ab A 75 b B 78 ab B
300 Ci 47 ab A 53 ab  AB 7,2 ab BC 77 ab C
450 Ci 49 ab A 49 a A 74 b B 81b C

1/Los valores indican el promedio (n=3).
2/Letras minUsculas distintas en sentido vertical indican diferencias significativas entre tratamientos, segun la prueba de Tukey (p<0,05).
3/Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican diferencias significativas entre los distintos dias de conservacidn, segln la prueba de Tukey (p<0,05).
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Cuadro 1.5. Recuento de enterobacterias (log UFC g™*) en hojas de riicula “baby” en envases activos con citral durante 9 dias a 5°C.

Tratamiento - - log UFC g-l - -
Dia 0 Dia 3 Dia 6 Dia9
BP 6,5 b* A3 65 b A 63 a A 65 b A
AMP 51a A 58 ab AB 65a B 48 a A
150 Ci 43 a A 55 a B 8lc C 65b B
300 Ci 48 a A 57 ab AB 71 ab B 67b B
450 Ci 45 a A 59 ab B 7.7 bc C 71b C

1/Los valores indican el promedio (n=3).
2/Letras minasculas distintas en sentido vertical indican diferencias significativas entre tratamientos, segun la prueba de Tukey (p<0,05).
3/Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican diferencias significativas entre los distintos dias de conservacidn, segun la prueba de Tukey (p<0,05).

Cuadro 1.6. Recuento de aerobios psicrétrofos (log UFC g™) en hojas de ricula “baby” en envases activos con citral durante 9 dias a
5°C.

. log UFC g™
Tratamiento Dia 0 Dia3 Dia 6 Dia 9
BP 56 b> A3 61a A 64 a A 64 a A
AMP 48 ab A 50a B 65a B 65a B
150 Ci 41 a A 60a B 79 b C 69 a BC
300 Ci 48 ab A 63a B 72 ab B 62 a B
450 Ci 46 ab A 62 a B 74 ab C 64a B

1/Los valores indican el promedio (n=3).
2/Letras minGsculas distintas en sentido vertical indican diferencias significativas entre tratamientos, segln la prueba de Tukey (p<0,05).
3/Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican diferencias significativas entre los distintos dias de conservacidn, segin la prueba de Tukey (p<0,05).
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Cuadro 1.7. Evoluciéon de los parametros de luminosidad, tono y croma de hojas de rucula “baby” en envases activos con citral

durante 9 dias a 5°C.

Tratamient Color
ratamiento Dia 0 Dia 3 Dia 6 Dia 9
BP 487 +08' & 4B 456 +0,7 a A 483 +09 b AB 513 +07 b B
AMP 486 +0,8 a A 45,7 +0,8 a A 462 +0,7 a A 493 +0,7 ab A
Luminosidad (L*,;) 150 Ci 489 +08 a B 457 +09 a A 462 +06 a AB 491 +07 ab B
300 Ci 471 40,7 a AB 459 +0,6 a A 458 +0,7 a A 488 +0,7 ab B
450 Ci 497 +06 a B 49,7 +08 a A 46,4 +07 a AB 476 t08 a B
BP 305 +07 a A 31,5 +06 a AB 334 +11 a B 328 +10 a AB
AMP 30,6 +06 a A 314 +07 a A 31,9 +08 a A 334 409 a A
saturacion (C=) 150 30,7 +06 a A 325 +08 a A 322 +06 a A 327 +11 a A
300 Ci 31,1 +06 a A 331 40,7 a B 32,6 +0,7 a B 333 +09 a B
450 Ci 280 +08 a A 322 +08 a B 31,7 +08 a B 325 +07 a B
BP 1233 +0,8 a B 1239 +05 a B 1223 +1,1 a B 1185 +08 b A
AMP 1232 +05 a B 1243 +05 a AB 1239 +05 a B 1223 +0,7 a A
Tono (Hy) 150 Ci 1240 +0,7 a B 1233 +05 a AB 1240 +05 a B 1225 +07 a A
300 Ci 1236 +04 a A 1233 +0,6 a A 1240 +06 a A 1223 +07 a A
450 Ci 1229 +05 a A 1238 +0,7 a A 1239 +0,7 a A 1231 +06 a A

1/Los valores indican el promedio + desviacion estandar (n=30).
2/Letras minUsculas distintas en sentido vertical indican diferencias significativas entre tratamientos, segun la prueba de Tukey (p<0,05).

3/Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican diferencias significativas entre los distintos dias de conservacion, segun la prueba de Tukey (p<0,05).
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Cuadro 1.8. Variacion global de color (AEqgo) de hojas de riicula “baby” en envases activos con citral durante 9 dias a 5°C.

Variacion global de color (AEq)

Tratamiento Dia 3 Dia 6 Dia 9

BP 31 +11' A? 26 +05 A 36 +10 A
AMP 29 +12 A 26 +16 A 37 +10 A
150 Ci 33 +05 A 28 +09 A 22 +04 A
300 Ci 15 +06 A 15 +05 A 20 +0,4 A
450 Ci 45 +0,6 A 39 +0,6 A 29 +03 A

1/Los valores indican el promedio + desviacion estandar (n=3).
2/Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican diferencias significativas entre los distintos dias de conservacion, segun la prueba de Tukey (p<0,05).

Cuadro 1.9. Evaluacion sensorial de la apariencia de hojas de racula “baby” en envases activos con citral durante 9 dias a 5°C.

Tratamiento Apariencia
Dia0 Dia 3 Dia 6 Dia9
BP 12,7 402! @ D? 109 404 a C gg +04 5 B 46 ¥02 a A
AMP 12,7 402 a B 12,4 +06 ab B 11,5 ¥05 p B 85 0.1 p A
150 Ci 135 +0,3 a BC 135 +04 b BC 12,4 +05 b B 11,0 ¥03 ¢ A
300 Ci 136 +02 a B 128 104 b B 12,1 0,6 b AB 105 40,4 ¢ A
450 Ci 134 +03 a C 128 406 b C 11,1 406 ph B 88 +02 b A

1/Los valores indican el promedio + desviacion estandar (n=3).
2/Letras minasculas distintas en sentido vertical indican diferencias significativas entre tratamientos, segln la prueba de Tukey (p<0,05).
3/Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican diferencias significativas entre los distintos dias de conservacion, segun la prueba de Tukey (p<0,05).
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Cuadro 1.10. Evaluacion sensorial del color de hojas de riicula “baby” en envases activos con citral durante 9 dias a 5°C.

