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l.1. PRODUCTOS MINIMAMENTE PROCESADOS EN FRESCO Y SUS
CARACTERISTICAS

1. Productos minimamente procesados en fresco (MPF)

El actual ritmo de vida, con escaso tiempo para preparar comidas equilibradas, ha
incrementado la demanda de productos horticolas frescos y saludables, listos para el
consumo como los productos MPF, denominados también productos de “cuarta gama”
(Artés et al.,, 2009). Otros términos usados para referirse a estos productos son
‘productos frescos cortados”, “ligeramente procesados”, “parcialmente procesados” o
“listos para el consumo” (Escalona y Luchsinger, 2008). En los paises de habla inglesa
se les conoce como “minimally processed” o “slightly processed”, “ready to use” o

‘ready to eat”’, y “fresh-cut” (Cantwell y Suslow, 2002).

La International Fresh-cut Produce Association (IFPA), define a los productos MPF
como "cualquier fruta u hortalizas o su combinacion, que se ha alterado fisicamente su
forma original, pero se mantiene en estado fresco” (Garrett, 2002). El minimo proceso
comprende distintas operaciones unitarias que, de forma general, se pueden resumir en
las siguientes: seleccidn, clasificacion, acondicionamiento, deshojado, pelado, cortado,
lavado y desinfeccion (Cantwell y Suslow, 2002). Una vez que los productos se
procesan, se envasan en bolsas selladas o en bandejas cubiertas con plasticos, con o
sin modificacién de la atmésfera para, posteriormente, ser almacenados y transportados
bajo refrigeracién. Estos productos son, por lo general, mas perecederos que los
mismos productos intactos y en general su vida Gtil suele ser de entre siete y diez dias.
Las modificaciones de calidad en estos productos se deben a la presencia de
superficies cortadas y tejidos dafiados. Ademas durante el procesamiento no se
asegura la estabilidad microbiolégica del producto y su metabolismo sigue activo; asi,
las reacciones de degradacion que se producen afectan al color, firmeza, aroma, sabor
y valor nutricional haciéndoles mas susceptibles a perder su calidad higiénico-sanitaria.
En general, todos los productos horticolas MPF deben almacenarse entre 0 a 5 °C para
mantener su calidad higiénica — sanitaria y vida de anaquel (Cantwell y Suslow, 2002;
Lobo y Gonzélez, 2007).
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A nivel mundial, la industria de los productos MPF o IV gama mantiene un crecimiento
vertiginoso desde principios de la década del ‘90. Como ejemplo, segun la AFHORLA
(Asociacion Espafiola de Frutas y Hortalizas Lavadas), Espafia es uno de los
principales productores de este tipo de productos en Europa, el sector presenta un
volumen de negocio aproximado de 200 millones de Euros, alcanzando tasas de
crecimiento de un 20% anual, transformandose en el pais europeo que mas crece en
este sector (AFHORLA, 2010). El principal pais consumidor de estos productos en
Europa es el Reino Unido, seguido por Francia y luego Italia (Redagricola, 2012). En el
mercado de los productos MPF las ventas crecieron a una tasa del 10% anual desde el
2000 (Alonso y Chiesa, 2009). El consumo per capita de los productos MPF en los
paises de EE.UU., Reino Unido, Francia y Espafna son de 30, 15, 6 y 1,5 kg/ persona/
afo, respectivamente (Borrero, 2010).

El sector de los productos MPF, corresponde a un sector incipiente en la economia
chilena, actualmente menos del 5% de las hortalizas que se comercializan en
supermercados corresponden a este tipo y, en su mayoria, se producen en la Regiéon
Metropolitana (Redagricola, 2012). ElI volumen producido por las empresas
procesadoras es de aproximadamente 250 toneladas al mes. Esta produccién la lideran
fundamentalmente dos empresas ubicadas en Santiago (DOLE y APOSTOLES), que

abarcan el 70% de la produccion nacional (Carrasco y Manriquez, 2009).

2. Compuestos funcionales en los productos MPF

Diversos compuestos funcionales que poseen efectos terapéuticos provienen de
alimentos funcionales de origen animal o de plantas. Los alimentos funcionales se
definen como los productos alimenticios de origen animal o vegetal, que ademas de
aportar nutrientes poseen compuestos funcionales. Estos compuestos son benéficos
para la salud, pudiendo tener caracteristicas antioxidantes o anticancerigenas (Drago et
al., 2006).

En los productos horticolas MPF se han identificado diferentes compuestos funcionales

como: acidos fendlicos, antocianinas, flavonoides, glucosinolatos y vitamina C. El papel
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beneficioso de la dieta en la salud en muchos casos se asocia a la presencia de las
sustancias antioxidantes naturales que desde un punto de vista bioquimico, se conocen
como metabolitos secundarios de origen vegetal, que la planta sintetiza como
mecanismos de defensa (Steinmetz y Potter, 1996).

Las principales caracteristicas y propiedades de los compuestos fendlicos, vitamina C y
capacidad antioxidante, se describen a continuacion:

A) Compuestos fendlicos

Estos compuestos poseen la propiedad de captar radicales libres, ademas pueden
establecer puentes de hidrogeno, formando complejos estables con otras moléculas.
Los compuestos fendlicos protegen al organismo del dafio producido por agentes
oxidantes, como los rayos ultravioleta, la polucion ambiental, sustancias quimicas
presentes en los alimentos, etc. (Parr y Bolwell, 2000). Ademas, pueden inhibir enzimas
relacionadas con la tumorogénesis y reducir el riesgo de enfermedades coronarias o

cancer (Martinez, 2008).

Los compuestos fendlicos también participan en el crecimiento y reproduccion de las
plantas y en procesos defensivos frente a patégenos (Havsteen, 2002). Existe una gran
variedad de compuestos fendlicos, que pueden estar representados por diferentes
colores como el amarillo, blanco, azul, purpura o rojo, conociéndose mas de 8000
estructuras fendlicas, con un anillo bencénico hidroxilado como elemento comun en sus

distintas estructuras moleculares (Martinez, 2008).

Los principales compuestos fendlicos identificados en las especies vegetales son los
acidos fendlicos y flavonoides. Los acidos fendlicos estan formados por los acidos
cinamicos, &acido p-cumarico, acido caféico, acido ferulico, &cido sinaptico, los
conjugados del acido quinico (acido clorogénico y acido isoclorogénico) y otros
conjugados hidroxicinamicos (acido cafeoiltartarico y acido cafeoilmalico) (Clifford,
1999; Drago et al., 2006; Parr y Bolwell, 2000). Los flavonoides (difenilpropanoides)
pertenecen al grupo de compuestos fendlicos mas diversos, conociéndose mas de 5000

compuestos diferentes en la naturaleza (Tomas et al., 2000). Estos flavonoides se
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subdividen en dos clases principales: los 3-hidroxiflavonoides (flavanoles, flavonoles,
flavanonoles, antocianidinas) y los flavonoides no hidroxilados en posicion 3 (flavonas,
isoflavonas, flavanonas) (Martinez, 2008; Havsteen, 2002).

B) Vitamina C

Es un nutriente esencial para los mamiferos y su presencia se requiere para un cierto
namero de reacciones metabdlicas en los animales y plantas y es sintetizada por casi
todos los organismos, excepto los humanos (Davey et al., 2000). La vitamina C incluye
el acido ascorbico (AA) y el producto de su oxidacién, el acido dehidroascérbico
(ADHA). En general, las tres funciones del AA son: actuar como cofactor enzimatico,
captar radicales libres y actuar como donante o aceptor de electrones (Davey et al.,
2000). Para conocer el contenido en vitamina C es importante determinar tanto AA
como ADHA (Davey et al., 2000; Lee y Kader, 2000).

C) Capacidad antioxidante

Durante el desarrollo de la vida, las células humanas y de otros organismos estan
constantemente expuestas a una variedad de agentes oxidantes, estos dan lugar a la
generacion de radicales libres, los cuales son especies muy reactivas e inestables. El
exceso de radicales libres puede reaccionar con determinados componentes celulares
como lipidos (peroxidacion lipidica), proteinas y acidos nucléicos; lo cual causa un dafio
oxidativo en estas biomoléculas, conduciendo progresivamente a una disfuncién celular

y aumentando el riesgo de enfermedades cardiovasculares y cancer (Liu, 2004).

Los antioxidantes son compuestos que ayudan a retrasar e inhiben la oxidacion lipidica
y cuando son adicionados a los alimentos, tienden a minimizar el enranciamiento,
retrasan la formacion de productos de oxidacion téxicos y ayudan a mantener la calidad
nutricional e incrementar la vida util del mismo. Los efectos benéficos por consumir
frutas y hortalizas se atribuyen principalmente a las vitaminas antioxidantes, los
carotenoides y los polifenoles. Los antioxidantes naturales estan compuestos por
diferentes polifenoles y compuestos relacionados, los cuales pueden actuar

sinérgicamente y de forma complementaria entre ellos (Martinez, 2008; Liu, 2004).
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3. Parametros de calidad en los productos MPF

Los principales parametros de calidad se agrupan en el aspecto visual, textura y sabor.
En el aspecto visual incluyen el tamafo, forma, color, brillo y ausencia de defectos y
pudriciones. Dentro de la textura incluyen la firmeza, frescura, jugosidad, harinosidad, y
la dureza en funcién del tipo de producto. Dentro del sabor incluyen dulzor, acidez,
astringencia, amargor, aroma y sabor (“flavor”) (Kader, 2002a).

l.2. ENVASADO EN ATMOSFERA MODIFICADA ACTIVA Y RADIACION UV-C

1. Envasado en atmosfera modificada activa

La técnica del envasado en atmosferas modificadas (EAM) se denomina a la contencion
de los productos MPF refrigerado dentro de una pelicula plastica, generalmente de
permeabilidad selectiva a los gases permanentes del aire, y sellada herméticamente.
Esta pelicula plastica debe ser capaz de regular adecuadamente los intercambios
gaseosos entre el tejido vegetal y el ambiente que lo rodea, generando una atmésfera
de equilibrio favorable para su supervivencia, relacionando la superficie del envase y el
peso del producto (Artés, 2006; Kader, 2002b). Es importante considerar que la
permeabilidad de una pelicula se incrementa en menor medida, que la actividad
metabolica de un producto vegetal, con el aumento de la temperatura, por lo cual, una
pelicula plastica recomendada para un producto a una temperatura puede no serlo para
otra (Escalona et al., 2008). Una de los objetivos del EAM es inhibir el desarrollo de
microorganismos y por tanto, mantener una elevada calidad de un producto perecedero

durante su vida comercial (Kader, 2002b; Martinez, 2010).

El uso del EAM debe considerarse como un complemento al manejo de la temperatura
y humedad relativa. El beneficio potencial o riesgo del EAM depende del producto,
cultivar o variedad, edad fisiolégica, composicion atmosférica, fluctuaciones de la
temperatura de conservacion, duracion del almacenamiento, tasa respiratoria y
caracteristicas del polimero plastico. Las atmosferas en el EAM se generan de forma

pasiva o activa con el concurso de un envase plastico. La generacién del EAM activa
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se establece por una modificacion potente e intencionada de la atmdésfera inicial en el
momento de envasar el producto y se puede lograr creando un ligero vacio y
reemplazando la atmésfera del envase con la mezcla de gases deseada (Kader,
2002b).

A continuacién se describen las propiedades y caracteristicas del uso de atmosferas
modificadas activas con concentraciones altas de O, (>21%), Ar, He, N2O y Ny; y su
efecto de estos gases sobre la calidad microbioldgica, funcional y sensorial, en
hortalizas MPF-.

A) Uso de altas concentraciones de oxigeno

Los productos MPF toleran concentraciones altas de O, (>21%), que en los mismos
productos enteros no serian recomendadas (Escalona y Luchsinger, 2008). Las
concentraciones de oxigeno mayores al 21% pueden influenciar la fisiologia de
postcosecha y la conservacion de la calidad de los productos hortofruticolas
perecederos, ya sea directamente (via la accion de radicales libres) o indirectamente
(via la modificacidon de las velocidades de produccion o accion de CO, y C,H,) (Kader,
2002b). Por el contrario existen estudios realizados en productos MPF, donde reportan
el efecto toxico de las atmdsferas con altas concentraciones de O, debido a varios
factores; la mayoria de ellos se centran en su influencia negativa sobre el potencial de
oxido-reduccion celular, asi como por oxidar algunas enzimas que poseen azufre en su

estructura y por la acumulacién de radicales libres (Kader y Ben-Yehoshua, 2000).

Estudios realizados en tiras de espinacas “baby” almacenadas a 5 °C, mostraron que
en EAM con porcentajes de O,/CO, (80/20 y 100/0), durante 12 dias de evaluacion,
todos los tratamientos obtuvieron una tasa respiratoria similar que oscilé entre 23,2 a
32,0 mg CO,-kg™-h™* (Allende et al., 2004). Por otro lado, estudios realizados en tiras de
lechuga mantequilla, almacenadas a 7 °C y envasadas con 5 % O, + 0 6 15% CO,, 75
% O, + 0 6 15% CO, y testigo (aire), al final de 10 dias presentaron tasas respiratorias
que oscilaron entre 21 y 27 mg CO,-kg™*-h™. Ademas, una reduccién significativa de 6
mg CO.-kg™*-h* se obtuvo cuando las hojas se almacenaron a 5% O, y 0% CO,, en

relacion a los demas tratamientos y al aire (Escalona et al., 2007).
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En cuanto al efecto de concentraciones altas de O, sobre la calidad microbioldgica,
existen resultados variables. Algunos estudios demostraron que altas concentraciones
de O, (>70%) y bajas de CO; (<5%) redujeron muy levemente el recuento de bacterias
aerobias mesofilas, bacterias psicrotrofas y enterobacterias en hojas de espinaca en
tiras, mientras que altas concentraciones de O, combinado con 10 y 20% de CO; tuvo
un efecto de reduccion significativo en el desarrollo de microorganismos en pimiento en
cubos (Allende et al., 2004; Conesa et al.,, 2007). En estudios realizados en tiras de
lechuga, a 7 °C por 10 dias, con 5% O, + 0 6 15% COy; 75% O, + 0 6 15% CO, y aire,
mostraron recuentos de bacterias aerobias mesdfilas que se incrementaron de 5,6 log
UFC-g* en el dia 0, a 8,3-9,2 log UFC-g™ en el dia 10; este Gltimo dia las hojas
envasadas en 5% O, y 0% CO,, presentaron recuentos significativamente mayores en
comparacion con 75% O,y 0% CO,. Ademas, cuando se combinaron 5 6 75% O, con
15% CO, el recuento de aerobios mesofilos disminuyd significativamente en
comparacion con 5 6 75% con 0% CO.. Por otro lado, la concentracion alta de O, tuvo
un efecto significativo retrasando en 1 log UFC-g* el recuento de aerobios mesdfilos
desde el dia 0 al 10. Estos resultados demostrarian que las altas concentraciones de O
tienen un efecto sinérgico cuando se combind con el CO; en la reduccién del recuento
de aerobios mesofilos (Escalona et al., 2007). Sin embargo, se ha visto que
concentraciones altas de O, pueden estimular o inhibir el recuento de levaduras segun

la especie y cepa en productos MPF (Van der Steen et al., 2003).

En investigaciones realizadas en tiras de lechuga almacenadas a 5 °C por 10 dias, se
reporté que el EAM con altas concentraciones de O, (80%) tuvo efectos beneficiosos
sobre la retencion de acido ascérbico y el grado de oxidacion de los lipidos; ademas, no
disminuyd los niveles de antioxidantes, en relacion a las muestras almacenadas en aire
(Kader y Ben- Yehoshua, 2000).

En otros estudios se observé que 80% O, + 20% CO, redujo el pardeamiento de
lechuga en tiras almacenadas 10 dias a 5 °C, comparada con el aire (Heimdal et al.,
1995, citado por Artés et al., 2009). En estudios realizados en tiras de espinaca “baby”,
con 80 y 100% O, después de 12 dias a 5 °C, se obtuvo una apariencia aceptable,
valores significativamente superiores en relacién a las hojas almacenadas en aire que

obtuvieron una puntuacion inferior de 2,5 (Allende et al., 2004). En atmdsferas de 75%
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O, + 15% CO, usadas en tiras de lechuga mantequilla, presentaron un mejor aspecto
visual al final de 10 dias a 7 °C, con respecto a las muestras almacenadas en aire
(Escalona et al., 2007).