Tratamiento Color
Dia 0 Dia3 Dia 6 Dia9
BP 12,2+0,3* a> C? 118 40,7 a C 86 t09 a B 50 +0,1 a A
AMP 13,1 +04 a C 11,7 +0,7 a BC 10,1 108 a B 78 101 b A
150 Ci 135 402 a C 11,1 +0,7 a B 11,2 109 a B 8,6 +0,1 bc A
300 Ci 132 +0,3 a B 12,2 40,6 a B 11,2 0,8 a AB 94 +0,2 cd A
450 Ci 132 +0,1 a B 109 +09 a A 10,1 ¥08 a A 96 +0,1 cd A

1/Los valores indican el promedio + desviacion estandar (n=3).
2/Letras minasculas distintas en sentido vertical indican diferencias significativas entre tratamientos, segun la prueba de Tukey (p<0,05).

3/Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican diferencias significativas entre los distintos dias de conservacidn, segun la prueba de Tukey (p<0,05).

Cuadro 1.11. Evaluacion sensorial de olores extrafios de hojas de racula “baby” en envases activos con citral durante 9 dias a 5°C.

Olores extranos

Tratamiento

Dia0 Dia 3 Dia 6 Dia9
BP 0,13 +0,0' a® A’ 06 +02 a A 06 +0,2 a A 06 +0,1 a A
AMP 0,60 +0,2 a A 1,6 +0,6 a A 1,7 +0,4 ab A 06 +0,1 a A
150 Ci 1,36 +0,2 a A 2,1 +0,6 a AB 2,2 +0,5 bc B 27 +0,1 b B
300 Ci 1,49 +0,3 a A 2,3 +0,6 a AB 3,1 +0,4 bc AB 32 +01 b B
450 Ci 318 +04 b A 23 +05 a A 35 +04 ¢ AB 48 +0,1 ¢ B

1/Los valores indican el promedio + desviacion estandar (n=3).
2/Letras minasculas distintas en sentido vertical indican diferencias significativas entre tratamientos, segln la prueba de Tukey (p<0,05).

3/Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican diferencias significativas entre los distintos dias de conservacion, segln la prueba de Tukey (p<0,05).
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Cuadro 1.12. Evaluacion sensorial de la turgencia y sabor extraiio de hojas de rucula “baby” en envases activos con citral durante 9
dias a 5°C.

Tratamiento Turgencia Sabores extrafios

BP 12,0 +05° a* C° 04 401 a A
AMP 133 +t04 a C 06 +04 a A
150 Ci 132 +04 a C 09 +0,3 ab A
300 Ci 135 406 a C 15 +04 ab A
450 Ci 130 +06 a C 21 +04 b A

1/Los valores indican el promedio + desviacion estandar (n=3).
2/Letras minasculas distintas en sentido vertical indican diferencias significativas entre tratamientos, segln la prueba de Tukey (p<0,05).
3/Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican diferencias significativas entre los distintos dias de conservacion, segln la prueba de Tukey (p<0,05).

Cuadro 1.13. Evolucién del contenido de fenoles totales (ug EAG g™ pf) en hojas de rlcula “baby” en envases activos con citral
durante 9 dias a 5°C.

. ug EAG g™ pf
Tratamiento Dia 0 Dia 3 Dia 6 Dia 9
BP 44,2 +0,2' a® B 479 +09 a C 443 +08 a B 408 +06 a A
AMP 446 +02 a A 50,1 +0,6 ab B 459 +0,8 ab A 450 405 b A
150 Ci 46,2 +0,6 a A 536 +0,7 ¢ C 505 +0,9 ¢ B 458 +04 b A
300 Ci 453 +03 a A 51,2 +0,4 bc C 48,7 +0,4 bc B 470 +04 b B
450 Ci 46,1 +0,7 a AB 49,1 +0,6 ab B 447 409 a A 465 +05 b AB

1/Los valores indican el promedio + desviacion estandar (n=3).
2/Letras minasculas distintas en sentido vertical indican diferencias significativas entre tratamientos, segun la prueba de Tukey (p<0,05).
3/Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican diferencias significativas entre los distintos dias de conservacidn, segin la prueba de Tukey (p<0,05).
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Cuadro 1.14. Evolucién de la capacidad antioxidante (ug Trolox g™ pf) en hojas de ricula “baby” en envases activos con citral
durante 9 dias a 5°C.

ug Trolox g* pf

Tratamiento

Dia 0 Dia 3 Dia 6 Dia 9
BP 28,0 +0,6* a° C° 16,2 +0,8 a B 131 +04' &% A® 125 +04 a A
AMP 298 +0,7 a C 18,1 +10 a B 144 +0,2 ab A 14,3 +0,6 ab A
150 Ci 26,4 +1,3 a B 19,0 +16 a A 159 +0,7 b A 151 +03 b A
300 Ci 286 +04 a C 16,1 +0,8 a B 14,2 +05 ab AB 132 +0,3 ab A
450 Ci 282 +05 a C 18,0 +1,8 a B 145 +0,2 ab B 132 +0,8 ab A

1/Los valores indican el promedio + desviacion estandar (n=3).
2/Letras minasculas distintas en sentido vertical indican diferencias significativas entre tratamientos, segln la prueba de Tukey (p<0,05).
3/Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican diferencias significativas entre los distintos dias de conservacion, segun la prueba de Tukey (p<0,05).

Cuadro 1.15. Relacién entre la capacidad antioxidante y el contenido de fenoles totales de hojas de rucula “baby” en envases activos
con citral durante 9 dias a 5°C.

Cap. Antioxidante/fenoles totales rt p <0,05
Dia 3 0,19 0,50
Dia 6 -0,52 0,06
Dia 9 -0,13 0,25

1/Coeficiente de correlacién
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APENDICE 2. Ensayo 2

Cuadro 2.1. Caracterizacion inicial de las hojas de rdcula “baby” utilizadas en el ensayo de envases activos con carvacrol durante 9
dias a 5°C.

Color Dimensiones (cm)
Repeticiones " " " Peso ()
Luminosidad (L )  Saturacion (C ) Tono (H ) Largo Ancho
R1 45,9 +0,5" 30,3 +0,3" 1242 +0,4" 10,2 +0,6 3,7 +0,3 5,9 +0,6
R2 455 +0,4 31,4 +0,6 1239 +0,3 9,6 +1,0 3,3 10,2 58 +0,5
R3 46,6 +0,7 32,3 +0,3 1229 +0,2 9,0 +1,0 3,0 10,3 6,5 10,7
46,0 +0,5 31,4 +0,4 123,7 +0,3 9,6 +0,9 3,3 +0,3 6,1 +0,3

1/Los valores indican el promedio + desviacion estandar (n=30).

Cuadro 2.2. Evolucién porcentual del CO; en hojas de rucula “baby” en envases activos con carvacrol, almacenadas a 5 °C por 9 dias.

Evolucion del CO; (%)

Tratamiento

Dia0 Dia 3 Dia 6 Dia 9
BP (T1) 0,5 iO,ol a2 A 09 +0,1 a B 09 +0,0 a B 11 +0,1 a B
AMP (T)) 06 +00 a A 32 +00 b B 49 +03 p C 43 +0,1 b C
75 Ca 06 +0,1 a A 31 +01 b B 44 +03 p C 47 +03 b C
100 Ca 06 +00 a A 30 +0,1 b B 45 02 p C 48 +0,1 b C
150 Ca 06 +00 a A 30 +0,1 b B 43 +0,1 p C 45 40,1 b C

1/Los valores indican el promedio + desviacion estandar (n=3).
2/Letras minUsculas distintas en sentido vertical indican diferencias significativas entre tratamientos, segun la prueba de Tukey (p<0,05).
3/Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican diferencias significativas entre los distintos dias de conservacion, segun la prueba de Tukey (p<0,05).
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Cuadro 2.3. Evolucién porcentual del O; en hojas de ricula “baby” en envases activos con carvacrol durante 9 dias a 5°C.

Evolucién del O; (%)

Tratamiento Dia 0 Dia 3 Dia 6 Dia 9

BP 20,3 +0,0' p* B® 199 +0,1 b A 19,9 +00 b A 197 +01 ¢ A
AMP 20,2 +0,0 ab C 16,2 +00 a B 97 +05 a A 92 +06 b A
75 Ca 199 +02 a D 16,3 +0,0 a C 114 +1,2 a B 81 +0,7 ab A
100 Ca 205 +01 a D 16,6 +0,1 a C 10,8 +1,0 a B 70 +02 a A
150 Ca 20,3 +00 b D 16,7 40,2 a C 119 +05 a B 94 +03 b A

1/Los valores indican el promedio + desviacion estandar (n=3).
2/Letras minasculas distintas en sentido vertical indican diferencias significativas entre tratamientos, segin la prueba de Tukey (p<0,05).
3/Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican diferencias significativas entre los distintos dias de conservacion, segun la prueba de Tukey (p<0,05).

Cuadro 2.4. Recuento de meséfilos aerobios (log UFC g™) en hojas de rdcula “baby” en envases activos con carvacrol durante 9 dias a
5°C.

. log UFC g™
Tratamiento Dia 0 Dia 3 Dia 6 Dia 9
BP 55! b A3 63 b B 66 c B 74 ¢ C
AMP 52 ab A 50 b B 63c B 67 b C
75 Ca 50a A 51 a A 55 a A 6,3 a B
100 Ca 51a A 54 a A 50 b B 63a C
150 Ca 50a A 60 b B 63c C 67 b D

1/Los valores indican el promedio (n=3).
2/Letras mindsculas distintas en sentido vertical indican diferencias significativas entre tratamientos, segun la prueba de Tukey (p<0,05).
3/Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican diferencias significativas entre los distintos dias de conservacidn, segln la prueba de Tukey (p<0,05).
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Cuadro 2.5. Recuento de enterobacterias (log UFC g™) en hojas de riicula “baby” en envases activos con carvacrol durante 9 dias a
5°C.

_ log UFC g™
Tratamiento - - - -
Dia 0 Dia 3 Dia 6 Dia 9
BP 55! ¢ A3 54 b A 66 d B 75d C
AMP 55 ¢ A 54 b A 6,3 cd B 6,7 c C
75 Ca 50 ab A 50a A 52 a A 60a B
100 Ca 51 b A 54 b A 58 b B 64 b C
150 Ca 48 a A 48 a A 6,1 c B 64 b B

1/Los valores indican el promedio (n=3).
2/Letras minasculas distintas en sentido vertical indican diferencias significativas entre tratamientos, segln la prueba de Tukey (p<0,05).
3/Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican diferencias significativas entre los distintos dias de conservacion, segun la prueba de Tukey (p<0,05).

Cuadro 2.6. Recuento de psicrétrofos (log UFC g™) en hojas de riicula “baby” en envases activos con carvacrol durante 9 dias a 5°C.

. log UFC g™
Tratamiento Dia 0 Dia 3 Dia 6 Dia 9
BP 58 ¢ A3 66 d B 75¢c C 87d D
AMP 54 bc A 62 ¢c A 73 bc B 80c B
75 Ca 52 b A 54 a A 69a B 73a C
100 Ca 53 b A 50 b B 70a C 76 b D
150 Ca 41 a A 6,1 bc B 71ab C 77b D

1/Los valores indican el promedio (n=3).
2/Letras minasculas distintas en sentido vertical indican diferencias significativas entre tratamientos, segln la prueba de Tukey (p<0,05).
3/Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican diferencias significativas entre los distintos dias de conservacidn, segln la prueba de Tukey (p<0,05).
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Cuadro 2.7. Evolucién de los parametros de luminosidad, tono y croma de hojas de racula “baby” en envases activos con carvacrol

durante 9 dias a 5°C.