B) Uso de gases no convencionales

Gorny y Agar (1998), han propuesto el uso de gases no convencionales como el argon
(Ar), helio (He), u oxido nitroso (N20O), con la finalidad de mantener la calidad de varios
productos MPF. Los gases mencionados son por lo general quimicamente inertes, pero
pueden tener cierto efecto antimicrobiano y/o sobre la fisiologia del vegetal, sin afectar

la actividad enzimatica.

Otras investigaciones sefialan que las atmosferas enriquecidas con He o Ar pueden
modificar la difusion del O,, CO, y C;Hs (Burg y Burg, 1965; citado por Artés et al.,
2009). Las atmosferas con poco O, combinadas con alto Ar, He o N tienen
caracteristicas difusivas diferentes ya que tanto el Ar como el He son monoatoémicos y
de menor tamafio que el N, diatdmico (Jamie y Saltveit, 2002). Por su lado, Artés (2006)
menciona que una de las innovaciones del EAM en productos MPF consiste en aplicar
atmosferas enriquecidas en gases nobles (Ar, He), sustituyendo al N, y frenar asi la

actividad respiratoria y la biosintesis del etileno.

En investigaciones con atmésferas de N,/ N,O (100/0, 50/50, 20/80 y 0/100) en bulbos
de cebolla, almacenadas a 18 °C por 15 dias, se obtuvo una tasa respiratoria menor
que vari6 entre 4,4y 6,6 mg CO,-kg*-h™, en relacién al aire que se mantuvo constante
en 7 mg CO,-kg™-h. Estos resultados indicarian que atmdsferas con Nu/ N.O reducen
la tasa respiratoria y por ende alargan la vida util de estos bulbos, comparados con el
aire (Benkeblia y Varoquaux, 2003). Segun Magalhdes et al. (2007), después de 12
dias a 5 °C en 75% He o Ar combinados con 25% O, se redujo la respiracién en tiras de
espinaca en comparacion con aire y 75% N, + 25% O,. Por tanto, atmosferas con He y

Ar podrian ser una alternativa innovadora en el uso de EAM activa en espinacas MPF.

En estudios realizados en hojas de mizuna en tiras envasadas en He (83 y 93%)

independientemente de la concentracion de CO, y O,, después de 8 dias a 5 °C, se
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obtuvo una reduccién de 1 log UFC-g™ en los recuento de meséfilos aerobios, respecto
al aire con recuentos >7 log UFC-g™ (Robles et al., 2010).

Tiras de lechuga Iceberg y lechuga mantequilla, almacenadas a 7 °C, después de 4
dias; en aire se obtuvieron un contenido de compuestos fendlicos de 0,8 y 2,1 mg eq.
acido ascérbico-g™”, respectivamente, superior en un 35% a las mismas hojas
envasadas en 90% Ar, He y N, con 2% de O, (Jamie y Saltveit, 2002). Las hojas de
mizuna en tiras conservadas en aire y He/O,/CO,/N, (83/2/15/0, 98/2/0/0 y 0/1/20/79),
después de 8 dias a 5 °C, presentaron una capacidad antioxidante total y un contenido
de compuestos fendlicos de 0,2 mg eq. acido ascorbico-g* p. f. y 0,27 mg eq. acido
clorogénico-g™ p. f. respectivamente, sin diferencias entre tratamientos (Robles et al.,
2010). En este mismo estudio, en todos los tratamientos se obtuvo una apariencia

general aceptable (Robles et al., 2010).

2. Radiacion ultravioleta

La radiacion ultravioleta puede producirse artificialmente mediante lamparas de arco o
fuentes de luz ultravioleta utilizadas en la industria; mientras que la de origen natural
proviene principalmente del sol (Sliney, 2001). La intensidad de la radiacion UV se
expresa como irradiancia o flujo de intensidad (W-m™) y la dosis que es una funcién de
la intensidad y el tiempo de exposicién, se expresa como exposicién radiante (kJ-m™)
(Wright y Cairns, 2004). La radiacion UV esta divida en tres porciones de radiacion (UV-
A, UV-B y UV-C) (Guerrero y Barbosa, 2004).

La radiacion UV-C tiene su maximo pico de emision a 254 nm donde presenta su mayor
accion germicida, por lo que ha sido ampliamente estudiada sobre varios tejidos
vegetales (Artés y Allende, 2005). El efecto bactericida de la UV es basicamente a nivel
del acido nucléico promoviendo la formacion de enlaces entre nucleétidos adyacentes,
con lo que se crean moléculas dobles o dimeros. Si bien la formacion de dimeros de
timina-timina son los mas comunes, también suelen ocurrir dimeros de citosina-citosina,
citosina - timina, y dimerizacion del uracilo. Un enlace cruzado entre timina y citosina en

la misma cadena de ADN ocurre por la radiacion de UV-C. Los fotoproductos mas
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comunes de ADN son dimeros ciclobutil pirimidina (Diaz y Serrano, s.a.; Guerrero y
Barbosa, 2004). El efecto obtenido por la formacion de un namero suficiente de dimeros
dentro del microbio impide que éste replique su ADN y ARN, comprometiendo a las
funciones celulares, reproduccién y eventualmente produciendo la muerte celular
(Wright y Cairns, 2004).

Allende y Artés (2003), al estudiar el efecto de la radiacion UV-C con dosis desde 0,81
a 8,14 kJ-m™ en tiras de lechuga conservadas a 5 °C después de 6 dias encontraron
que dosis de 2,4 a 8,14 kJ-m? presentaron tasas respiratorias de 74 y 80 mg
CO.-kg™-h, valores significativamente superiores a la muestra sin radiacién que
presentd una tasa de 48 mg CO,-kg™-h™*. Este aumento en la respiracion pudo deberse
al estrés que genero la radiacion en las hojas. El efecto de estas dosis UV-C sobre el
recuento de bacterias psicotroficas, coliformes y levaduras en tiras de lechuga, provocé
una reduccién significativa con dosis de 4,07 y 8,14 kJ-m? comparada con el testigo sin
radiacion; tal es asi que, al final de los 10 dias el recuento de bacterias psicrotrofas
para 8,14 kJ-m?fue de 5,5 log UFC-g* y para el testigo de 7,5 log UFC-g™. En cuanto
al los recuentos de coliformes y levaduras en el dia 10, el testigo con la dosis 8,14
kJ-m? se diferenciaron en 0,5y 1,5 log UFC-g*, respectivamente, siendo el testigo el

que presentd un mayor recuento.

Los patdogenos mas frecuentes encontrados en hortalizas MPF son la Listeria
monocytogenes, Shigella sonnei, Escherichia coli y Salmonella spp (Zhuang et al.,
1995). El uso de la radiacion UV-C ofrece una alternativa en la reduccion de estos y
otros patdégenos, debido a su accion germicida; ademas es un proceso que no deja
residuos y no tiene restricciones legales (Yousef y Marth, 1988; citado por Zhuang et
al., 1995). En estudios realizados en lechuga en tiras, se inocularon con E. coli O157:
H7 y Salmonella spp, cuyos recuentos iniciales fueron de 5,5 log UFC-g* y 5,4 log
UFC-g™, respectivamente; se aplicé dosis UV-C de 3 a 24 kJ-m? y realiz6 el recuento
en las 6 horas siguientes. Ambos microorganismos requirieron una dosis UV-C de 6
kJ-m™ para lograr una reduccion de 2 unidades log, y con la mayor dosis de 24 kJ-m™
se obtuvieron maximas reducciones de 2,7 y 2,8 unidades log para Salmonella y E. coli,
respectivamente, debido probablemente a que con el aumento de la dosis UV-C,

también se aumento6 el numero de células dafiadas (Yaun et al., 2003).
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Por otro lado, estudios con UV-C han demostrado estimular la sintesis de la enzima
fenilalanina amino-liasa (PAL), a partir del cual se catabolizan la sintesis de fenoles,
fitoalexinas y ligninas (Rivera et al., 2007).

En estudios realizados en hojas de repollo MPF, irradiadas con luz UV-C en dosis de 6
y 12 kJ-m? almacenadas a 6 °C durante 9 dias mostraron que el contenido de acido
ascorbico (AA) se mantuvo en 0,13 mg AA-g*, en todos los tratamientos incluidos el
testigo (sin tratar). En lo que respecta al contenido de fenoles totales y capacidad
antioxidante, estos disminuyeron hasta las 24 h después del proceso en 0,4 mg &c.
clorogénico-g™* y 0,12 mg Trolox eq-g™, respectivamente. Esta disminucién se deberia
al estrés provocado por el corte de las hojas y la radiacion UV-C. Después de las 24 h
hasta el final de los 9 dias de estudio, el contenido fendlico de las muestras tratadas fue
mayor (1,2 mg &c. clorogénico-g™) en relacién al testigo (1,1 mg &c. clorogénico-g™),
estos resultados indicarian que estos compuestos se sintetizan en respuesta a la UV-C.
A la vez, la actividad antioxidante de las muestras tratadas fue mayor (1,38 mg Trolox
Eq-g™) en relacion al testigo (1,20 mg Trolox Eq-g™); resultados que tendrian relacion

directa con el contenido de fenoles totales (Ruiz et al., 2010).

En investigaciones en tiras de lechugas, tratadas con dosis desde 0,4 a 8,14 kJ-m™
almacenadas a 5 °C por 10 dias, reportaron que 2,44 a 8,14 kJ-m? redujeron
significativamente el pardeamiento sobre la superficie de hojas, comparados con las
hojas sin tratar (Allende y Artés, 2003).

l.4. RUCULA

La rucula (Eruca vesicaria, L o Eruca sativa, Mill.) es una hortaliza que pertenece a la
familia Brassicaceae. Es originaria de la cuenca del Mediterraneo y Asia occidental y en
épocas romanas (Siglo VI a.c.) se la recolectaba como hierba silvestre para su
consumo. El érgano de consumo lo forman las hojas y tallos jévenes, los que se
consumen crudos en ensalada. Actualmente su consumo se ha incrementado y en
paises europeos se la distingue por su sabor amargo agradable y caracteristico, asi

como por su contenido de compuestos funcionales con potencial saludable, como los
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carotenoides, vitaminas C, fibras, flavonoides y glucosinolatos. Para conservar las hojas
frescas de rdcula se recomienda una temperatura de almacenamiento 0°C y una HR de
95 a 100% (Barillari et al., 2005; Martinez et al., 2006ab).

Segun resultados obtenidos por Martinez (2008), la rucula salvaje (Diplotaxis tenuifolia)
posee una elevada tasa respiratoria. Tras 24 h del procesado en tiras se obtuvo una
tasa de 12 mg CO»-kg*-h™, la cual fue aumentando hasta 54 mg CO,-kg*-h™ a los 14
dias a 4 °C. Sédenz et al. (2010) estudiaron el efecto de diferentes sanitizantes
alternativos al hipoclorito de sodio (diéxido de cloro, clorito de sodio acidificado y acido
peroxiacético), en hojas de rucula teniendo después de 10 dias a 5 °C, una tasa
respiratoria de 55 a 70 mg CO,-kg™-h™.

La tasa de produccion de etileno de hojas de rucula bajo atmodsferas con Ar, He y N,
incluidos el testigo (aire) a 5 °C por 11 dias, parte el dia de proceso con 1 puL-kg*-hty
después de 2 dias disminuyé hasta 0,1 pL-kg™-h™, que se mantuvo constante hasta el
final del almacenamiento (Inestroza, 2011). Estos resultados coinciden con los valores
reportados para otras hortalizas de hojas, que segun Kader (2002c) se clasifican por

una produccién etileno muy baja cercana a 0,1 pL-kg™*-h™.

[.5. HIPOTESIS DE TRABAJO

El uso de radiacion UV-C combinado con atmosfera modificada activa mediante la
inyeccion de gases no convencionales y O,, reducen el recuento microbiano, la tasa
respiratoria y de produccion de etileno en hojas de rucula conservadas en refrigeracion,

sin afectar sus caracteristicas funcionales ni sensoriales.
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1.6. OBJETIVO

Evaluar el efecto de la radiacion UV-C combinada con atmdésfera modificada activa
mediante la inyeccion de gases no convencionales y O, sobre el recuento
microbioldgico, calidad sensorial y funcional en hojas de rucula (Eruca vesicaria)

conservadas bajo refrigeracion.

Este trabajo de investigacion fue financiado con los proyectos CONICYT — Fondecyt
N° 1120274 titulado “Innovations on hydroponic and post harvest technologies applied
on the production of ready to eat baby leafy vegetables” e Insercion de Capital Humano
Avanzado en la Academia, Ref. N° 79100005.



15

CAPITULO I

EFECTO DE LAS ATMOSFERAS MODIFICADAS ACTIVAS
CON GASES NO CONVENCIONALES SOBRE LA INHIBICION
DE E. coli INOCULADOS EN HOJAS DE RUCULA
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II.1. RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de gases no convencionales como el
argon (Ar), helio (He), éxido nitroso (N.O), altas concentraciones de O, y aire, sobre el
crecimiento microbiolégico en hojas de racula (Eruca vesicaria) MPF inoculadas con
Escherichia coli. Después de desinfectar con hipoclorito de sodio (95 mg-L™*, pH 6,5) y
enjuagar con agua estéril, las hojas se inocularon con E. coli (6,5 log UFC-g™%) y se
envasaron en diferentes ambientes enriquecidos con Ar (53% Ar + 41% O, + 6% Ny);
He (53% He + 42% O, + 5% N.); NoO (53% N,O + 42% O, + 5% Ny), O, (80% O, +
20% N;) mas un testigo envasado en aire (21% O, + 80% N), y se almacenaron a 5 °C
durante 10 dias. Las concentraciones de gases al interior de las bolsas, E. coli y

enterobacterias se determinaron peridédicamente.

La composicion del gas al interior de las bolsas cambié durante el almacenamiento
debido principalmente a la respiracion de las hojas de racula. La concentracion de O,
disminuy6 desde 40% a 20-26% en las atmdésferas enriquecidas con Ar, He y N,O, y de
80 a 58% en el tratamiento O,. Las concentraciones de CO, aumentaron en todas las
bolsas aproximadamente a 20-23%, salvo en He que alcanzé el 10%. La atmdsferas
con Ar y He fueron las mas efectivas para disminuir el recuento de E. coli (<5,0 log
UFC-g*) y enterobacterias (<7,0 log UFC-g™") después de 10 dias. Los gases no

convencionales Ar y He redujeron el crecimiento microbiano en hojas de rucula.

Palabras clave: Seguridad alimentaria, Eruca vesicaria, argon, helio, 6xido nitroso,

enterobacterias.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of novel gases such as argon (Ar),
helium (He), nitrous oxide (N2O), O, and air, on Escherichia coli inoculated on arugula
leaves (Eruca vesicaria). The samples were disinfected with sodium hypochlorite (95
mg-L™, pH 6.5) and rinsed with sterile water; the leaves were inoculated with E. coli (6,5
log CFU-g™") and packed in different atmospheres enriched with Ar (53% Ar + 41% O, +
6% No); He (53% He + 42% O, + 5% N,); N,O (53% N,O + 42% O, + 5% N,), O, (80%
O, + 20% Ny) plus a control packed with air (21% O, + 80% N3) and stored at 5 °C for
10 days. The gas concentrations inside the bags, E. coli and Enterobacteriaceae were
periodically determined.

The headspace gas composition inside the bags during storage changed mainly due to
the respiration of the arugula leaves. The concentration of O, decreased from 40% to
20-26% in the Ar, He and N;O enriched atmospheres, and from 80 to 58% in the O,
atmosphere treatment. The concentration of CO, levels increased in all bags
approximately to 20-23%, except in the bags with He which reached 10%. The Ar and
He atmospheres were the most effective in reducing the count of E. coli (<5.0 log
CFU-g™) and Enterobacteriaceae (<7.0 log CFU-g) after 10 days. Novel gases Ar and

He had the greater reduction in microbial growth on arugula leaves.

Keywords: Food safety, Eruca vesicaria, argon, helium, nitrous oxide,
Enterobacteriaceae.
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I1.2. INTRODUCCION

En estos ultimos afios la industria de las hortalizas minimamente procesadas en fresco
(MPF) ha tenido una mayor tasa de crecimiento en respuesta a una mayor demanda por
los consumidores. Sin embargo uno de los grandes desafios que enfrenta esta
industria, es el rapido deterioro de la calidad y la reduccién de la vida uatil de estos
productos debido principalmente a los desordenes fisioldégicos, deterioro por
microorganismos, desarrollo de malos olores, decoloracion, y el ablandamiento de
tejidos (Allende et al., 2004; Kader, 2002a).

Una de las tecnologias para mantener la calidad y prolongar la vida util de las hortalizas
MPF es el envasado en atmoisfera modificada activa (EAMA). Existen diferentes
investigaciones donde se ha estudiado la aplicacion de esta tecnologia; entre las que
se pueden citar estudios con altas concentraciones de O, (>70%) utilizados en lechuga
mantequilla y espinaca en tiras (Escalona et al., 2007; Allende et al., 2004); atmdsferas
modificadas con helio (He), argon (Ar), nitrégeno (N,) y 6xido nitroso (N2O) utilizados en

brécoli, lechuga y mizuna (Jamie y Saltveit, 2002; Robles et al., 2010).

En estudios realizadas en hortalizas de hojas MPF, con altas concentraciones de O,
(>70%) combinado con concentraciones altas de CO, (10 y 20%) se obtuvo una
reduccion significativa en el recuento bacteriano, en relacion a las muestras con altas
concentraciones de O, combinadas con <5% de CO, y muestras en aire (Artés y
Allende, 2005; Allende et al., 2004). Sin embargo, altas concentraciones de O, pueden
causar un impacto negativo en la fisiologia postcosecha y la calidad de estas hortalizas
(Kader y Ben-Yehoshua, 2000).

Estudios realizados en hojas de espinacas en tiras con Ar/O, (80/20 y 100/0) y una
muestra testigo (aire), demuestran que las hojas con Ar+O, y aire no mostraron una
reduccion de la actividad de enzimas (ACC oxidasa), en relacion a las muestras con
100% Ar que si produjo una reduccion significativa de este metabolismo; ademas, el Ar
incrementaria la difusion de gases como el CO, y etileno desde los tejidos vegetales,
debido a su densidad mayor al N, (Gorny y Agar, 1998). Day (1998), demostré que

atmosferas con He aumentarian la difusion de O, por lo que disminuiria la gradiente de
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concentracion entre el interior y exterior de la célula, minimizando el riesgo de
fermentacion; ademas, el He al mezclarse con el O,, presenta una baja densidad y un
elevado coeficiente de difusion y, por tanto, facilita la llegada del O, a las células y la
eliminacion del CO, de éstas.

Segun Rocculi et al. (2005) observaron que una atmésfera de 90% Ar, 5% O, y 5%
CO,, mantuvieron la firmeza y aceptabilidad de rebanadas de kiwi hasta 8 dias a 4 °C,
pero con alteraciones en el color. Ademas, se observd que 90% N0, 5% O, y 5% CO,
fue mejor en la retencion de color, firmeza y contenido de soélidos solubles. Estos
autores concluyeron que los efectos del N,O y Ar podrian deberse a la alta capacidad
de estos gases de disolverse en el interior de las células de la pulpa, reduciendo la

actividad respiratoria y metabolica.

En investigacion realizada en hojas de berros a 5 °C con atmosferas de 90% de Ny, Ar,
He y N>,O combinados con 10% de O, y aire; obtuvieron que, después de 13 dias la
concentracion del N, se mantuvo constante, el Ar disminuy6 hasta 55% y el He hasta
16%, en cambio el N>O en el dia 3 disminuyé a 0% hasta el final del periodo. El
recuento de aerobios mesofilos (RAM) de los tratamientos N, Ar y Aire promediaron 5,6
log UFC-g*, inferiores a los demas tratamientos de 5,9 log UFC-g™; del dia 6 al 9, y He
presentd recuentos significativamente mayores, respecto a los demas tratamientos. El
recuento de enterobacterias aumentd en todos los tratamientos, los seis primeros dias
las atmdésferas con Ar y N, mostraron los menores recuentos promediando 6,2 log

UFC-g™; del dia 6 al 13 no hubo diferencias significativas (Araneda, 2012).

Inestroza (2012), en hojas enteras de rucula a 5 °C, con atmésferas de 90% O, con
10% N»; 90% de Ar, He, N2 y N,O con 10% O,y aire, presentaron RAM inicial de 5,2 log
UFC-g™, del dia 7 al 11 no se observaron diferencias significativas, siendo los recuentos
al final del periodo de 5y 6,4 log UFC-g™. Los recuentos iniciales de enterobacterias
fueron de 4,1 log UFC-g*, al final del almacenamiento el aire obtuvo los recuentos
mayores de 5,6 log UFC-g*, y los demés tratamientos de 3,1 a 4,4 log UFC-g™;
resultados que demuestran que atmésferas con gases no convencionales y altas
concentraciones de O, tienen efecto significativo sobre las enterobacterias, pero no
sobre el RAM.
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Una de las metodologias usadas en investigaciones de productos MPF para evaluar la
efectividad del tratamiento sobre el crecimiento microbiano es la inoculacién de estos
productos con bacterias, dentro de las cepas méas usadas son Escherichia coli (E. coli),
Salmonella spp y Listeria monocytogenes; ademas, con esto se garantiza que todos los

tratamientos se inicien en similares condiciones de infeccion (Yaun et al., 2003).

De acuerdo a diversos antecedentes de investigacion, la utilizacion de altas
concentraciones de O, y gases no convencionales como el Ar, He y N,O mediante
EAMA podria mostrar resultados prometedores en hortalizas MPF. Sin embargo, no
existen estudios in vivo en los que se haya investigado el efecto de estas atmdsferas
sobre el crecimiento microbiano de hortalizas MPF inoculadas con bacterias, y mucho

menos en hojas de rucula.

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del EAMA con inyeccion de gases Ar,
He, N,O y altas concentraciones de O, sobre el crecimiento microbiolégico en hojas de

rdcula (Eruca vesicaria) inoculadas con E. coli y almacenadas durante 10 dias a 5 °C.

1.3. MATERIALES Y METODOS

1. Lugar de estudio

Este trabajo se realizé en el Centro de Estudios Postcosecha (CEPOC), de la Facultad

de Ciencias Agronomicas de la Universidad de Chile.

2. Materiales

Se utilizaron hojas de rucula (Eruca sativa var. Vesicaria) provenientes del huerto
comercial de la empresa “Hidrohuerta Tango Ltda.” ubicada en la comuna de Calera de
Tango (Region Metropolitana), Chile. Estas hojas se cosecharon en el mes de enero de

2012, se cultivaron en suelo, con una siembra escalonada, bajo invernadero. El tiempo
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transcurrido desde la siembra hasta la cosecha fue de 30 dias. La forma de cosecha fue
manual con tijera (Figura 2.1). Las caracteristicas iniciales promedio de las hojas de
racula fueron un peso de 0,4 g, largo de 7,6 cm y ancho de 3,3 cm. En color, las hojas
tuvieron una luminosidad de 43,9, saturacion de 30,1 y tono de 125,4 (Apéndice 1,
Cuadro 1.5).

Para la inoculacion de hojas de rucula se utilizé cepas bacterianas de Escherichia coli
(E. coli) ATCC 35218 no patégena, obtenido de la distribuidora autorizada Agrobiotek
Internacional (ABT®) en forma de “pellets” liofilizado en un vial de 10 g y conservadas a
0 °C.

Para generar el envasado en atmdsferas modificadas activas (EAMA), los gases que se
emplearon fueron: Ar, He, N,O, N, y O, a concentracién altas; obtenidos de la empresa
INDURA S.A., Santiago (Chile).

Las hojas de rucula se envasaron en bolsas de polipropileno (PP) de 10 x 20 cm. La
pelicula presentd una baja permeabilidad al O, (25 mL-m?.dia™-bar?) y al CO, (71

mL-m2-dia™*-bar™), y fue provista por la empresa “Plaspak Maquinaria”.

g

Figura 2.1. Hojas de racula utilizadas en la inoculacion con E. coli y EAMA.
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[I.4. PROCESAMIENTO Y TRATAMIENTOS
A continuacion se describen las etapas de la linea de flujo (Figura 2.2).

Cosecha y almacenamiento: Las hojas de rlcula se trasladaron inmediatamente
cosechadas desde el campo de cultivo, en un recipiente plastico hasta una camara del
CEPOC, posteriormente las hojas se almacenaron en oscuridad a 5 °C y 95% HR hasta

el dia siguiente, en bolsas plasticas.

Seleccion, clasificacion y pre-acondicionamiento: Al dia siguiente, las hojas se
llevaron a la sala de manipulacion y acondicionamiento a 8 °C, donde previo al
procesamiento se seleccionaron eliminando aquellas hojas que presentaron un color no
caracteristico (amarillamiento u otro), marchitas, suciedad y dafios fisicos (por insectos);
y se clasificaron por tamafio utilizandose aquellas entre 6,8 y 8,3 cm de largo y de 3,0 a
3,6 cm de ancho. El acondicionamiento consisti6 en la eliminacion de los tallos
mediante un corte manual con cuchillo de filo liso (Figura 2.3). Ademas, se
caracterizaron 3 muestras representativas de aproximadamente 20 g de hojas cada

muestra, a las cuales se les determino de color, tamafio de hoja (largo y ancho) y peso.

Lavado en agua potable: El lavado de las hojas se realiz6 por inmersion en agua
potable a 5 °C durante 1 minuto con el fin de eliminar la suciedad presente, seguido de

un escurrimiento por 3 minutos.

Lavado en agua clorada: Posteriormente se realiz6 un lavado de las hojas por
inmersion en una solucién de hipoclorito de sodio (NaClO 95 mg-L™?, pH 6,5) a 5 °C

durante 1 minuto, seguido de un escurrimiento por 3 minutos.

Enjuague en agua estéril: Las hojas se sumergieron en agua estéril (agua destilada
gue 24 h antes fue autoclavada a 121 °C por 15 min, luego enfriada a 5 °C) por 1

minuto, para retirar los residuos de NaClIO.
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Figura 2.2. Diagrama de flujo de procesamiento e inoculacion con E. coli y EAMA de hojas de
rucula.
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Figura 2.3. Seleccion y clasificacion de las hojas de rucula.

En los lavados se utiliz6 10 L de agua a 5 °C por cada kg de hojas, las cuales se
agitaron, mediante una paleta metélica con bordes lisos, por 1 minuto (Figura 2.4). La
caracterizacion de los parametros de las aguas de proceso (contenido de cloro libre, pH

y potencial Redox) utilizadas en las diferentes etapas de lavado se presentan en el

Apéndice 1 (Cuadro 1.6).

Figura 2.4. Lavados de las hojas de rucula con agitacion manual.

Escurrimiento y centrifugacién: Las hojas se escurrieron sobre una malla de acero
inoxidable por 3 minutos, seguido de una centrifugacion manual de 1 minuto (Figura
2.5). En esta etapa se realizé un muestreo representativo de tres muestras de 20 g
cada una para realizar una evaluacion microbiolégica de las hojas y determinar el

recuento inicial de enterobacterias antes de la inoculacion.
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Figura 2.5. Centrifuga manual utilizada en el procesamiento de las hojas de racula

Preparacion del inéculo: El inoculo se preparoé transfiriendo un cultivo conservado en
un tubo de ensayo a 0 °C de E. coli ATCC 35218 no patdégena, a un matraz Erlenmeyer
con 100 mL de Caldo Tripteina Soja con 0,6 % de Extracto de Levadura (CTS-E) y se

incubo con agitacion a 37 °C durante 24 h.

Inoculacién: La inoculacidon se realizé por inmersion de las hojas de rucula en una
solucion compuesta por 1 mL de in6culo por cada 1000 mL de agua peptona al 0,1%
(Dilucién 1: 1000), que presentd un recuento inicial de E. coli de 8 log UFC.g™*. Las
hojas de rucula ya inoculadas se colocaron en un recipiente estéril dentro de la cabina
de flujo laminar para reducir el exceso de humedad, a una temperatura de 30 °C

durante 30 minutos.

Pesado y envasado: Después de inocular el material vegetal, se pesaron muestras de
20 g y se envasaron en bolsas de polipropileno (PP) de 10 x 20 cm. Seguidamente, se
llevé a una envasadora al vacio y termoselladora de bolsa (Plaspak, BC/01, Santiago,
Chile), en la cual se extrajo el aire; luego, este mismo equipo realizé un termosellado de

forma automatizada.

Envasado en atmésfera modificada activa (EAMA) y aire: A cada bolsa con la rucula
en condiciones de vacio, se practicd una perforacion a través de la cual se inyectd una

de las mezclas de gases sefialada en el Cuadro 2.1, empleando un panel mezclador de
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gases (Figura 2.6). En el caso del tratamiento de aire, a las bolsas con hojas de rucula,

se le realizaron 7 perforaciones a cada cara, con una aguja de 0,8 mm de didmetro.

Cuadro 2.1. Detalle de los tratamientos del envasado en atmoésferas modificadas
activas para las hojas de racula.

Tratamiento EAMA inicial Tratamientos
1 Aire (21% O, + 79% N,)? Aire
2 53% Ar + 41% O, + 6% N Ar
3 53% He + 42% O, + 5% N, He
4 53% N,O + 42% O, + 5% N N.O
5 80% O, + 20% N, 0O

@ Uso de bolsas perforadas (7 perforaciones a cada lado con una aguja de 0,8 mm de diametro).

Figura 2.6. Panel mezclador de gases utilizado para la mezcla e inyeccion de los gases.

Sellado y almacenamiento: Inmediatamente después de la inyeccion de gases, se
realiz6 un termosellado final empleando un equipo sellador de bolsas plasticas (Impulse
Sealer Tew Equipment Co, Hsien, Taiwan). Las bolsas selladas con las hojas de rucula

se almacenaron a 5 £ 0,5 °C durante 10 dias.
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1.5. ANALISIS Y EVALUACIONES EN HOJAS DE RUCULA

1. Atmdsfera modificada activa

La evolucién de la concentracion de gases de CO, y O, al interior de las bolsas de
plastico con las hojas de rucula se determiné por medio de un analizador de gases
manual (Checkpoint, PBI Dansensor, Ringsted, Dinamarca), para lo cual se colocé una
cinta adhesiva sobre las bolsas selladas y se pinché directamente sobre ella, se volvié a
sellar el orificio con otra cinta adhesiva (Figura 2.7). Adicionalmente en este ensayo se
determiné la concentracién del N, al interior de las bolsas para lo que se utilizé6 un
cromatégrafo de gases (CG) (Hewlett Packard, 5890 A serie Il, Palo Alto, CA, EE.UU.) y
por diferencia se determind la concentracion del Ar, He y N,O durante el
almacenamiento. Para tomar las muestras gaseosas para el CG se extrajeron 10 mL del
gas de la zona con la cinta adhesiva con una jeringa plastica, la cual se llevé al
cromatégrafo de gases antes mencionado. Las concentraciones se expresaron como
porcentajes de CO,, O, Ar, N2, He y N,O. Esta medicion se realiz6 los dias 0, 2, 6 y 10.

-

Figura 2.7. Medicién de la concentracion interna de CO, y O, en las bolsas de plastico por
medio de un analizador de gases manual.
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2. Andlisis microbioldgico

Se realizaron los andlisis microbioldgicos para el aislamiento y enumeracién de E. coli
y enterobacterias. Para ello se tomaron muestras de 10 g de hojas por cada repeticion
los dias 0, 2, 6 y 10. Cada muestra se mezclé con agua peptonada tamponada al 0,1%
estéril y se homogenizé durante 30 segundos en un digestor (Stomacher) (IUL
Instruments, Barcelona, Espafa). Se realizaron diluciones seriadas y se sembraron en
Agar Eosina Azul de Metileno, las placas se incubaron a 37 °C por 48 h. Los recuentos
microbioldgicos se expresaron como el logaritmo de unidad formadora de colonia por

gramo (log UFC-g™).

Para el recuento de E. coli, se contabilizaron aquellas colonias con caracteristicas
morfolégicas inherentes a la cepa de E. coli ATCC 35218 no patégena, con bordes
regulares, tamafio de 3 a 6 mm de didmetro, superficie plana con color metalico, con
centro oscuro y un halo claro, tal como se muestra en la Figura 2.8. En el recuento de
enterobacterias se tiene en cuenta las enterobacterias que forman parte de la flora

normal de las hojas de ricula y las bacterias E. coli inoculadas.

Figura 2.8. Colonias de E. coli ATCC 35218 no patdgena, utilizadas como inéculo.
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3. Determinacién de color

El color de las hojas se midi6 en un punto de la zona anversa o haz, tal como se
muestra en la Figura 2.9, utilizando un colorimetro compacto triestimulo (Minolta, CR-
300, Japoén) con iluminante Dgs, un angulo observador de 0° y calibrado con un estandar
blanco y usando el sistema CIE Lab, obteniendo los parametros L que indica
luminosidad del color, saturacion (C*) y tono (Hap). Esta medicion se realizd en la
caracterizacion inicial de tres muestras de materia prima (10 hojas por cada muestra).