Tratamiento . - Color - -
Dia 0 Dia 3 Dia 6 Dia 9

BP 471 +0,71 a* B® 436 +0,7 a A 46,8 +0,7' b* B® 475 +05 b B
AMP 46,4 +09 a A 441 +06 a A 451 +0,9 ab A 456 +0,6 ab A
Luminosidad (L") 75 Ca 473 +08 a B 4.4 +07 a A 451 +0,8 ab A 453 +0,6 ab A
100 Ca 471 +08 a A 442 +0,7 a A 434 +06 a A 443 +0,8 a A
150 Ca 46,9 +07 a B 434 +08 a A 428 +09 a A 439 +0,7 a A
BP 235 +09 a A 23,0 +07 a A 223 +07 a A 20,8 +0,7 ab A
AMP 234 +0,9 a A 23,4 +0,7 a A 246 +10 a A 232 +08 ab A
Saturacién (C*) 75 Ca 238 +06 a A 23,7 +08 a A 233 +07 a A 237 08 b A
100 Ca 226 +08 a A 232 +07 a A 238 +06 a A 238 +08 b A
150 Ca 23,0 +0,7 a A 228 +09 a A 233 +08 a A 225 +0,7 ab A
BP 1255 +05 a A 1258 +04 a A 1246 +03 a A 1243 +05 a A
AMP 1252 +0,6 a A 1259 +05 a A 1245 +05 a A 1253 +0,6 a A
Tono (Ha) 75 Ca 1245 +04 a A 1253 +06 a A 1246 +0,7 a A 1251 +05 a A
100 Ca 1250 +0,6 a A 1258 +06 a A 1248 +05 a A 1250 +05 a A
150 Ca 1249 +0,7 a A 1259 +06 a A 1247 +0,7 a A 1253 +05 a A

1/Los valores indican el promedio + desviacion estandar (n=30).

2/Letras minGsculas distintas en sentido vertical indican diferencias significativas entre tratamientos, segln la prueba de Tukey (p<0,05).

3/Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican diferencias significativas entre los distintos dias de conservacidn, segln la prueba de Tukey (p<0,05).
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Cuadro 2.8. Coordenadas de color L, a y b y variacion global de color (AEg) de hojas de racula “baby” en envases activos de

carvacrol durante 9 dias a 5°C.

Variacién global de color (AEg)

Tratamiento Dia 3 Dia 6 Dia 9

BP 23 +11 A° 1,1 401 A 21 +01 A
AMP 30 +0,8 A 1,7 +04 A 15 +0,3 A
75 Ca 28 106 A 21 +08 A 20 +09 A
100 Ca 29 +09 A 41 +14 A 28 +0,7 A
150 Ca 34 +09 A 40 403 A 30 +0,3 A

1/Los valores indican el promedio + desviacion estandar (n=3).

2/Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican diferencias significativas entre los distintos dias de conservacion, segin la prueba de Tukey (p<0,05).

Cuadro 2.9. Evaluacion sensorial de la apariencia de hojas de ricula “baby” en envases activos con carvacrol durante 9 dias a 5°C.

Apariencia
Tratamiento
' Dia 0 Dia 3 Dia 6 Dia 9

BP 11,4 +0,4* ab®> B® 10,3 +05 a AB 93 405 a A 85 40,6 a A
AMP 123 +05 a A 114 +06 b A 114 +06 b A 11,0 +0,7 b A
75 Ca 13,0 +05 bc A 11,4 +04 b A 11,4 +08 b A 11,0 +09 b A
100 Ca 12,7 404 ¢ A 12,0 +04 b A 10,7 40,7 b A 11,1 +05 b A
150 Ca 12,7 +0,4 ¢ A 12,1 +06 b A 11,7 +06 b A 106 +05 b A

1/Los valores indican el promedio + desviacion estandar (n=3).

2/Letras minasculas distintas en sentido vertical indican diferencias significativas entre tratamientos, segin la prueba de Tukey (p<0,05).

3/Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican diferencias significativas entre los distintos dias de conservacidn, segln la prueba de Tukey (p<0,05).
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Cuadro 2.10. Evaluacion sensorial del color de hojas de ricula “baby” en envases activos con carvacrol durante 9 dias a 5°C.

Color
Tratamiento Dia0 Dia 3 Dia 6 Dia 9
BP 11,9+04* & C® 10,3 +08 a BC 96 +0,4 a AB 82 +05 a A
AMP 129 +05 ab A 118 +0,7 ab A 10,7 +0,7 ab A 114 +0,7 b A
75 Ca 126 +04 b A 11,3 +0,7 ab A 116 +06 b A 112 +0,7 b A
100 Ca 132 +03 b B 11,9 +06 ab AB 11,2 +06 b AB 10,6 +0,7 b A
150 Ca 131 +03 ¢ B 119 +05 b AB 11,1 +08 b AB 10,7 +0,8 b A

1/Los valores indican el promedio + desviacion estandar (n=3).
2/Letras minasculas distintas en sentido vertical indican diferencias significativas entre tratamientos, segln la prueba de Tukey (p<0,05).

3/Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican diferencias significativas entre los distintos dias de conservacion, segin la prueba de Tukey (p<0,05).

Cuadro 2.11. Evaluacion sensorial de olores extrafios en hojas de rucula “baby” en envases activos con carvacrol durante 9 dias a 5°C.

Tratamiento

Olores extranos

Dia0 Dia 3 Dia 6 Dia9
BP 0,3 +0,1' a* A’ 12 40,2 a B 04 +0,2 a AB 09 +03 a AB
AMP 1,0 +0,2 ab A 07 202 3 A 07 03 a A 09 03 a A
75 Ca 1,6 +03 b A 1,0 402 a A 06 +0,1 a A 12 04 a A
100 Ca 1,8 +04 b A 1,4 402 a A 1,0 +0,2 a A 15 05 a A
150 Ca 3,8 +0,7 27 +03 a A 20 06 b A 22 407 a A

1/Los valores indican el promedio + desviacion estandar (n=3).
2/Letras minasculas distintas en sentido vertical indican diferencias significativas entre tratamientos, segin la prueba de Tukey (p<0,05).