Figura 2.9. Lugar de medicion del color en las hojas de rucula, indicada por la circunferencia.

11.6. DISENO DE EXPERIMENTOS Y ANALISIS ESTADISTICO

En este estudio se utiliz6 un disefio completamente al azar (DCA) con 5 tratamientos y
3 repeticiones cada uno, donde cada mezcla del EAMA correspondié a un tratamiento
(Cuadro 2.1). La unidad experimental correspondié a una bolsa con 20 g de hojas de

rdcula.

Los resultados obtenidos de la evaluacion microbiolégica y composicion atmosférica
fueron evaluados con un andlisis de varianza (ANDEVA) con un 5% de significancia.
Cuando se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos se aplicé la
prueba de comparacion multiple de Tukey (a < 0,05). Los datos se analizaron
estadisticamente mediante el programa Minitab Release 16.1, software estadistico de

acceso libre para Windows, disponible en: http://www.minitab.com.



http://www.minitab.com./
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II.7. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Atmdsfera modificada activa

Concentracién de CO; (Figura 2.10A): el tratamiento con aire se mantuvo constante
(0,4%) durante toda la conservacion. En los demas tratamientos como era de esperar,
la concentracion de CO, aument6 gradualmente hasta el final del periodo, alcanzando
un maximo de 20 a 23%, excepto en el tratamiento He en donde el CO; se incremento
a 10%. Estos resultados muestran que desde el dia 2 al 10, el tratamiento con He fue
significativamente inferior al Ar, N,O y O, y mayor al aire (Apéndice 1, Cuadro 1.1).

Concentracion de O; (Figura 2.10B): el tratamiento con aire se mantuvo constante en
21% durante el almacenamiento. Sin embargo, los demas tratamientos disminuyeron
gradualmente hasta el dia 10, He y N,O disminuyeron desde 42 a 27% O,; en Ar hubo
un descenso de 41 a 20% O; y en O, disminuyo desde 80 a 58% O,. Desde el dia de
proceso hasta el dia 6, los tratamientos Ar, He y N,O fueron significativamente
superiores al tratamiento con aire y menores que el tratamiento con O,. El dia 10, Aire,

Ar, He y N,O fueron significativamente menores que O, (Apéndice 1, Cuadro 1.2).

Concentracion de gases no convencionales: las concentraciones de Ar y He durante
el almacenamiento fue de 52 a 53%; mientras que el N,O, desde el dia de proceso al
dia 10, disminuy6 de 53 a 47% (Figura 2.10C).

Los antecedentes descritos sefialan que el tratamiento He, desde el dia 2 hasta el final
del periodo, presentd una menor concentraciéon de CO; en relacion a los tratamientos
Ar, N,O y O,, esto puede deberse a que He es un gas que podria reducir la respiracion
en hortalizas de hoja (Day, 1998). En estudios reportados en hojas de berros se obtuvo
una respuesta diferente, al final de los 13 dias a 5 °C, el tratamiento N,O tuvo menor
CO, de 1,8% en relacién a los demas tratamientos N, Ar y He de 4,3 a 4,8% CO;
(Araneda, 2012).

En relacién a la concentracion de O,, los resultados muestran que desde el dia 6 al 10,

el tratamiento Ar presenté un mayor disminucién de O, en relacion al He y N,O, esto se
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atribuiria a que Ar facilita la difusion del O, al interior de los tejidos de rdcula,
favoreciendo un mayor consumo de O, (Gorny y Agar, 1998).
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Figura 2.10. Evolucién de los gases CO; (A), O, (B) y Ar, He o N,O (C) de hojas de rucula

envasadas en atmosfera modificada activa durante 10 dias a 5 °C. Las barras indican el error
estandar (n=3).



32

Los gases Ar y He se mantuvieron constantes en el interior de las bolsas, debido a la
baja permeabilidad de la pelicula plastica y al hecho de que estos gases son inertes y
no participarian de los procesos metabodlicos de la racula. En cambio el N2O si
experimentd una leve disminucion, esto debido probablemente a su estructura quimica
lineal lo cual le confiere una alta solubilidad (Gouble et al., 1995) y por ende, una mayor
difusividad a través de la pelicula plastica. Araneda (2012), obtuvo una respuesta
similar en hojas de berros a 5 °C, donde observé una mayor pérdida de N,O a partir del

dia 3, en relacion del Ary He.

Inestroza (2011), en estudios en hojas de rdcula con gases no convencionales, observo
gue la concentracion de CO, se estabilizé a partir del segundo dia a 5 °C, para todos
los tratamientos en valores de 3 a 4% CO,. La concentracion de O, en todos los
tratamientos se mantuvo entre 10 y 15% durante los 11 dias, excepto en el tratamiento
con O3 que disminuyo de 85 a 15% O,; este comportamiento no coincide al obtenido en
éste trabajo, debido probablemente a las diferentes condiciones de trabajo como:
permeabilidad de las bolsas, concentracion inicial de los gases, cantidad de hojas por

bolsa y tiempo de almacenamiento.

Allende et al. (2004), en estudios realizados en tiras de espinaca, envasadas en
atmosferas con 21, 80 y 100% O,, empleando bolsas de baja permeabilidad,
encontraron que las hojas envasadas a 80% de O, experimentaron una disminucion de
80 a 60% O,y un aumento de 0 a 20% CO,; siendo este comportamiento similar al

observado en el presente estudio.

2. Analisis microbiolégico

A) Recuento de E. coli

La hojas de ricula procesadas presentaron recuentos iniciales de <1 log UFC-g™.
Después de ser inoculadas los tratamientos alcanzaron de 6,0 a 6,7 log UFC-g™ (Figura
2.11). Durante la conservacion, el recuento en los tratamientos experiment6 una ligera

disminucién; notandose que del dia 2 al 10, hubo diferencias significativas de los



33

tratamientos aire, Ar y He con los tratamientos N,O y O, (Apéndice 1, Cuadro 1.3). Al
final del periodo, Aire, Ar y He presentaron recuentos menores de 4,8 a 5,0 log UFC-g™,
respecto al N,O y O,de 5,5 a 5,8 log UFC-g™.

I Aire
8 1 =3 Ar
[ He
Em N0
Hm Alto Oy

Log UFC-.g*t

0 2 6 10

Tiempo de conservacion (d)

Figura 2.11. Recuento de E. coli de hojas de rlcula envasadas en atmésfera modificada activa
durante 10 dias a 5 °C. Las barras indican el error estdndar (n=3).

La ligera disminucion de los recuentos de E. coli, podria atribuirse al incremento en la
concentracion de CO, en las bolsas y a su efecto bactericida (Ahn et al., 2005;
Arvanitoyannis et al., 2011; Devlieghere et al., 2000 citado por Allende et al., 2004); y a

la competencia con otros tipos enterobacterias; o0 a ambos.

B) Recuento de enterobacterias

El dia de proceso, las hojas procesadas sin inocular presentaron un recuento inicial de
4.8 log UFC-g™* (Figura 2.12); después de ser inoculadas los tratamientos alcanzaron

recuentos de 6,0 a 6,7 log UFC-g™. Durante la conservacion, los recuentos en los
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tratamientos experimentaron un ligero aumento. El dia 6, los recuentos de He y Ar
promediaron 6,1 log UFC-g*, que fueron significativamente inferiores a los demas
tratamientos con valores de 6,3 a 6,7 log UFC-g™* (Apéndice 1, Cuadro 1.4). El dia 10,
He present6 recuentos significativamente menores de 6,7 log UFC-g™, en comparacion

con los demas tratamientos con valores de 6,8y 7,4 log UFC-g™.

8 1 EE VP s/i
I Aire
3 Ar
[ He
N0
mEmm Alto O,

Log UFC-g*

0 2 6 10
Tiempo de conservacion (d)
Figura 2.12. Recuento de enterobacterias de hojas de rdcula envasadas en atmosfera

modificada activa durante 10 dias a 5 °C. MP s/i: Materia prima procesada sin inocular. Las
barras indican el error estandar (n=3).

Las mayores diferencias significativas entre los tratamientos se observaron a partir del
segundo dia, esto podria deberse al incremento del CO; en la bolsa, ya que este gas
como se menciond tiene efecto antimicrobiano (Ahn et al., 2005; Arvanitoyannis et al.,

2011; Devlieghere et al., 2000 citado por Allende et al., 2004).

Segun Araneda (2012), hojas de berros a 5 °C con aire, Ar, N2, He y N,O, presentaron

recuentos iniciales de enterobacterias de 4,7 log UFC-g*; y tras 6 dias, Ar y N,
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obtuvieron recuentos menores de 6,1 a 6,2 log UFC-g™* en relacién a los demas

tratamientos.

Segun Inestroza (2011), las hojas de rucula después de 7 dias a 5 °C y conservadas en
aire, Ar, N2, He, O,y N,O, tuvieron recuentos de 3 log UFC-g™y aquellas en aire de 5,6
log UFC-g™. Robles et al. (2010), encontraron que hojas de mizuna almacenados 8 dias
a 5 °C, en atmésferas de 83% He + 15% CO, + 2% O, redujeron de 1 a 1,5 unidades

los recuentos de enterobacterias, en comparacion al testigo en aire.

Allende et al. (2004), en hojas de espinaca en tiras a 5 °C con 21, 80 y 100% O,
combinado con N3, encontraron que tras 12 dias en 100% O, hubo 6,8 log UFC-g™ de
enterobacterias, 0,6 unidades log menos que con 80y 21% O,.

[1.8. CONCLUSIONES

Los gases Ar y He presentaron una menor difusion en peliculas plasticas de baja

permeabilidad, en comparacion con el N,O.

Los recuentos de E. coli experimentaron una ligera disminucion en el tiempo, debido

probablemente a la accion bactericida del CO, y a la competencia con otras bacterias.

Las atmésferas con Ary He, presentaron una mayor reduccion en el crecimiento de E.

coli y enterobacterias en las hojas de rucula.
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CAPITULO IlI

EFECTO DE LA RADIACION UV — C SOBRE LA INHIBICION
DE E. coli INOCULADOS EN HOJAS DE RUCULA
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[1.1. RESUMEN

En este ensayo se evalud el efecto de la luz ultravioleta (UV-C) sobre el crecimiento
microbiano y la calidad sensorial en hojas de rucula, inoculadas con Escherichia coli (E.
coli). Las hojas se lavaron con NaOCI (100 mg-L™, pH 6,5) y se inocularon con E. coli
(6,2 log UFC-g™); posteriormente se trataron con radiacién UV-C de 5 a 25 kJ-m™? y un
testigo sin aplicacién; se envasaron en bolsas perforadas (aire) y almacenaron a 5 °C

durante 10 dias.

La radiacion UV-C disminuy6 el recuento inicial de enterobacterias y E. coli (entre 0,1y
0,8 unidades log, respectivamente) con respecto al testigo. Las altas dosis, iguales o
superiores a 20 kJ-m™? afectaron negativamente la apariencia general e intensidad de
color de las hojas. Las dosis entre 5y 15 kJ-m™ presentaron una mayor reduccion en el
crecimiento de E. coli y enterobacterias; asi como también, una mejor apariencia e

intensidad de color en hojas de rucula.

Palabras clave: Dosis UV-C, enterobacterias, apariencia, intensidad de color.
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ABSTRACT

The effect of ultraviolet light (UV-C) over the microbial growth and organoleptic quality of
arugula leaves inoculated with Escherichia coli was evaluated. The leaves were washed
with a NaOCI solution (100 mg-L™*, pH 6,5) and inoculated with E. coli (6,2 log CFU-g™).
The leaves were treated with UV-C radiation with doses from 5 to 25 kJ-m™ and also a
control without treatment was considered. The treated arugula was packaged in
perforated plastic bags (air) and stored at 5 °C for 10 days.

The UV-C light reduced the inicial count of Enterobacteriaceae and E. coli (between 0,1
and 0,8 log units) compared with the control. High doses, equal or higher than 20 kJ-m’
2, negatively affected the general appearance and color intensity of the leaves. Doses
between 5 and 15 kJ-m? showed a greater reduction in the growth of E. coli and
Enterobacteriaceae and the arugula leaves presented a better appearance and color

intensity.

Keywords: UV-C Doses, Enterobacteriaceae, appearance, color intensity.
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[11.2. INTRODUCCION

En los Ultimos afos, se ha centrado cada vez mas la atencion en la seguridad
microbiana de hortalizas minimamente procesadas en fresco (MPF), principalmente en
los métodos de intervencién para disminuir o eliminar los patégenos microbianos de los
productos MPF (Martinez et al., 2006ab). Las hortalizas de hoja MPF son muy
susceptibles a los dafios mecéanicos, y al crecimiento de hongos y bacterias que
reducen drasticamente su vida util. Los productos MPF por lo general, contienen
microorganismos tales como bacterias aerobias psicrotrofas, coliformes fecales,
hongos, mohos y bacterias pectoliticas (Cantwell y Kasmire, 2002). El cloro ha sido
utilizado por varias décadas y sigue siendo el desinfectante comun en la industria
alimentaria. Sin embargo, a menudo su uso es insuficiente para reducir la microflora
normal que puede incluir patégenos transmitidos por alimentos (Garrett, 2002; Martinez
et al., 2006b).

Con el fin de disminuir la contaminaciéon microbiana, se han estudiado agentes de
desinfeccion alternativos o complementarios al hipoclorito de sodio (NaClO). Uno de
estos agentes desinfectantes es la radiacion ultravioleta-C (UV-C), con longitudes de
onda de 200 a 280 nm. El equipo que se utiliza es relativamente barato, facil de usar,
generando una radiacion que es letal para la mayoria de los microorganismos
(Escalona et al., 2010). La desinfeccion por radiacion UV-C es un tratamiento fisico que
no deja residuos, dafia el ADN microbiano y puede causar la muerte celular, sin alterar
la estructura de las células vegetales (Artés et al., 2009). Sin embargo, después de la
radiacion existen sistemas de reparacion en los microorganismos, tales como la
fotoreparacion y factores proteicos, aunque se ha demostrado que con un ambiente
oscuro puede evitarse la fotoreactivacion en células expuestas a la luz UV-C (Wright y
Cairns, 2004; Bintsis et al., 2000). La eficacia de la radiacibn UV-C parece ser
independiente de la temperatura (en el rango de 5 a 37 °C), pero depende de la
incidencia de la radiacion determinada por la estructura y la topografia de la superficie

de los productos tratados (Bintsis et al., 2000).
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Segun Escalona et al. (2010), en hojas de espinacas tiernas MPF conservadas a 5 °C,
la radiacion UV-C redujo inicialmente el recuento de L. monocytogenes inoculado en las
hojas; durante la conservacion experimentaron un aumento y después de 13 dias los
recuentos fueron inferiores al testigo sin tratar. De igual modo en hojas inoculadas con
Salmonella entérica la radiacion UV-C redujo los recuentos, en comparacién al testigo;
estos se mantuvieron bajos hasta el dia 2, después se incrementaron gradualmente
llegando a valores superiores que las muestras sin tratar. Estos resultados
demostrarian una disminucion de los recuentos inmediatamente después de la
aplicacion UV-C, debido a la accién microbicida inmediata de la luz UV-C (Guerreo y
Barbosa, 2004).

En estudios realizados en tiras de espinaca a 5 °C, con radiacion de UV-Cde 4,5a 11,4
kJ-m?; se obtuvieron recuentos iniciales de aerobios meséfilos (RAM) de 4,2 a 4,5 log
UFC-g™*, en relaciéon a 5,2 log UFC-g™ del testigo sin tratar (Artés-Hernandez et al.,
2008).

En estudios realizados en tiras de lechuga a 5 °C, tratadas con dosis UV-C de 1,18;
2,37 y 7,11 kJ-m? tuvieron un RAM promedio de 5,0 log UFC-g* hasta el dia 6.
Después de 11 dias, las muestras tratadas obtuvieron recuentos de 6,5 y 7,2 log
UFC-g*, y el testigo 8,0 log UFC-g™* (Allende et al., 2006).

Segun los antecedentes descritos se puede observar el efecto de la radiacion UV-C en
la reduccién del recuento de microorganismo. Sin embargo la informacién existente es
limitada en estudios in vivo donde se haya evaluado el efecto de la radiacion UV-C
sobre hortalizas, inoculadas con microorganismos y muy en especial en hojas de rucula

inoculadas con Escherichia coli (E. coli).

En este estudio se evaluod el efecto de la radiacion UV-C para reducir el crecimiento de
E. coli previamente inoculadas en hojas de racula (Eruca vesicaria), durante 10 dias a 5
°C
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111.3. MATERIALES Y METODOS

1. Lugar de estudio

Este trabajo se realiz6 en el Centro de Estudios Postcosecha (CEPOC) de la Facultad

de Ciencias Agrondémicas de la Universidad de Chile.

2. Materiales

Se utilizaron hojas de racula (Eruca sativa var. vesicaria), provenientes del huerto
comercial de la empresa “Hidrohuerta Tango Ltda.” ubicada en la Comuna de Calera de
Tango (Regidon Metropolitana, Chile). Estas hojas se cultivaron en verano (Figura 3.1).
La forma de cosecha fue manual con tijera, realizada en el mes de febrero de 2012. Las
caracteristicas iniciales promedio de las hojas fueron un peso de 0,5 g, largo de 8,8 cm
y ancho de 3,6 cm. En cuanto al color, las hojas tuvieron una luminosidad de 44,8,
saturacion de 30,0 y tono de 125,6 (Apéndice 2, Cuadro 2.7).

Figura 3.1. Hojas de racula utilizadas en la inoculacién con E. coli y radiaciéon UV-C.

Para la inoculacién de hojas de rucula se utilizé cepas bacterianas de Escherichia coli
(E. coli) ATCC 35218 no patdgena, obtenida de la distribuidora autorizada Agrobiotek
Internacional (ABT®) en forma de “pellets” liofilizado en un vial de 10 g y conservadas a
0 °C.
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Para la aplicacion de las dosis de radiacion UV-C se utiliz6 una cabina cerrada cuyas
dimensiones fueron 1,25 m de largo, 0,5 m de ancho y 0,6 m de alto. El equipo estuvo
provisto de 6 lamparas germicidas sin filtro de 36 W (TUV 36W/G36 T8, Philips),
ubicadas tres en la parte superior y tres en la inferior. Al centro a una distancia de 0,3 m
del lado superior e inferior sobre una malla de acero inoxidable fija, se colocé en

promedio 300 g de hojas por vez (Figura 3.2).

Figura 3.2. Cabina para la aplicacién de radiacion de UV-C en hojas de rucula.

Las hojas de rucula se envasaron en bolsas de polipropileno (PP), con una baja
permeabilidad al O, (25 mL-m2-dia™*-bar™) y baja permeabilidad al CO, (71 mL-m-dia’
!.par) obtenidas de la empresa “Plaspak Maquinaria”; cuyas dimensiones fueron de 10
x 20 cm. Se practicaron 7 perforaciones en cada cara de las bolsas, con una aguja de
0,8 mm de diametro, con el propdsito de alcanzar una atmdésfera similar al aire (O, >
19% y CO; < 1,0%)



43

[11.4. PROCESAMIENTO Y TRATAMIENTOS

Las etapas dentro de la linea de flujo se realizaron siguiendo la metodologia empleada

en el ensayo anterior (Seccion 11.4) y que se describen en la Figura 3.3.

Cosechay traslado

\ 4

Almacenamiento
(5 ° C por 24 h)

¥

Seleccion, clasificacion y pre-
acondicionamiento

Y

Lavado agua potable (5 °C por 1 min)

v

Lavado NaClO 100 mg-L™ (5 °C por 1 min)

¥

Enjuague agua estéril (5 °C por 1 min)

4

Escurrimiento (3 min)y
centrifugacion (1 min)

¥

Inoculacién con E. coli (5-6 log UFC-g™)

Aplicacion de radiacién UV-C

4

Pesado y envasado (20 g)

\

Sellado y almacenamiento
(5 °C por 10 dias)

Figura 3.3. Diagrama de flujo, inoculacion de E. coli y aplicacion de radiacion UV-C en hojas de
rucula.
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Las hojas se clasificaron por tamafio utilizandose aquellas entre 8,0y 9,5 cm de largo y
de 3,2 a 3,9 cm de ancho. Se prepar6 un indculo de E. coli en una disolucién inéculo:
agua peptonada (1:1000) con un recuento de 9 log UFC-g™. Las caracteristicas de las
soluciones empleadas en las etapas de lavado se presentan en el Apéndice 2, Cuadro
2.7.

Aplicacion de radiacion UV-C: Para las aplicaciones de luz UV-C se utilizé una cabina
cerrada descrita en la Seccién Il.3. La intensidad de la luz UV-C y la distancia se
mantuvieron constantes, y la dosis de aplicacion varié con los tiempos de exposicion.
La intensidad se determiné con un radiémetro (Black Ray®, modelo J225, Upland, EE.
UU.) que mide la intensidad UV-C en kW-m?. Asi mediante la multiplicacién de la
intensidad y el tiempo de exposicién en segundos, se obtiene la dosis en kJ-m?. Las

dosis de radiacion que se emplearon se muestran en el Cuadro 3.1.

Cuadro 3.1. Dosis de radiacion ultravioleta (UV-C) aplicadas en hojas de rucula
inoculadas con E. coli.

Dosis de radiacion UV-C
(kJ-m?2)
1 0
5
10
15
20
25

Tratamiento

O OB~ WNDN

Pesado y envasado: Después de la inoculacién, se pesaron 20 g de hojas y envasaron

en bolsas perforadas.

Sellado y almacenamiento: Después del pesado, se realiz6 un termosellado
empleando un equipo sellador de bolsas plasticas (Impulse Sealer Tew Equipment Co,

Hsien, Taiwan). Las bolsas se almacenaron a5 = 0,5 °C durante 10 dias.
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l1I.5. ANALISIS Y EVALUACIONES EN HOJAS DE RUCULA

1. Atmdsfera modificada

La evolucion de la concentracion de gases (CO; y O,) al interior de las bolsas de PP
con las hojas de rucula se determiné por medio de un analizador de gases manual
(Checkpoint, PBI Dansensor, Ringsted, Dinamarca) y se expresé como porcentajes de
CO, y O,. La medicién de estos gases se detalla en la Seccién I1.5, parte 1, del Capitulo
Il. Esta medicion se realizé los dias 0, 2, 6 y 10.

2. Analisis microbioldgico

La metodologia y el equipo utilizado se encuentran detallados en la Seccion I1.5, parte
2, del Capitulo Il. Los recuentos microbiolégicos se expresaron como el logaritmo de
unidad formadora de colonia por gramo (log UFC-g™?). Esta medicién se realiz6 los

dias 0, 2, 6 y 10 de almacenamiento.

3. Determinacion del color

La metodologia se detalla en la Seccion 1.5, parte 3, del Capitulo Il. Esta medicion
solamente se realizd en la caracterizacion inicial a tres muestras (10 hojas por cada

muestra) de las hojas de rucula, que se obtuvo momentos previos al procesamiento.

4. Determinacion del aspecto visual

Las hojas de rucula inoculadas con E. coli, se evaluaron sensorialmente por su aspecto
visual en apariencia e intensidad de color. Se utilizé el método de analisis descriptivo-
cuantitativo, aplicado a un panel de 10 jueces semi-entrenados conocedores de la
rdcula, usando una pauta no estructurada de 0 a 15 cm (Anexo 1). A cada juez se le

proporcioné una bolsa sellada con las hojas. Esta evaluacion se realizo el dia 10.
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111.6. DISENO DE EXPERIMENTOS Y ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizé un disefio completamente al azar (DCA) con 6 tratamientos y 3 repeticiones
cada uno, donde cada dosis de UV-C correspondioé a un tratamiento (Cuadro 3.1). La
unidad experimental correspondié a una bolsa con 20 g de hojas. Los resultados
obtenidos de la concentracion atmosférica al interior de las bolsas, recuento
microbioldgico y aspecto visual se evaluaron con un analisis de varianza (ANDEVA) con
un 5% de significancia. Cuando se encontraron diferencias significativas entre los

tratamientos se aplicé la prueba de comparacion multiple de Tukey (a < 0,05).

Los datos se analizaron estadisticamente mediante el programa Minitab Release 16.1,
software estadistico de acceso libore para Windows, disponible en:

http://www.minitab.com.



http://www.minitab.com./

a7

l1.7. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Atmdsfera modificada

La concentracion de CO, se mantuvo constante sin diferencias entre tratamientos
durante la conservacion, similar al aire, con valores de 0,1 a 0,3% (Figura 3.4A;
Apéndice 2, Cuadro 2.1).

1 21
—— 0
[—c W— 5 1
v— 10 L J
—&— 15 T g
—a— 20
S —o— 25 =
8 S
=
0 T T T T T 0 r T T T T
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Tiempo de conservacion (d) Tiempo de conservacion (d)

Figura 3.4. Evolucién de la concentracion de CO, (A) y O, (B) en el interior de las bolsas
perforadas con hojas de ricula, tratadas con UV-C (kJ-m?) durante 10 dias a 5 °C. Las
barras indican el error estandar (n=3).

La concentracién del O, en el interior de las bolsas fue similar al aire, sin presentar

diferencias significativas entre tratamientos (Figura 3.4B y Apéndice 2, Cuadro 2.2).

Artés-Hernandez et al. (2008), en tiras de espinaca a 5 °C, envasadas en atmdsfera
modificada pasiva, con dosis de 0 a 11,35 kJ-m™, después de 13 dias obtuvieron de 8 a
11% O,y de 7 a 10 % CO,; mostrando que la radiacion UV-C no afectd los cambios de
estos gases dentro de las bolsas. Allende et al. (2006), en tiras de lechuga, envasadas
en bolsas de poliestireno con atmoésfera modificada pasiva a 5 °C por 10 dias y

tratadas con UV-C, obtuvieron un aumento de la concentracion de CO, a medida que se
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incremento la dosis; de igual modo, observaron que la menor concentracion de O; se

produjo con el aumento de radiacion UV-C.

2. Andlisis microbioldgico

A) Recuento de E. coli

Las hojas de rGcula procesadas presentaron recuentos iniciales <1 log UFC-g™.
Después de ser inoculadas el testigo sin radiacién alcanzé un recuento inicial de 6,2
log UFC-g™* (Figura 3.5), el cual fue significativamente mayor a las muestras tratadas
con 54 a 5,8 log UFC-g* (Apéndice 2, Cuadro 2.3). Esto indicaria un efecto de
reduccion inicial de la radiacion UV-C sobre la poblacion de E. coli. El recuento del E.
coli en el tiempo presenté una ligera disminucién. El dia 10, las dosis 10 y 15 kJ-m™
presentaron recuentos significativamente menores de 4,0 log UFC-g?, en
comparacion a los otros tratamientos. El efecto de la radiacion UV-C se observo al
inicio y posteriormente los recuentos se mantendrian hasta el final del almacenamiento.
Un comportamiento similar obtuvo Escalona et al. (2010) y Artés-Hernandez et al.
(2008). La disminucién del recuento en el tiempo se podria deber a la competencia de

E. coli con otras enterobacterias presentes en las hojas.

Segun Escalona et al. (2010), en estudios en tiras de espinaca inoculadas con
Salmonella entérica a 5 °C, se observd que la radiacion UV-C redujo en 1 unidad log,
respecto al testigo sin UV-C; sin embargo, en el tiempo estos recuentos fueron

aumentando alcanzando valores mayores que el testigo.

Yuan et al. (2003), en estudios realizados en diferentes productos hortofruticolas
inoculados con Salmonella spp. y E. coli 0157: H7, tratado con UV-C observaron que
dosis de 5 a 24 kJ-m™ redujeron los recuentos de E. coli en la superficie de manzana
Red Delicious enteras sin encerar. En cambio dosis de 9 a 24 kJ-m™ lograron una
mayor reduccion de Salmonella spp. y E. coli O157: H7 en la superficie de hojas de

lechuga.
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Figura 3.5. Recuento de E. coli de hojas de ricula tratadas con UV-C (kJ-m™) durante 10 dias a
5 °C. Las barras indican el error estandar (n=3).

En estudios realizados en tiras de lechuga, las reducciones maximas del recuento de
bacterias se obtuvieron entre 2 y 6 dias de almacenamiento con dosis de 2,37 y 7,11
kJ-m? (Allende et al., 2006). En rodajas de pepino, la mayor reduccién de mesdfilos
aerobios fue con 4,93 y 9,86 kJ-m™ (Erkan et al., 2001). La eficacia de la radiacién UV-
C dependeria de la dosis, la estructura y la topografia de la superficie del producto
sobre el cual se aplica. La sensibilidad de las bacterias a los rayos UV-C varia segun la
especie y también entre las distintas cepas de la misma especie (Rivera et al., 2007).
Por su lado, Zhaung et al. (1995), en tomates enteros lavados con solucion clorada de
320 mg-L* a 10 °C y tratados con UV-C, después de 8 dias observaron que este
tratamiento fue eficaz para reducir la Salmonella montevideo, en comparacion a las
muestras lavadas con soluciones cloradas de 60 y 110 mg-L™ y almacenadas a 20 y
30 °C.
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B) Recuento de enterobacterias

El dia de proceso, las hojas de rlucula sin inocular presentaron un recuento inicial de 3,7
log UFC-g, tras la inoculacién y aplicacién de UV-C los recuentos fueron de 5,4 a 5,8
log UFC-g™ (Figura 3.6) y el testigo sin UV-C de 6,2 log UFC-g* (Apéndice 2, Cuadro
2.4). Estos resultados muestran un efecto inicial de la radiacion UV-C sobre este grupo
de bacterias, respuesta que también fue observada por Escalona et al. (2010); Allende
et al. (2006); y Artés-Hernandez et al. (2008) en hojas de espinaca y lechuga.
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Figura 3.6. Recuento de enterobacterias de hojas de ricula tratadas con UV-C (kJ-m™) durante
10 dias a 5 °C. MP s/i; Materia prima procesada sin inocular. Las barras indican el error
estandar (n=3).

Los recuentos de enterobacterias presentaron un aumento progresivo durante el
almacenamiento. El dia 2, las dosis de 5 a 15 kJ-m™, obtuvieron los menores recuentos
con 5,4 a 5,6 log UFC-g™. El dia 6, los recuentos fueron de 6,4 a 6,8 log UFC-g?, sin

diferencias significativas entre tratamientos. El dia 10, dosis de 5 a 15 kJ-m?
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presentaron recuentos significativamente menores de 7,5 a 7,8 log UFC-g* en
comparacion al testigo con 8,0 log UFC-g™.

Allende et al. (2006), en hojas de lechuga conservadas a 5 °C, encontraron que dosis
UV-C entre 1,18 y 7,11 kJ-m? fueron eficaces para reducir el recuento de
microorganismos entéricos hasta el dia 2, en comparaciéon al testigo sin UV-C que
mostré un aumento progresivo durante los 10 dias de almacenamiento. Artés-
Hernandez et al. (2008), en tiras de espinaca, tratadas con 4,5 a 11,4 kJ-m?
observaron que el recuento de enterobacterias se increment6 de 3,5 a 7,0 log UFC-g™,
después de 6 dias a 5 °C. Segun Tardoén et al. (2011), en brotes de alfalfa, observaron
gue estos recuentos fueron menores cuando los tratamientos correspondieron a 15 'y
20 kJ-m’2,

Varios estudios reportan que las bacterias y levaduras tienen un potente mecanismo de
foto-reactivacion; la exposicion de células a la luz visible después de la radiacion UV-C
induce a una foto-reparacion mediante el cual estos microorganismos pueden restaurar
la integridad del ADN (Wright y Cairns, 2004). Por lo tanto, la foto-reactivacion hace que
las bacterias puedan recuperar su viabilidad después de la radiacion UV-C (Sliney,
2001; Arroyo, 2010). Debido a esto las hojas se deberian envasar rapidamente y

almacenar en oscuridad.

3. Determinacion del aspecto visual

A) Apariencia

La apariencia se evalu6 el dia 10, donde se obtuvo valores de 8,0 a 10,4 puntos para
los tratamientos de 0 a 15 kJ-m™ (Figura 3.7); mientras que mayores dosis de 20 y 25
kJ-m™? alcanzaron valores de 7,4 y 7,0, respectivamente. La dosis 5 kJ-m™? presentd un
puntaje significativamente mayor con 10,4 en comparacion a los demas tratamientos
(Apéndice 2, Cuadro 2.5).
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Figura 3.7. Apariencia de las hojas de ricula tratadas con UV-C (kJ-m™) durante 10 dias a 5
°C. Las barras indican el error estandar (n=3).