3/Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican diferencias significativas entre los distintos dias de conservacidn, segln la prueba de Tukey (p<0,05).
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Cuadro 2.12. Evaluacion sensorial de turgencia y sabores extrafios de hojas de ricula “baby” en envases activos con carvacrol durante
9 dias a 5°C.

Tratamiento Turgencia Sabores extrafios

Dia 0 Dia 3 Dia 0 Dia 3
BP 10,6 +0,8* a° B’ 96 +06 a B 07 +0,2 a A 09 01 a A
AMP 12,1 +06 a B 109 +0,6 a B 1,3 +0,4 a A 08 40,2 a A
75 Ca 12,0 0,7 a B 106 +0,6 a AB 1,0 +03 a A 09 402 a A
100 Ca 11,0 +06 a C 9,3 +0,7 a C 1,2 +0,4 a A 22 +04 b A
150 Ca 110 +07 a C 112 +04 a C 15 402 a A 1,7 403 ab A

1/Los valores indican el promedio + desviacion estandar (n=3).
2/Letras minasculas distintas en sentido vertical indican diferencias significativas entre tratamientos, segln la prueba de Tukey (p<0,05).
3/Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican diferencias significativas entre los distintos dias de conservacion, segun la prueba de Tukey (p<0,05).

Cuadro 2.13. Evolucién del contenido de fenoles totales (ug EAG g™ pf) en hojas de riicula “baby” en envases activos con carvacrol
durante 9 dias a 5°C.

(Ug EAG g pf)

Tratamientos

Dia0 Dia 3 Dia 6 Dia 9
BP 78,9 +2,5' b? C® 67,8 +1,9 bc B 58,8 +1,6 ab A 56,2 +0,8 a A
AMP 595 +0,7 a B 544 +09 a A 57,2 +0,1 a B 59,1 +05 a B
75 Ca 750 +24 b B 655 +1,2 b A 64,7 +1,2 bc A 70,3 +1,1 ¢ AB
100 Ca 81,4 +05 b C 743 +07 ¢ B 67,2 +0,7 ¢ A 68,6 +0,7 ¢ A
150 Ca 649 +15 a A 585 +2,1 a A 64,1 +2,1 bc A 63,3 +10 b A

1/Los valores indican el promedio + desviacion estandar (n=3).
2/Letras minasculas distintas en sentido vertical indican diferencias significativas entre tratamientos, segln la prueba de Tukey (p<0,05).
3/Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican diferencias significativas entre los distintos dias de conservacion, segln la prueba de Tukey (p<0,05).
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Cuadro 2.14. Evolucién de la capacidad antioxidante (ensayo DPPH) en hojas de rucula “baby” en envases activos con carvacrol
durante 9 dias a 5°C.

ug Trolox g* pf

Tratamientos

Dia0 Dia 3 Dia 6 Dia 9
BP 19,3 +1,3! a* B® 15,7 +2,0 @ AB 12,1 402 a A 115 +05 a A
AMP 175 +10 a B 145 +0,6 2 AB 135 +0,8 ab A 13,6 +0,2 a AB
75 Ca 193 +1,7 a A 16,3 +0,9 2 A 150 +05 ab A 16,4 +0,6 b A
100 Ca 195 +0,3 a B 150 +1,6 2 A 13,9 +0,3 ab A 16,5 +0,3 b AB
150 Ca 143 +12 a A 150 +14 a A 153 +11 b A 16,9 +03 b A

1/Los valores indican el promedio + desviacion estandar (n=3).
2/Letras minasculas distintas en sentido vertical indican diferencias significativas entre tratamientos, segin la prueba de Tukey (p<0,05).
3/Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican diferencias significativas entre los distintos dias de conservacidn, segun la prueba de Tukey (p<0,05).

Cuadro 2.15. Relacioén entre la capacidad antioxidante y el contenido de fenoles totales de hojas de rucula “baby” en envases activos
con carvacrol durante 9 dias a 5°C.

Cap. Antioxidante/fenoles totales rt p <0,05
Dia 3 0,25 0,57
Dia 6 0,40 0,14
Dia 9 0,65 0,01

1/Coeficiente de correlacién
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APENDICE 3. Ensayo 3

Cuadro 3.1. Caracterizacion inicial de las hojas de rdcula utilizadas en el ensayo de envases activos con aceite esencial, durante 9 dias
a5°C.

Color Dimensiones (cm)
Repeticiones " " " Peso ()
Luminosidad (L )  Saturacion (C ) Tono (H ) Largo Ancho
R1 452 +11 28,5 +0,7 235,7 +0,7 9,6 +0,3 3,4 10,3 6,0 +0,7
R2 450 +11 28,3 10,9 235,8 +0,6 9,6 0,4 32 0,1 55 +0,8
R3 43,8 +0,7 27,6 +0,4 234,1 +0,3 75 10,3 2,6 10,2 5.7 +0,7
44,6 +0,1 28,1 +0,7 235,2 +0,5 9,6 10,9 3,1 +0,2 6,1 0,7

1/ Valores de promedio y error estandar (n=30).

Cuadro 3.2. Evolucion porcentual del CO; en hojas de ricula “baby” en envases activos con aceites esenciales de citral y carvacrol
con una dosis de UV-C, durante 9 dias a 5°C.

Evolucion del CO; (%)

Tratamientos

Dia0 Dia 3 Dia 6 Dia 9
BP 1,0 +0,0' a*> A® 1,7 403 a A 1,4 402 a A 1,7 +0,1 a A
uvc 1,5 400 b A 62 +00 b B 97 +00 d C 85 +02 b D
150Ci 1,4 40,1 b A 74 +02 b B 73 +02 b B 77 +04 b B
75Ca 1,3 +0,1 ab A 67 +03 b B 91 +0,1 ¢ D 80 +04 b C
150Ci+75Ca 09 +0,1 a A 63 +05 b B 8,6 +0,2 cd C 78 +02 b C

1/Los valores indican el promedio + desviacion estandar (n=3).
2/Letras minusculas distintas en sentido vertical indican diferencias significativas entre tratamientos, segun la prueba de Tukey (p<0,05).
3/Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican diferencias significativas entre los distintos dias de conservacidn, segun la prueba de Tukey (p<0,05).
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Cuadro 3.3. Evolucion porcentual del O en hojas de ricula “baby” en envases activos con aceites esenciales de citral y carvacrol con
una dosis de UV-C, durante 9 dias a 5°C.

Evolucion del O, (%)

Tratamientos Dia0 Dia 3 Dia 6 Dia 9

BP 19,8 +0,1' ¢ A? 19,2 +0,3 a A 19,5 +0,2 ¢ A 19,1 +0,1 b A
uvcC 19,2 400 a D 122 +0,0 b C 28 +06 a B 05 +00 a A
150Ci 19,3 +0,1 ab D 10,1 +0,2 b C 47 +04 a B 07 +0,7 a A
75Ca 19,6 +0,0 bc C 11,1 +04 b B 38 +0,2 a A 1,3 +13 a A
150Ci+75Ca 19,9 +00 ¢ C 119 +0,8 b B 41 +0,3 a A 32 +15a A

1/Los valores indican el promedio + desviacion estandar (n=3).
2/Letras minasculas distintas en sentido vertical indican diferencias significativas entre tratamientos, segln la prueba de Tukey (p<0,05).
3/Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican diferencias significativas entre los distintos dias de conservacidn, segun la prueba de Tukey (p<|0,05).

Cuadro 3.4. Recuento de meséfilos aerobios (log UFC g™) en hojas de ricula “baby” en envases activos con aceites esenciales de
citral y carvacrol con una dosis de UV-C, durante 9 dias a 5°C.

Tratamientos log UFC ¢~
Dia 0 Dia 3 Dia 6 Dia 9
BP 43" d* A’ 53 d B 63¢c C 61 b C
uvC 38c¢c A 46 ¢ A 56 b B 48 a AB
150Ci 31 b A 40 ab B 60c C 52 ab C
75Ca 36 ¢c A 42 b B 56 b C 50ab C
150Ci+75Ca 27 a A 35a B 51a C 556 ab C

1/Los valores indican el promedio (n=3).
2/Letras minGsculas distintas en sentido vertical indican diferencias significativas entre tratamientos, segln la prueba de Tukey (p<0,05).
3/Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican diferencias significativas entre los distintos dias de conservacidn, segin la prueba de Tukey (p<0,05).
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Cuadro 3.5. Recuento de enterobacterias (log UFC g™) en hojas de ricula “baby” en envases activos con aceites esenciales de citral y
carvacrol con una dosis de UV-C, durante 9 dias a 5°C.

_ log UFC g™
Tratamiento . . . p
Dia 0 Dia 3 Dia 6 Dia 9
BP 45t &> A® 55 b B 62 ¢ BC 60d C
uvC 34 bc A 46 a B 44 b B 52 a C
150Ci 29 ab A 41 a B 41 b B 50 a C
75Ca 36 ¢C A 45 a BC 41 b AB 50 a C
150Ci+75Ca 25 a A 44 a C 35 a B 53 a D

1/Los valores indican el promedio (n=3).
2/Letras minasculas distintas en sentido vertical indican diferencias significativas entre tratamientos, segln la prueba de Tukey (p<0,05).
3/Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican diferencias significativas entre los distintos dias de conservacion, segun la prueba de Tukey (p<0,05).

Cuadro 3.6. Recuento de E. coli (log UFC g™) en hojas de rlcula “baby” en envases activos con aceites esenciales de citral y
carvacrol con una dosis de UV-C, durante 9 dias a 5°C.

Tratamiento log UFC g
Dia 0 Dia 3 Dia 6 Dia 9
BP 34 b’ B 31b A 43 b C 42 a C
uvC 30 ab AB 27b A 40 b AB 42 a B
150Ci 2,0 ab A 1,7 ab A 33 b B 44 a C
75Ca 20 ab A 29 b B 35 b BC 42 a C
150Ci+75Ca 13 a AB 1,1 a AB 10a A 42 a B

1/Los valores indican el promedio (n=3).
2/Letras minUsculas distintas en sentido vertical indican diferencias significativas entre tratamientos, segun la prueba de Tukey (p<0,05).
3/Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican diferencias significativas entre los distintos dias de conservacion, segun la prueba de Tukey (p<0,05).
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Cuadro 3.7. Recuento de psicrétrofos (log UFC g™) en hojas de rdcula “baby” en envases activos con aceites esenciales de citral y
carvacrol con una dosis de UV-C, durante 9 dias a 5°C.

Tratamiento log UFC g-l
Dia0 Dia3 Dia 6 Dia9
BP 451 2 Al 43 ¢ A 63c B 42 b A
uve 33 b A 33b A 56 b B 35a A
150Ci 25 a A 26 a A 52 b C 37a B
75Ca 35 b A 33 b A 52 b B 35a A
150Ci+75Ca 30 ab A 30 ab A 41 a B 36a B

1/Los valores indican el promedio (n=3).
2/Letras minasculas distintas en sentido vertical indican diferencias significativas entre tratamientos, segln la prueba de Tukey (p<0,05).
3/Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican diferencias significativas entre los distintos dias de conservacion, segun la prueba de Tukey (p<0,05).
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Cuadro 3.8. Evolucion de los parametros de luminosidad, tono y croma de hojas de rucula “baby” en envases activos con aceites
esenciales de citral y carvacrol con una dosis de UV-C, durante 9 dias a 5°C.