Estos resultados demostrarian que las altas dosis UV-C, afectan la apariencia de las
hojas (D Hallewin et al., 2000; citado por Rivera et al., 2007); esto se deberia al
desarrollo de necrosis en las hojas tratadas, la que se acentia con el tiempo de
almacenamiento. Segun Artés-Hernandez et al. (2008), también reporta que altas dosis
de 7,9 y 11,4 kJ-m?, causan dafio en las hojas de espinaca, lo que se manifiesta
después de 10 dias a 5 °C. Allende et al. (2006), en hojas de lechuga picadas, después
de 10 dias a 5 °C observaron que dosis de 7,1 kJ-m? causé pardeamiento y dafios en
la textura, respecto a la dosis 1,2 kJ-m™. Estas dosis altas aumentarian la produccién
de radicales libres y la senescencia de los tejidos vegetales; por otro lado, la reduccion
de la textura de los tejidos estaria ligada a los cambios progresivos de la pared celular,
asi como a la separacion de la pared celular, debido a la solubilizacion de las [aminas
ricas en pectina, que serian estimuladas y aceleradas por la radiacion UV-C (Brady,
1987).
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Por el contrario, Ruiz et al. (2010), en repollo en tiras reportaron que las hojas tratadas
con 6 y 12 kJ-m™ presentaron mejor apariencia general, en comparacion a las muestras
sin UV-C, después de 9 dias a 5 °C.

B) Intensidad de color

Después de 10 dias, las hojas que recibieron dosis de 0 a 15 kJ-m™ presentaron una
intensidad de color significativamente mayor con valores de 12,2 a 12,3, en
comparacion a las dosis 20 y 25 kJ-m? con 9,5 y 10,5 (Figura 3.8; Apéndice 2, Cuadro
2.6). Estos resultados muestran que las mayores dosis afectan la intensidad de color de

las hojas de racula.
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Figura 3.8. Intensidad de color de las hojas de ricula tratadas con UV-C (kJ-m?) durante 10
dias a 5 °C. Las barras indican el error estandar (n=3).
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En estudios en tiras de lechuga, tratadas con 7,9 y 11,4 kJ-m? se observé
pardeamiento (Allende et al., 2006); debido probablemente a un dafio sobre las paredes
y membranas celulares (Rivera et al., 2007). Por el contrario, estudios en rodajas de
pepino, obtuvieron un aspecto visual similar con dosis UV-C de 2 a 12 kJ-m? después
de 12 dias a 5 °C (Erkan et al., 2001).

De acuerdo a los resultados obtenidos las dosis inferiores de 15 kJ-m™, aplicadas en la
superficie de hojas de rucula, no alterarian significativamente la apariencia e intensidad
de color.

[11.8. CONCLUSIONES

La radiacion UV-C tuvo un efecto en la reduccion del recuento inicial tanto de E. coli

como de enterobacterias.

La apariencia e intensidad de color de las hojas de racula se vio afectada con dosis UV-

C iguales o superiores a 20 kJ-m™.

Las dosis de 5 a 15 kJ-m? presentaron una mayor reduccién en el crecimiento de
microorganismos y una mejor apariencia e intensidad de color en hojas de rucula
durante 10 dias a 5 °C.
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CAPITULO IV

EFECTO DE LA RADIACION UV-C COMBINADA CON
ATMOSFERAS MODIFICADAS ACTIVAS SOBRE LA CALIDAD
MICROBIOLOGICA Y FUNCIONAL EN HOJAS DE RUCULA
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IV.1. RESUMEN

Se estudi6 el efecto de la luz UV-C combinado con envasado en atmosferas
modificadas activas sobre la calidad microbiolédgica, funcional y sensorial en hojas de
rucula. Los tratamientos se aplicaron siguiendo un arreglo factorial 2x2 con dos dosis de
UV-C (10 6 15 kJ-m?) y en dos atmdsferas enriquecidas en argén (54% Ar + 42% O, +
4% N3) o helio (53% He + 42% O, + 5% N). Las muestras de 80 g se almacenaron a
5°C por 10 dias. Las concentraciones de O, disminuyeron (desde 42 a 22—-26%) y las
concentraciones de CO, aumentaron (desde 0 a 15%) durante el almacenamiento,
mientras que el Ar y He se mantuvieron constantes (entre 52 y 57%). La tasa
respiratoria durante la conservacion se mantuvo constante entre 10 y 20 mg CO,-kg™-h™,
observandose una relacion directa entre la tasa respiratoria y la dosis UV-C. La
produccién de etileno disminuy6é con el tiempo desde 0,9 a 0,06 pL CyHs-kg™*-h™,
alcanzando sus valores minimos al cuarto dia. Los recuentos iniciales de
microorganismos aerobios mesofilos totales, enterobacterias, Escherichia coli y hongos
y levaduras fueron 6,0; 5,5; 3,8 y 2,6 log UFC-g™*, respectivamente y disminuyeron
entre 0,2 y 0,8 unidades log con la aplicacion de los tratamientos, respecto del testigo.
La concentracion de glucosa aumenté con el tiempo desde 9 a 14 mg-g* p.f., siendo
mayor en todos los tratamientos respecto al testigo. La capacidad antioxidante
determinado con DPPH*, en las muestras tratadas con 15 kJ-m? UV-C aumenté hacia
el segundo dia (1,3 mg Trolox-g™ p.f.); sin embargo, los ultimos dias disminuyé en los
tratamientos respecto del testigo. La concentracion de fenoles totales se mantuvo
durante el almacenamiento. Los tratamientos combinados de radiacion UV-C con Ar 0
He resultaron una buena alternativa a los tratamientos convencionales para reducir los
recuentos microbianos, mejorar la calidad funcional, sin alterar el color y la calidad

sensorial de las hojas de rucula almacenadas a 5 °C durante 10 dias.

Palabra clave: Argén, Helio, capacidad antioxidante, fenoles, glucosa.
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ABSTRACT

The effect of UV-C light combined with active modified atmosphere packaging on the
microbiological, sensorial and functional quality in arugula leaves was studied. The
treatments were applied following a 2x2 factorial arrangement with two doses of UV-C
(10 to 15 kJ-m™) and two enriched atmospheres with Argon (54% Ar + 42% O, + 4% N»)
or Helium (53% He + 42% O, + 5% N). The samples of 80 g were stored at 5 °C for 10
days. O, concentrations decreased (from 42 to 22-26%) and CO, concentrations
increased (from O to 15%) during storage, while the Ar and He concentrations remained
constant (between 52 and 57%). The respiratory rate during storage was kept constant
between 10 and 20 mg CO.-kg™-h™*, showing a direct relationship between respiratory
rate and UV-C dose. Ethylene production decreased over time from 0.9 to 0.06 pL
C,Hs-kg™*-h, reaching their minimum values on the fourth day. The initial counts of total
mesophilic aerobic microorganisms, Enterobacteriaceae, Escherichia coli, mold and
yeasts were 6.0, 5.5, 3.8 and 2.6 log CFU-g™, respectively, decreased from 0.2 to 0.8
log units with the application of the treatments, compared to the control. The glucose
concentration increased with time from 9 to 14 mg-g™ f.w., being higher in all treatments
compared to the control. The antioxidant capacity determined by DPPH* increased on
the second day (1.3 mg Trolox-g™* f.w.), by the application of 15 kJ-m? UV-C; however,
the antioxidant capacity decreased in relation to the control treatment at the end the
storage. The total phenol concentration remained constant during storage. The
combined treatments UV-C with Ar or He were a good alternative to conventional
treatments in reducing microbial counts and improving the functional quality without

altering the color or the sensory quality of arugula leaves stored at 5 °C for 10 days.

Keywords: Argon, Helium, Antioxidant capacity, Phenols, Glucose
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IV.2. INTRODUCCION

En la actualidad se vienen investigando nuevas técnicas para mantener la calidad
microbiologica, funcional y sensorial de productos minimamente procesados en fresco
(MPF). Entre ellas se pueden mencionar a la aplicacion de radiacion UV-C en hojas de
lechuga mantequilla, Lollo Rosso (Allende et al., 2002; Allende et al., 2006; Allende y
Artés, 2003); espinaca en tiras (Artés — Hernandez et al., 2008; Escalona et al., 2010);
repollo en tiras (Ruiz et al., 2010); floretes de brdcoli (Costa et al., 2006). Estos
estudios reportan que la radiacion UV-C causa un aumento de la tasa respiratoria
debido al estrés que su aplicacion provoca, reducen el crecimiento bacteriano,

incrementa el contenido de compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante.

En rodajas de pepino a 5 °C, la radiacion UV-C no tuvo efecto significativo sobre la
concentracion de azucares y de acido malico, en relacion al testigo sin UV-C; mientras
gue si se observo una reduccion significativa del recuento de mesofilos aerobios (RAM)
cuando las dosis fueron de 4,93 y 9,86 kJ-m™ en comparacién a dosis menores de 2
kJ-m? (Erkan et al., 2001). Estudios en duraznos enteros, mostraron que el aumento de
la dosis UV-C de 5 a 20 kJ-m?, favorecio la sintesis de fenilalanina amonio-liasa y el
contenido de fenoles totales, retrasando la maduracion y disminuyendo

significativamente la produccién de etileno (Stevens et al., 1998).

Otra técnica nueva que se esta investigando es el envasado en atmoésferas modificadas
activas (EAMA) sobre hortalizas MPF (Kader, 2002b; Artés, 2006). Los principales
beneficios del EAMA en hortalizas son reduccion de: la respiracion, la produccion de
etileno y el ablandamiento de tejidos. Por el contrario si se exponen a bajas
concentraciones de O, y altas de CO, puede causarse un deterioro acelerado de las
hortalizas (Kader et al., 1989).

Se recomendaria utilizar la radiacion UV-C en combinacion con otras técnicas de
conservacion, ya que el dafio sobre el ADN bacteriano parece que disminuirian el
namero total de estas células, pero no garantiza una esterilizacion completa (Guerrero y
Barbosa, 2004). Por lo tanto, una combinacion de tratamientos de conservacion es

recomendable, ya que proporciona una mejor proteccidén; ademas, simultaneamente
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puede conservar las propiedades sensoriales del producto, tales como color, sabor,
textura y valor nutricional (Allende y Artés, 2003).

En estudios con radiacion UV-C combinado con atmdsfera modificada pasiva en
lechuga en tiras a 5 °C, después de 6 dias, la radiacion UV-C aumentd
significativamente la tasa respiratoria en un 50% en relacion al testigo sin UV-C; y
alcanzo al final de 9 dias con un promedio de 5% de O, y 9% de CO,, en comparacion
al testigo con 10% de O, y 7% de CO,. Ademas, la radiacion UV-C redujo los recuentos
iniciales de bacterias psicrotrofas, enterobacterias y levaduras, en relacion al testigo; sin
afectar la calidad sensorial de la lechuga (Allende y Artés, 2003).

Inestroza (2011), aplicé dosis de 4 y 5 kJ-m? en hojas de rdcula a 5 °C y después de 13
dias de conservacion no afectaron la apariencia, intensidad de color y sabores de las

hojas.

Existen muy pocos estudios en los que se reporte el uso combinado de la radiacion
UV-C y EAMA con gases no convencionales como el argon (Ar) y helio (He), en
hortalizas de hoja. Por tanto, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de la
combinacion de radiacion UV-C y EAMA con Ar y He, sobre la calidad microbioldgica,

sensorial y funcional de hojas de rucula (Eruca vesicaria) durante 10 dias a 5 °C.
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IV.3. MATERIALES Y METODOS

1. Lugar de estudio

El experimento se realizé en el Centro de Estudios Postcosecha (CEPOC) y en el
Departamento de Agroindustria y Enologia de la Facultad de Ciencias Agronémicas de
la Universidad de Chile.

2. Materiales

Se utilizaron hojas de rucula (Eruca sativa var. Vesicaria), provenientes del huerto
comercial de la empresa “Hidrohuerta Tango Ltda.” ubicada en la Comuna de Calera de
Tango (Regién Metropolitana, Chile). Estas hojas se cosecharon en el mes de marzo de
2012, se cultivaron en suelo, con una siembra escalonada, bajo invernadero. El tiempo
transcurrido desde la siembra hasta la cosecha fue de 30 dias. La forma de cosecha fue
manual con tijera (Figura 4.1). Las caracteristicas iniciales promedio de las hojas de
racula fueron un peso de 0,9 g, largo de 10,4 cm y ancho de 4,7 cm. El color de las
hojas fue de luminosidad = 43,9, saturacion = 28,0 y tono = 126,1 (Apéndice3, Cuadro
3.39).

Figura 4.1. Hojas de racula utilizadas en el estudio de radiacion UV-C y atmosferas modificadas
activas.
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La aplicacion de la radiacion UV-C se realizdé en una camara con las caracteristicas

antes descritas en la Parte 2, Seccion I11.3, Capitulo 1.

Para generar el envasado en atmdsferas modificadas activas (EAMA), los gases que se
emplearon fueron argon (Ar), helio (He) y oxigeno (O,); obtenidos de la empresa
INDURA S.A., Santiago (Chile).

Las hojas de rucula se envasaron en bolsas de polipropileno (PP) de 20 x 28 cm. La
pelicula presenté una baja permeabilidad al O, (25 mL-m?.dia™*-bar?) y al CO, (71

mL-m2-dia™-bar™), y fue provista por la empresa “Plaspak Maquinaria”.
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IV.4. PROCESAMIENTO Y TRATAMIENTOS

Las etapas de la linea de flujo se realizaron siguiendo la metodologia empleada en el

ensayo anterior (Seccién I1.4) y se describen en la Figura 4.2.

Cosechay traslado

\ 4

Almacenamiento
(5° C por24h)

¥

Seleccion, clasificacion y pre-
acondicionamiento

¥

Lavado agua potable (5 °C por 1 min)

v

Lavado NaClO 95 mg-L™ (5 °C por 1

¥

Enjuague agua estéril (5 °C por 1 min)

4

Escurrimiento (3 min) y
centrifugacion (1 min)

4

Aplicacion de radiacién UV-C

Pesado y envasado (80 g)

) 2

Inyeccion gases (Ar, Hey Oy)

Sellado y almacenamiento
(5 °C por 10 dias)

Figura 4.2. Diagrama de flujo de procesamiento, aplicacion de radiacion UV-C y EAMA en hojas
de racula.
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Las hojas se clasificaron por tamafio utilizandose aquellas con 9,7 a 11,1 cm de largo y
4,2 a 5,1 cm de ancho. En la caracterizacion inicial de la materia prima se determind
peso, dimensiones, color y recuentos microbiolégicos. Las caracteristicas de las
soluciones empleadas en las etapas de lavado se presentan en el Apéndice 3, Cuadro
3.40.

Aplicacién de radiacién UV—C: Se aplicaron dos dosis de UV-C de 10 y 15 kJ-m?, tal

como se indic6 en la Seccion 111.4, del Capitulo III.

Pesado y envasado: Se pesaron 80 g de hojas y envasaron en bolsas de PP.
Seguidamente, se llevé a una envasadora al vacio y termoselladora de bolsa (Plaspak,
BC/01, Santiago, Chile), en la cual se extrajo el aire; luego, este mismo equipo realizo

un termosellado.

Envasado de atmosfera modificada activa (EAMA): Se utilizaron Ar y He, cada uno

combinado con Oy, tal como se indico en la Seccién I1.4 del Capitulo II.

Sellado y almacenamiento: Inmediatamente después de la inyeccion de gases, se
realiz6 un termosellado final, empleando un equipo sellador (Impulse Sealer Tew
Equipment Co, Hsien, Taiwan). Las bolsas con las hojas se almacenaron a 5 £0,5 °C

durante 10 dias.

Los cinco tratamientos evaluados se indican en el Cuadro 4.1y 4.2. Para el tratamiento
testigo en aire, a las bolsas se les realizaron 7 perforaciones a cada cara, con una

aguja de 0,8 mm de diametro.
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Cuadro 4.1. Tratamientos aplicados en las bolsas con hojas de rdcula.

Dosis de radiacién UV-C

(k3-m?) EAMA inicial Tratamientos
0 Aire (21% O, + 79% N,)? Testigo
10 54% Ar + 42% O, + 4% N, 10 + Ar
10 54% He + 42% O, + 4% N> 10 + He
15 54% Ar + 42% O, + 4% N, 15+ Ar
15 52% He + 42% O, + 6% N> 10 + He

# Uso de bolsas perforadas (7 perforaciones a cada lado con una aguja de 0,8 mm de diametro).

Cuadro 4.2. Tratamientos aplicados en los contenedores de 2 L con hojas de racula,

para la determinacion de la tasa respiratoria y produccion de etileno.