Tratamiento . . Color - ~
Dia 0 Dia 3 Dia 6 Dia 9

BP 457 40,7 a A 465 +07 a A 475 +09' a A® 493 +09 b A
uvce 473 406 a A 458 08 a A 466 +10 a A 467 +05 a A
Luminosidad (L) 150Ci 456 +08 a A 458 409 a A 462 40,7 a A 468 +07 a A
75Ca 470 +06 a A 454 409 a A 464 408 a A 466 +08 a A
150Ci+75Ca 448 +0,6 a A 456 +0,7 a A 46,3 +0,7 a A 470 +09 a A
BP 235 +07a A 263 +09a A 265 +07 a A 271 +0,7 a A
uvec 245 +07 a A 241 +10a A 247 +08 a A 249 +0,7 a A
Saturacion (C*) 150Ci 24,0 +0,9 a A 25,6 +0,9 a A 252 +0,9 a A 254 +0,8 a A
75Ca 24,1 +0,6 a A 24,8 +0,9 a A 255 +0,8 a A 251 +0,8 a A
150Ci+75Ca 238 07 a A 256 +09 a A 249 +08 a A 26,3 +1,0 a A
BP 1239 +06 a A 1231 +05 a A 1227 +06 a A 1220 +06 a A
uvce 1232 +03 a A 1241 +10 a A 1240 +10 a A 1240 +05 a A
Tono (Ha) 150Ci 1243 +0,7 a A 1238 +06 a A 1240 +07 a A 1231 +06 a A
75Ca 1233 +06 a A 1240 +05 a A 1235 +05 a A 1242 +0,7 a A
150Ci+75Ca 1244 +05 a A 1242 +06 a A 1239 +06 a A 1229 +0,7 a A

1/Los valores indican el promedio + desviacion estandar (n=30).
2/Letras minasculas distintas en sentido vertical indican diferencias significativas entre tratamientos, segun la prueba de Tukey (p<0,05).
3/Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican diferencias significativas entre los distintos dias de conservacion, segln la prueba de Tukey (p<0,05).
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Cuadro 3.9. Coordenadas de color L*, ay by variacion global de color (AEqo) de hojas de ricula “baby” en envases activos de
aceites esenciales de citral y carvacrol con una dosis de UV-C, durante 9 dias a 5°C.

Variacion global de color (AE)

Tratamientos Dia 3 Dia 6 Dia 9

BP 26 +133 A 3,3 +1,08 A 39 +0,8 A
uvC 33 +0,37 A 1,8 +0,40 A 1,1 +02 A
150Ci 09 +0,52 A 08 40,36 A 13 +05 A
75Ca 19 +0,84 A 16 +051 A 13 +04 A
150Ci+75Ca 16 +0,58 A 1,7 +056 A 26 +09 A

1/Los valores indican el promedio + desviacion estandar (n=3).
2/Letras minasculas distintas en sentido vertical indican diferencias significativas entre tratamientos, segln la prueba de Tukey (p<0,05).

Cuadro 3.10. Evaluacion sensorial de la apariencia de hojas de rucula “baby” en envases con aceites esenciales de citral y carvacrol
con una dosis de UV-C, durante 9 dias a 5°C.

Apariencia
Tratamiento Dia0 Dia 3 Dia 6 Dia9
BP 125 +0,7 a* A 10,1 +1,1 a A 12,0 +0,8 a A 95 +10 a A
uvC 13,1 +05 a A 11,0 +10 a A 11,4 +08 a A 11,4 +1,1 a A
150Ci 134 +04 a A 124 +0,7 a A 126 +08 a A 11,1 +12 a A
75Ca 13,7 +05 a A 125 +0,8 a A 12,1 +09 a A 11,5 +09 a A
150Ci+75Ca 125 +0,8 a A 128 +05 a A 11,9 409 a A 108 +1,1 a A

1/Los valores indican el promedio + desviacion estandar (n=3).
2/Letras minUsculas distintas en sentido vertical indican diferencias significativas entre tratamientos, segun la prueba de Tukey (p<0,05).
3/Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican diferencias significativas entre los distintos dias de conservacion, segun la prueba de Tukey (p<0,05).
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Cuadro 3.11. Evaluacion sensorial del color de hojas de racula “baby” en envases con aceites esenciales de citral y carvacrol con una
dosis de UV-C, durante 9 dias a 5°C.

Color
Tratamiento
BP 12,9 +0,78 a* A3 97 +1,1 a A 10,9 +08 a A 94 +10 a A
uvc 130 +08 a A 10,3 40,9 a A 10,7 +0,8 a A 104 +13 a A
150Ci 125 +1,0 a A 12,1 +06 b A 120 +0,8 a A 11,1 +12 a A
75Ca 139 +06 a A 11,3 40,9 ab A 114 +0,9 a A 109 +1,1 a A
150Ci+75Ca 125 +12 a A 10,6 +0,9 ab A 116 +1,0 a A 113 +10 a A

1/Los valores indican el promedio + desviacion estandar (n=3).
2/Letras minasculas distintas en sentido vertical indican diferencias significativas entre tratamientos, segln la prueba de Tukey (p<0,05).

3/Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican diferencias significativas entre los distintos dias de conservacion, segun la prueba de Tukey (p<0,05).

Cuadro 3.12. Evaluacion sensorial de olores extrafios en hojas de rucula “baby” en envases activos con aceites esenciales de citral y

carvacrol con una dosis de UV-C, durante 9 dias a 5°C.

Tratamiento

Olores extranos

Dia 0 Dia 3 Dia 6 Dia9
BP 1,6 +0,8' a° A 27 +10a A 07 +05 a A 25 +10a A
uvC 20 +05 ab A 19 105 a2 A 35 ¥16 ab A 30 ¥1.0 a A
150Ci 75 #21 ¢ A 85 +1,6 bc A 50 +1,3 b A 50 +16 a A
75Ca 6,0 +1,7 bc A 29 +10a A 27 +11 ab A 33 +16 a A
150Ci+75Ca 55 +15 bc A 66 t13 b A 34 +15 ab A 43 +13 a A

1/Los valores indican el promedio + desviacion estandar (n=3).
2/Letras minasculas distintas en sentido vertical indican diferencias significativas entre tratamientos, segln la prueba de Tukey (p<0,05).

3/Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican diferencias significativas entre los distintos dias de conservacion, segun la prueba de Tukey (p<0,05).
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Cuadro 3.13. Evaluacion sensorial de turgencia y sabores extranos de hojas de ricula “baby” en envases activos con aceites esenciales
de citral y carvacrol con una dosis de UV-C, durante 9 dias a 5°C.

Tratamiento Turgencia Sabores extrafos

Dia 0 Dia 3 Dia 0 Dia 3
BP g7+12t @ A® 81 +10a A 1,8 +08 a A 30 +1,0 a A
uvC 9,7 +16 a A 92 +13 a A 23 +1,1 a A 36 t12 a A
150Ci 86 +13 a A 10,1 +11 a A 25 109 a A 37 t13 a A
75Ca 72 18 a A 85 1,6 a A 24 +11 a A 22 406 a A
150Ci+75Ca 82 +18 a A 99 +09 a A 2,7 +15 a A 41 +0,7 a A

1/Los valores indican el promedio + desviacion estandar (n=3).
2/Letras minasculas distintas en sentido vertical indican diferencias significativas entre tratamientos, segln la prueba de Tukey (p<0,05).
3/Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican diferencias significativas entre los distintos dias de conservacidn, segun la prueba de Tukey (p<0,05).

Cuadro 3.14. Evolucion del contenido de fenoles totales (ug EAG g™ pf) en hojas de rdcula “baby” en envases activos con aceites
esenciales de citral y carvacrol con una dosis de UV-C, durante 9 dias a 5°C.

Contenido de fenoles totales (ug EAG g™ pf)

Tratamientos

Dia 0 Dia 3 Dia 6 Dia 9
BP 1039 +5,0° a® AB® 96,9 +40 a A 1149 +0,3 a B 96,3 +08 a A
uvc 9,4 +21 a A 106,4 +48 a A 1250 +4,0 ab B 112,7 +05 b AB
150Ci 91,1 +54 a A 101,4 +29 a A 1299 +55 ab B 108,7 +1,1 ab A
75Ca 1062 +55 a AB 100,3 +48 a A 1257 +0,7 ab B 1210 +0,7 b AB
150Ci+75Ca 919 +54 a A 1274 +47 b B 1355 +2,1 b B 1169 +1,0 b B

1/Los valores indican el promedio + desviacion estandar (n=3).
2/Letras minusculas distintas en sentido vertical indican diferencias significativas entre tratamientos, segun la prueba de Tukey (p<0,05).
3/Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican diferencias significativas entre los distintos dias de conservacidn, segin la prueba de Tukey (p<0,05).
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Cuadro 3.15. Evolucién de la capacidad antioxidante (DPPH) en hojas de rucula “baby” en envases activos con aceites esenciales de
citral y carvacrol con una dosis de UV-C, durante 9 dias a 5°C.

Capacidad antioxidante (ug Trolox g™ pf)

Tratamientos

Dia0 Dia3 Dia 6 Dia9
BP 344 +33 b B 250 +23 a AB 210 +3,3 a A 175 +10 a A
uvC 329 +18 ab C 258 +06 a AB 302 +19 a BC 21,4 +0,7 a A
150Ci 249 +0,7 a A 269 +1,1 a A 226 32 a A 210 +3,3 a A
75Ca 272 +1,1 ab B 294 +33 a B 205 +3,0 a AB 153 +2,1 a A
150Ci+75Ca 290 +19 ab B 26,0 +10 a B 256 40,2 a B 182 +21 a A

1/Los valores indican el promedio + desviacion estandar (n=3).
2/Letras minasculas distintas en sentido vertical indican diferencias significativas entre tratamientos, segin la prueba de Tukey (p<0,05).

3/Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican diferencias significativas entre los distintos dias de conservacidn, segun la prueba de Tukey (p<0,05).

Cuadro 3.16. Evolucion de la capacidad antioxidante (FRAP) en hojas de rucula “baby” en envases activos con aceites esenciales de
citral y carvacrol con una dosis de UV-C, durante 9 dias a 5°C..

Capacidad antioxidante (mg Trolox g™ pf)

Tratamientos

Dia0 Dia 3 Dia 6 Dia 9
BP 24 +00 ab C 20 40,0 a B 20 +000 a B 1,7 +0,1 a A
uvC 25 +0,1 ab B 2,2 +0,0 a AB 27 +0,1 b B 20 +0,1 a A
150Ci 2,3 +0,1 a BC 2,1 40,1 a AB 26 +0,1 b C 1,8 +0,0 a A
75Ca 27 00 b B 24 +0,2 a AB 27 +0,1 b B 20 +0,2 a A
150Ci+75Ca 27 40,1 b B 2,3 +0,1 a AB 21 +00 a A 22 +0,2 a A

1/Los valores indican el promedio + desviacion estandar (n=3).
2/Letras minasculas distintas en sentido vertical indican diferencias significativas entre tratamientos, segln la prueba de Tukey (p<0,05).

3/Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican diferencias significativas entre los distintos dias de conservacion, segin la prueba de Tukey (p<0,05).
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Cuadro 3.17. Evolucion de la vitamina-C en hojas de ricula “baby” en envases activos con aceites esenciales de citral y carvacrol con
una dosis de UV-C, durante 9 dias a 5°C.

ug Acido ascorbico g™ pf

Tratamientos

Dia 0 Dia3 Dia9
BP 6,5 +0,6 a A 6,0 +t0,1 a A 6,1 +0,1 a A
uvC 6,2 +04 a A 59 40,0 a A 81 +1,2 a A
150Ci 58 +0,0 a A 6,4 +0,2 a A 75 10,1 a B
75Ca 58 +0,0 a A 58 +0,3 a A 81 +0,7 a B
150Ci+75Ca 59 +0,0 a A 6,4 +04 a A 75 +06 a A

1/Los valores indican el promedio + desviacion estandar (n=3).
2/Letras minasculas distintas en sentido vertical indican diferencias significativas entre tratamientos, segln la prueba de Tukey (p<0,05).
3/Letras mayusculas distintas en sentido horizontal indican diferencias significativas entre los distintos dias de conservacion, segun la prueba de Tukey (p<0,05).