Dosis de radiacion UV-C

(k3-m?) EAMA inicial Tratamientos
0 Aire (21% O, + 79% N,)? Testigo
10 52% Ar + 42% O, + 6% N 10 + Ar
10 53% He + 42% O, + 5% N 10 + He
15 52% Ar + 42% O, + 6% N> 15 + Ar
15 54% He + 42% O, + 4% N, 10 + He

% Uso de bolsas perforadas (7 perforaciones a cada lado con una aguja de 0,8 mm de diametro).
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IV.5. ANALISIS Y EVALUACIONES EN HOJAS DE RUCULA MPF

1. Tasarespiratoria

Se colocaron 100 g de hojas de rucula en contenedores plasticos herméticos de 2 L.
Los contenedores estuvieron provistos de un septum de silicona en su tapa a través del
cual se tomaron muestras de gases y dos orificios de 0,8 cm de didmetro conectados
con mangueras de goma por los cuales se inyectd la mezcla de gases (Cuadro 4.2).
Los tratamientos se inyectaron los dias 0, 3, 6 y 10, durante 15 minutos, previo a la
evaluacion, con el objetivo de mantener un alto porcentaje del gas a evaluar (Ary He >
40% y O, > 25%). En aire (testigo) se dejo abierto el recipiente (Figura 4.3). Una vez
inyectados los tratamientos, se cerr6 herméticamente y luego se tomaron dos muestras
gaseosas, la primera luego de 24 h y la segunda a las 29 h con jeringas plasticas 10
mL. Estas muestras gaseosas se inyectaron en un cromatégrafo de gases CG (Hewlett
Packard, 5890 A serie Il, Palo Alto, CA, EE.UU.) provisto de un detector de
conductividad térmica, con una columna PoraPack Q 80/100 (Waters, Milford MA,
EE.UU.) con una temperatura de horno e inyector de 50 °C y de detector de 200 °C. Se
utilizé gas helio como gas transportador con una presion de 45 psi. Entre evaluaciones
los contenedores se mantuvieron cerrados. La tasa respiratoria se expresé como la
produccién de CO, (mg CO,-kg™*-h™?). Esta medicién se realizé alos 1, 7y 11 dias a 5
°C (Figura 4.4).
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Sala de maquinas Antecamara Camara de mantencion (5 °C)

(5)

=

Figura 4.3. Esquema de la inyeccion de gases para hojas de racula tratadas con UV-C y
atmosferas modificadas activas a 5 °C. (1): cilindro de gases. (2): compresor de aire. (3):
unidad de moédulos de membrana. (4): panel mezclador de gases. (5): mangueras de
distribucion de las diferentes mezclas gaseosas. (6): contenedores de 2 L, tratamientos. (7):
Contenedores de 2 L, testigo.

A

Figura 4.4. Medicion de la tasa respiratoria mediante cromatografo de gases a 5 °C. (A) toma
de muestra del contenedor plastico; (B) inyeccion de las muestras de gases en el
cromatégrafo de gases.
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2. Producciéon de etileno

Las muestras se tomaron siguiendo la metodologia descrita para tasa respiratoria, pero
empleando una jeringa plastica de 1 mL (BD Plastic, Brasil). Las muestras se inyectaron
en un cromatégrafo de gases (Agilent Technologies 7820A, CG System, EE.UU.)
provisto de un detector de ionizacién de llama y una columna Porapak QN 80/100 (1,20
m x 3,18 mm) (Norwalk, Connecticut, EE.UU.). La temperatura del inyector (FID), horno
y detector fueron de 200, 50 y 200 °C, respectivamente. Se utilizé gas helio como gas
transportador con un flujo de 55 mL-min™. Los resultados fueron expresados en plL

C2Ha-kg™-h™. Esta medicion se realizé alos 1, 4, 7y 11 dias a 5 °C.

3. Atmoésfera modificada activa

La evolucién de la concentracion de gases CO, y O, al interior de las bolsas con rucula
se determind con un analizador de gases manual (Checkpoint, PBI Dansensor,
Ringsted, Dinamarca). Adicionalmente se determind la concentracion de N, con un CG
(Hewlett Packard, 5890 A serie Il, Palo Alto, CA, EE.UU.) y por diferencia se calculo la
concentracion del Ar y He al interior de los envases; la metodologia se encuentra
descrita en la Parte 1, Seccion I1.5, del Capitulo Il. Esta medicion se realizd alos 0, 2, 6

y 10 dias de almacenamiento a 5 °C.

4. Andlisis microbiolégico

La metodologia se encuentra detallada en la Parte 2, Seccién 1.5, del Capitulo Il. En
este estudio, ademas del recuento de E. coli y enterobacterias, también se
determinaron los recuentos de aerobios mesofilos (RAM), de bacterias psicrétrofas y de

hongos y levaduras (Cuadro 4.3).
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Cuadro 4.3. Medios de cultivo y condiciones de incubacién para diferentes recuentos
de microorganismos.

Condiciones incubacion

Microorganismo Medio de cultivo : -
Temperatura (°C) Tiempo (dias)
Aerobios mesofilos (RAM)  Agar para Conteo en 37 5
Placa (PCA)
Bacterias psicrotrofas Agar para Conteo en 5 .
placa (PCA)
Levaduras y hongos Agar Papa Dextrosa 25 5.7
(APD) )

Los recuentos microbiol6gicos se expresaron como logaritmo de unidad formadora de
colonia por gramo (log UFC-g%). Los pardmetros microbioldgicos se evaluaron de
acuerdo al Reglamento Sanitario de los Alimentos del Ministerio de Salud (MINSAL,

2010). Estas mediciones se realizaron los dias 0, 2, 6 y 10 de almacenamiento.

5. Determinacion del color

El color de las hojas se midi6 siguiendo la metodologia descrita en la Parte 3, Seccion
[I.5, del Capitulo Il. Esta medicion se realiz6 en la caracterizacion inicial de tres
muestras de la materia prima (10 hojas de cada muestra); y ademas, se realiz6 los dias

0, 2 y 10 de almacenamiento, para lo cual se muestrearon 8 hojas por bolsa.

6. Determinacion de la calidad sensorial

Se realizaron evaluaciones de calidad sensorial a partir de muestras obtenidas de las
bolsas. Para estas evaluaciones se utilizé un método de analisis descriptivo-
cuantitativo, aplicado a un panel de 12 jueces semi-entrenados, usando una pauta no
estructurada de 0 a 15 cm (Anexo 1), donde se evalu6 apariencia, intensidad de color

(aspecto visual).
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El grupo de 12 panelistas estuvo conformado por un 23% de hombres y 77% de
mujeres; en edades comprendidas entre 18 y 25 afios (46%), 25 y 34 afios (42%) y
mayores de 35 afios (12%); quienes en su mayoria, participaron en todos los dias de

evaluacion.

A cada juez se le proporcioné una bolsa por tratamiento, identificada con un codigo de
tres digitos seleccionada al azar; donde evaluaron la apariencia e intensidad de color.
Se consideré una puntuaciéon sobre 7,5 como media aceptable. Las evaluaciones se

realizaron los dias 0, 2, 6 y 10.

7. Determinaciones quimicas

A) Concentracion de azucares

Las hojas de cada bolsa (tres bolsas por tratamiento y dia de evaluacion), se
almacenaron a - 80 °C en un congelador (Sanyo, MDF-U33V, Japon), hasta su
preparacion. Las cantidades almacenadas fueron de 20 g por bolsa. Estas mediciones

se realizaron los dias 0, 2, 6 y 10 de almacenamiento.

a) Preparacion de las muestras: Se pesaron 20 g de las hojas de racula (P1) en una
balanza analitica (Radwag, Hilden, Alemania). Seguidamente se extrajo el jugo
triturando las hojas con un mortero y pilon de porcelana durante 2 minutos, se
filtraron con 4 capas de gasa de 75x75 mm en un embudo plastico. El jugo obtenido
se peso (P2) y posteriormente se centrifugé a 4180 g, por 45 minutos a 4 °C, en
una centrifuga (Eppendorf Z326K, HermleLabortechnik GMBH Wehingen,
Alemania); el sobrenadante obtenido se filtr6 en papel Whatman n°® 2. El jugo
filtrado se distribuy6 en 3 tubos Eppendorf de 2 mL y se almacené a -80°C hasta su
analisis. Ademas, se determind la jugosidad (jugosidad = P2/P1) y densidad del

jugo que sirvio para expresar los datos en mg de azucar por g de peso fresco.

b) Andlisis de la concentracidén de azlucares: El jugo se descongel6 durante 2 h a 4

°C, se centrifug6 a 21380 g, durante 30 min a 4 °C. Luego, las muestras filtraron en
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una membrana PVDF de 13 mm de diametro y 0,22 micras (Millex, Barueri, S&o
Paulo, Brazil) y luego en cartucho (SepPack, Waters, Milford, Massachussets,
EE.UU.). Las muestras se transfirieron a viales de vidrio de 2 mL de capacidad
(Obando-Ulloa et al., 2009).

La concentracion de azucares se determind en alicuotas de 50 pL de jugo. Las
muestras se analizaron en cromatografo de liquidos de alta resolucion (CLAR)
(Hitachi, Lachrom, L-7200, Tokio, Japo6n) equipado con detector de indice de
refraccion (Knauer, Berlin, Alemania) y con una columna Zorbax (Agilent
technologies, 4,6x150 mm, 5 um, Alemania) a 25 °C, durante 20 min, usando como
fase movil una solucién de acetonitrilo: agua desionizada (85:15 v/v) con un flujo de
1,5 mL-min™, a una presioén de 125 bar (Obando-Ulloa et al., 2009).

B) Contenido de fenoles totales (método de Folin-Ciocalteu)

Se preparé6 una solucion hidroalcoholica MeOH: H,O (1:1), siguiendo el método
propuesto por Tawaha et al. (2007), con modificaciones. Para la obtencion del extracto
se pesoO 1 g de hojas por repeticion y se mezclé con 9 mL de solucion hidroalcohdlica,
se triturd utilizando un homogenizador (Ultra Turrax, IKA, T 18 Basic, Alemania) a 4180
On por 2 min. La mezcla se centrifugd a 1000 g, por 30 min a 4 °C, se recupero el

sobrenadante y filtr6 en un papel Whatman n° 2.

La concentracion de fenoles totales se determiné mediante la adicion del reactivo de
Folin-Ciocalteu. Se midi6 la absorbancia de las muestras a 660 nm con un
espectrofotometro UV-Vis (T70 PG Instruments Ltd, Leicester, Reino Unido). Los
resultados se expresaron como miligramos equivalentes de acido galico por gramo de

peso fresco (mg EAG-g™p.f.).

C) Capacidad antioxidante

a) Preparacion del extracto metandlico: La obtencidn del extracto se realizé segun el

método descrito por Martinez (2008), con modificaciones. Se pes6 1 g de hojas, se
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tritur6 en un mortero y se afiadiéo 4 mL de metanol al 50%. La mezcla se transfirié a
un tubo falcon, se agité en el vortex por 1 min, se centrifugé a 4180 g, por 30 min a
4 °C, se recupero el sobrenadante y transfirio a otro tubo falcon. Al precipitado se le
afiadié 2 mL de metanol (100%), se agitd en un vortex por 1 min, se centrifugé a
4180 g, por 30 min a 4 °C y el sobrenadante obtenido se transfirid al tubo con el
primer sobrenadante. Este extracto metandlico se vertié en tubo Eppendorf &mbar y

se almacend a -20 °C hasta su uso.

Ensayo DPPH*: La capacidad antioxidante de las hojas se evalué segun el método
mencionado por Martinez (2008), con modificaciones. Este ensayo esta basado en
la disminucion de la absorbancia que se produce por la reaccion entre el radical
DPPH* y los posibles compuestos antioxidantes que se encuentren en el extracto

metanaolico.

Una cantidad de 8,4 mg de DPPH* (radical comercial, Sigma, Saint Louis, Missouri,
EE.UU.), se disolvio en 100 mL de metanol (100%), obteniendo una solucion madre
de DPPH* a la cual se le midi6 la absorbancia (abs) a 515 nm obteniendo un
promedio de 1,8 abs. Esta solucion madre se diluyéo con metanol (100%) hasta
obtener absorbancia de 1,1 a la misma longitud de onda. En una cubeta se
afiadieron 2850 L de solucion diluida de DPPH* y 150 pL de extracto metandlico a
evaluar. La reaccion se registr6 después de 3 h y 30 min a 25 °C, mediante el
espectrofotometro a 515 nm. Como blanco se empleé metanol (100%). Los
resultados se expresaron como miligramos de Trolox por gramo de peso fresco (mg

Trolox-g™ p. f.). Esta medicion se realizé los dias 0, 2, 6 y 10 de almacenamiento.

Ensayo FRAP: La capacidad antioxidante de las hojas se evalu6é como la capacidad
de reducir el Fe™ a Fe™?, segln el método de Martinez (2008), 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 reducirse de férrico a ferroso a bajo pH. La disolucion FRAP
empleada consté de 50 mL de tampdn acetato 300 mM a pH 3,5, 5 mL de TPTZ (10

mM en 40 mM de HCI) y 5 mL de cloruro férrico 20 mM. En una cubeta se afiadieron
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900 pL del reactivo FRAP, 80 pL de agua desionizada y 20 upL del extracto
metandlico a evaluar, se llevo a incubacion en bafio maria entre 37 y 40°C por 1 h.
El aumento de absorbancia se registré a 593 nm mediante el espectrofotdmetro
antes descrito. Los resultados se expresaron como miligramos de Trolox por gramo
de peso fresco (mg Trolox-g™ p. f.). Esta medicion se realizé los dias 0, 2, 6 y 10 de

almacenamiento.

Las curvas de calibrado se realizaron empleando como estandar un anélogo
sintético de la vitamina E, conocido como Trolox (&cido - 6 - hidroxi - 2, 5, 7, 8
tetrametilcromano - 2 - carboxilico) (Sigma, Saint Louis, Missouri, EE.UU.).
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IV.6. DISENO DE EXPERIMENTOS Y ANALISIS ESTADISTICO

En este estudio se utiliz6 un disefio completamente al azar (DCA) con estructura
factorial 2x2. Los factores evaluados correspondieron al factor dosis UV-C con 2 niveles
(10 y 15 kJ-m?) y el factor atmésfera con dos niveles (Ar y He), de esta combinacion
surgieron 4 tratamientos cada uno con tres repeticiones. La unidad experimental
correspondié a una bolsa con 80 g de rucula. Los residuos obtenidos a partir de los
datos de las variables evaluadas se sometieron a una prueba de normalidad y
homogeneidad de varianza. Luego de verificar los supuestos, se procedio a realizar un

analisis de varianza (ANDEVA) con un 5% de significancia.

Cuando hubo interaccidon significativa entre los factores se aplico una prueba de

comparaciones de medias de Tukey (a < 5%) entre los tratamientos.

Cuando sélo hubo diferencias significativas en los niveles de al menos un factor, se
realiz6 una prueba de comparacién de medias de Tukey (a < 5%) entre los niveles de

ese factor.

En este estudio, a la estructura factorial se adicioné un tratamiento testigo (sin UV-C y
envasado en aire). Los datos obtenidos se evaluaron mediante un DCA con cinco
tratamientos, realizandose un ANDEVA al 5% de significancia. Para aquellas variables
en que se detectaron diferencias significativas entre los tratamientos (p < 0,05) se aplico
la prueba de comparaciéon multiple de Dunnet (testigo vs. el resto) a un nivel de

significancia de 5%.

Los resultados se analizaron estadisticamente mediante el programa Minitab Release
16.1, software estadistico de acceso libre para Windows, disponible en:

http://www.minitab.com.



http://www.minitab.com./
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IV.7. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Tasarespiratoria

El dia 1, se observd valores de 19,4 a 22,8 mg CO,-kg'h? sin diferencias
significativas entre tratamientos (Figura 4.5). El dia 11, se registraron diferencias
significativas entre los factores dosis y atmdsfera (Apéndice 3, Cuadro 3.1). La dosis 10
kJ-m present6 valores significativamente menores de 8,7 mg CO,-kg*-h™ a la dosis
15 kJ-m™? con 20,4 mg CO,-kg*-h™. Por otro lado, este mismo dia, la atmésfera He
presentd una tasa menor de 12,3 mg CO,-kg™-h™ comparado al Ar que obtuvo 16,8 mg
CO,-kg™*-h™*. Ademas, el dia 11, el testigo obtuvo una tasa de 14,4 mg CO,-kg™*-h™
significativamente mayor que el tratamientos 10+He con 6,2 mg CO,kg*-h?, y
significativamente menor que el tratamiento 15+He con 22,4 mg CO,-kg™-h™* (Apéndice
3, Cuadro 3.2).
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Figura 4.5. Evolucion de la tasa respiratoria de hojas de racula tratadas con UV-C y atmosferas
modificadas activas durante 10 dias a 5 °C. Las barras indican el error estandar (n=3).
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Segun los antecedentes descritos, se puede observar que después de 11 dias, tanto el
factor dosis UV-C y el factor atmdsfera, tuvieron un efecto significativo sobre la tasa
respiratoria; siendo la mayor dosis de 15 kJ-m? vy la atmésfera Ar los que presentaron
una mayor tasa respiratoria. Estos resultados siguen la tendencia observada por
Allende y Artés (2003), donde la UV-C, después de 6 dias a 5 °C aumento la tasa
respiratoria de hoja de lechuga, respecto al testigo. Asimismo, Escalona et al. (2010),
observaron que tiras de espinaca a 5 °C, tratadas con UV-C, presentaron una mayor
tasa respiratoria en comparacion al testigo, durante 14 dias de almacenamiento. Este
aumento de la respiracibn por UV-C se deberia al dafio celular que altera la
permeabilidad de la membrana, acelerando procesos biologicos, entre ellos la tasa
respiratoria de los tejidos tratados (Erkan et al., 2001).

El dia 11 respecto al dia 7, los tratamientos 10+Ar y 10+He mostraron una reduccion de
la tasa respiratoria, donde el tratamiento 10+He con 6,2 mg CO,-kg™-h™ alcanzé una
mayor disminucién, comparado con el tratamiento 10+Ar con 11,2 mg CO,-kg™*-h™. El
He podria reducir la tasa respiratoria, en relacion al Ar; probablemente debido a que
posee un menor peso atomico, controlando mejor los procesos respiratorios (Gorny y
Agar, 1998). En estudios realizados en esparragos, la combinacion de Ary He con O,
redujo la tasa respiratoria, la pérdida de acido ascorbico y el contenido de clorofila
(Zhang et al., 2008, citado por Artés-Hernandez et al., 2009). Por otro lado Magalhdes
et al. (2007), observaron que atmoésferas de 75% He 6 Ar combinados con 25% O»
redujeron la tasa respiratoria de hojas de espinaca comparada con 25, 50y 75 % O,

combinado con N, a 15 °C.

2. Produccion de etileno

El dia 1, el testigo presentd 0,93 pL C,Hs-kg™-h™, valor significativamente mayor a los
demas tratamientos con 0,62 a 0,71 pL C,Hs-kg*-h™ (Figura 4.6; Apéndice 3, Cuadro
3.3 y Cuadro 3.4). El dia 11, la produccién varié de 0,05 a 0,09 pL C,Hs-kg™*-h™* sin
diferencias significativas entre tratamientos. Del dia 1 al 11, hubo una disminucion

promedio de 0,5 pL C,H4-kg™-h™. Char et al. (2012), en hojas de ricula conservadas a
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5 °C, obtuvieron el dia de proceso valores promedio de 0,8 uL C,Hs-kg*-h™ y después
de 8 dias un promedio de 0,05 pL CzHs-kg™-h™, sin diferencias significativas entre

tratamientos.
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Figura 4.6. Evolucion de la produccién de etileno de hojas de rdcula tratadas con UV-C y
atmoésferas modificadas activas durante 10 dias a 5 °C. Las barras indican el error estandar
(n=3).

El dia 7, la produccion significativamente menor se obtuvo con la dosis de 10 kJ-m?
(0,05 pL CyHs-kg™-h™), mientras 15 kJ-m alcanz6 0,11 pL CoHa-kg™-h™. Los hortalizas
al ser expuestas a la radiacion UV-C, presentarian un mayor dafio celular de sus
tejidos; el que podria influir en la disminucién de la produccion de etileno (Erkan et al.,
2001).
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Segln Kader (2002a), reporta valores menores a 1 pL CoHs-kg™-h™ para hortalizas de
hojas a 5 °C. Artés-Herndndez et al. (2008), en tiras de espinaca a 5 °C, tratadas con
UV-C obtuvieron valores inferiores a 0,01 pL CyHa-kg™*-h™.

La concentracion de CO, en el interior de los contenedores plasticos con rdcula
inmediatamente después de la inyeccion de los gases en promedio fue de 0,07 % en
todos los tratamientos (Apéndice 3, Cuadro 3.41). Durante la conservacién, 24 h
después de la inyeccion de los gases, la concentracion del CO, present6 valores de
1,0 a 1,3% en todos los tratamientos, excepto el testigo que mantuvo el valor inicial; tras
5 h, aumentaron entre 0,1 y 0,3% y el testigo aumenté en un promedio de 0,2%. La
disminucion de produccion de etileno el dia 4, se deberia al aumento de la
concentracion de CO,, debido a su efecto inhibitorio de este sobre el etileno (Char et al.,
2012). Segun Kader (2002a), atmoésferas modificadas con bajo O, y alto CO; reducen la

biosintesis de etileno.

3. Atmoésfera modificada activa

La concentracion de COy, en el tratamiento testigo aire se mantuvo constantes (0,5%)
durante la conservacion (Figura 4.7A). En los demas tratamientos el incremento de la
concentracion de CO; del dia 2 hasta el final del periodo fue gradual, alcanzando un
maximo entre 13 y 16%. El dia 1, se observo diferencia significativa entre los niveles del
factor dosis; la dosis 15 kJ-m™ obtuvo 0,4 % CO, y se diferencié de 10 kJ-m™? con 0,7 %
(Apéndice 3, Cuadro 3.5). De igual modo, el dia 10, la dosis 15 kJ-m™ present6 13,6 %

CO,, significativamente menor a 10 kJ-m™ con 15,7 %.

El dia 2, se encontré interaccion significativa entre los factores; el tratamiento 15+He
presentd 3,1%, significativamente menor a 15+Ar que obtuvo 4,0%; ademas, el
tratamiento 15+He present6 3,1% y se diferencié de 10+He que obtuvo 3,8% (Apéndice
3, Cuadro 3.6). También en este dia, el testigo obtuvo 0,5 % CO,, significativamente

menor a los demas tratamientos con 3,1 a 4,0 %. El dia 10, el testigo obtuvo 0,6 %
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menor y diferente a los demas tratamientos que mostraron concentraciones de 12,8 a
16,6 % (Apéndice 3, Cuadro 3.9).

Segun los resultados obtenidos, las dosis mas altas de UV-C aumentaron
significativamente la concentracién de CO,. Estudios en hojas de lechuga en tiras a 5
°C, por Allende y Artés (2003), desde el dia 2 al 9, obtuvieron una mayor concentracion
de CO, en la mayor dosis UV-C de 8,1 kJ-m?, comparado con 0,4y 0,8 kJ-m™.

La concentracién del O,, en el tratamiento testigo aire se mantuvo constante en 21%,
durante la conservacion (Figura 4.7B). Sin embargo, los demas tratamientos
disminuyeron gradualmente hasta el dia 10, llegando a concentraciones entre 22,5 y
26,7%. El dia 0 y 2 no se encontr¢ diferencias significativas en la interaccion de los
factores, ni entre los niveles de éstos (Apéndice 3, Cuadro 3.8). Los dias 6 y 10, las
diferencias se manifestaron en los niveles del factor atmosfera. El dia 6, la atmosfera Ar
obtuvo 28,9 % O, significativamente menor al He que alcanz6 30,2%. El dia 10, el Ar
presentd una concentracion significativamente menor de 22,6%, en relacion al He que
obtuvo 26,0%.

Ademas, el dia 0 el testigo obtuvo 20,8 % diferente significativamente a los demas
tratamientos que presentaron de 41,7 a 42,9 % (Apéndice 3, Cuadro 3.8). El dia 10, el
testigo obtuvo un valor significativamente menor de 20,3 % en relacién a los demas

tratamientos que obtuvieron de 22,5 a 26,7 %

Con los resultados obtenidos el dia 6 y 10, se podria decir que el factor atmosfera tuvo
efecto en el consumo de O, siendo el He quien redujo el consumo de O; resultados
similares obtuvo Araneda (2012), en hojas de berros conservadas a 5 °C durante 13
dias. El He y Ar a pesar de ser monoatomicos y gases inertes, se diferencian en el

efecto fisioldgico que causan en los tejidos vivos (Jamie y Saltveit, 2002).

La concentracion del Ar y He (Figura 4.7C). En todos los tratamientos se inyectaron
54% de Ar y He, excepto en el tratamiento 15+He que se inyecto 52% de He. Durante
la conservacion, el Ar a las dos dosis de UV-C aumenté en 3%; mientras que He
disminuy6 en 1%. El hecho de que se presentd un ligero aumento del Ar, podria estar

relacionado con una mayor disminucion del O,. Estos resultados son similares a los



CO, (%)

79

obtenidos por Araneda (2012), en hojas de berros a 5 °C después de 13 dias, que

mostro una mayor reduccion de He con respecto al Ar.

Allende et al. (2006), en lechuga picadas a 5 °C por 10 dias, obtuvieron una mayor
concentracion de CO, de 6 % en aquellas muestras tratadas con UV-C, respecto al
testigo sin tratar que aumentdé en 3%. De igual forma en las muestras con UV-C la

concentracion de O, disminuy0 a 5% y el testigo a 15%.

20 4 —e— Testigo A

—O0— 10 + Ar
v— 10 + He
15 —— 15+ Ar
15 + He

g

3

0 2 4 6 8 10
Tiempo de conservacion (d) Tiempo de conservacion (d)
60 - —e— 10+ Ar C
o— 10 + He

—v— 15+ Ar
—&— 15+ He

Ar o He (%)

A\
\\

0 2 4 6 g 10
Tiempo de conservacion (d)
Figura 4.7. Evolucién de los gases CO, (A), O, (B) y Ar 6 He (C) de hojas de rucula tratadas

con UV-C y atmdsferas modificadas activas durante 10 dias a 5 °C. Las barras indican el
error estandar (n=3).
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4. Calidad microbiolégica

A) Recuento de E. coli

La materia prima presenté un recuento inicial de 4,2 log UFC-g™* (Figura 4.8); después
del proceso y aplicado los tratamientos disminuy6 a recuentos de 3,0 a 3,8 log UFC-g*

sin diferencias entre tratamientos.
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Figura 4.8. Recuento de E. coli de hojas de rucula tratadas con UV-C y atmoésferas modificadas
activas durante 10 dias a 5 °C. MP s/p: Materia prima sin procesar. Las barras indican el
error estandar (n=3).

El dia 2, el testigo no present6 diferencias significativas con los demas tratamientos,
con recuentos de 4,1 a 4,8 log UFC-g™* (Apéndice 3, Cuadro 3.11). El dia 6, el testigo
presentd un recuento significativamente menor de 5 log UFC.g*, respecto al
tratamiento 15+Ar que alcanzé 4,1 log UFC-g™. El dia 10, el testigo presenté valores

de 5,7 log UFC-g™ significativamente mas altos a 10+He que obtuvo 4,1 log UFC-g™.
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Las minimas diferencias entre el testigo y los tratamientos UV-C durante los primeros
dias, se deberian a un menor efecto bactericida de UV-C, ya que posterior a su uso las
hojas estuvieron expuestas a la luz, lo que podria haber favorecido una foto reparacion
de la E. coli. (Wright y Cairns, 2004; Sliney, 2001). A partir del dia 6 se observaron
diferencias significativas, que podrian explicarse por el incremento del CO, en las
bolsas, que redujo el crecimiento microbiano, respecto al testigo en aire (Allende et al.,
2004).

Contrario a los resultados obtenidos en esta investigacion, Allende y Artés (2003), en
lechuga en tiras a 5 °C, reportaron una reduccion significativa del recuento inicial de
patdgenos como E. coli al aplicar radiacion UV-C y atmésfera modificada pasiva
respecto al testigo sin UV-C y en aire. Al parecer la radiacion UV-C induciria la sintesis
de sustancias naturales antimicrobianas que limitarian el crecimiento microbiano y

causan dafio del ADN celular (Aguayo et al., 2007; Rivera et al., 2007).

B) Recuento de enterobacterias

La materia prima presenté un recuento inicial de 6,1 log UFC-g™ (Figura 4.9); después
del proceso y aplicado los tratamientos no se observaron diferencias significativas, los

recuentos disminuyeron a 5,0 y 5,9 log UFC-g™.

Del el dia 0 al 10, hubo diferencias significativas entre los niveles del factor dosis
(Apéndice 3, Cuadro 3.12). El dia 0, la dosis 10 kJ-m™ present6 recuentos mas bajos
de 5,1 log UFC-g*, mientras 15 kJ-m? obtuvo 5,8 log UFC-g. El dia 6, la dosis 10
kJ-m*? alcanzé recuentos de 5,8 log UFC-g™, significativamente menor que 15 kJ-m?
con 6,1 log UFC-g™. El dia 10, la dosis 10 kJ-m™ obtuvo recuentos mas bajo de 7,4 log
UFC-g™, en comparacioén a 15 kJ-m? con 7,7 log UFC-g™.

El dia 2; el testigo presentd un recuento significativamente mayor de 6,6 log UFC-g™,
respecto a los tratamientos 10+Ar y 10+He que alcanzaron 5,7 y 5,9 log UFC-g™,

respectivamente (Apéndice 3, Cuadro 3.13). El dia 10, el testigo mostré un recuento
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més alto de 7,9 log UFC-g*, mientras que los tratamientos 10+Ar y 10+He obtuvieron
7,3y 7,5 log UFC-g*, respectivamente.
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Figura 4.9. Recuento de enterobacterias de hojas de racula tratadas con UV-C y atmdsferas
modificadas activas durante 10 dias a 5 °C. MP s/p: Materia prima sin procesar. Las barras
indican el error estandar (n=3).

Segun los resultados descritos, las reducciones iniciales de los recuentos entre los
tratamientos y el testigo fueron minimas; probablemente debido a las mismas causas
descritas para E. coli. No obstante, durante la conservacion el factor dosis UV-C mostré
un efecto sobre el recuento de enterobacterias, donde la menor dosis presenté una
mayor reduccion, en comparacion a la mayor dosis; esto podria deberse a que dosis
UV-C iguales o mayores de 15 kJ-m? al causar un mayor dafio en los tejidos
vegetales, liberan sustratos intercelulares que son aprovechados por los
microorganismos para su desarrollo (Artés-Hernandez et al., 2009). Las dosis de 5 a 10

kJ-m™ tienen mejor efecto sobre el recuento de enterobacterias sin afectar los tejidos
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de las hortalizas (Yaun et al., 2003). Allende y Artés (2003), en lechuga “Lollo rosso” en
tiras obtuvieron que dosis de 4,1 a 8,2 kJ-m™ presentaron una mayor reduccion del
recuento de bacterias coliformes, respecto a dosis de 0,4 a 2,4 kJ-m?y sin tratar, tras
10 dias a5 °C.

Artés-Hernandez et al. (2008), en espinaca en tiras conservadas a 5 °C, después de 13
dias, la dosis 11,4 kJ-m™ obtuvieron una mayor reduccién respecto a las dosis de 4,5y
7,9 kJ-m™. Tardén et al. (2011) en brotes de alfalfa a 5 °C, observaron que dosis mas

altas de 15y 20 kJ-m? redujeron los recuentos de enterobacterias.

C) Recuento de mesofilos aerobios (RAM)

La materia prima presenté un recuento inicial de 6,9 log UFC-g™ (Figura 4.10); después
del proceso, el testigo disminuy6 a 6,0 log UFC-g™, recuento significativamente mayor a
los demas tratamientos que disminuyeron a recuentos de 5,8 a 5,9 log UFC-g™*. Este
mismo dia, se present6 una diferencia significativa entre los niveles del factor dosis; la
menor dosis 10 kJ-m™ obtuvo un recuento significativamente menor de 5,8 log UFC-g*,
mientras la dosis 10 kJ-m™ alcanzé 5,9 log UFC-g™ (Apéndice 3, Cuadro 3.14 y Cuadro
3.15).

El dia 6; el testigo obtuvo un recuento menor de 8,0 log UFC-g* y se diferenci6 del
tratamiento 15+He con 7,5 log UFC-g™. El dia 10, el testigo presenté un recuento mas
bajo de 9,1 log UFC-g™, diferente a los demés tratamientos que alcanzaron de 8,5 a 8,7
log UFC-g™.

Segun los resultados descritos, la radiacion UV-C tuvo un efecto en la reduccion inicial
de RAM,; estos resultados son similares a los reportados por Allende y Artés (2003), en
lechuga en tiras conservadas a 5 °C, que obtuvieron una reduccion inicial significativa
del RAM, en comparacion a las muestras sin tratar, siendo las dosis 4,1y 8,2 kJ-m™ las
gue mostraron reducciones significativamente mayores. Escalona et al. (2010), en
espinaca en tiras a 5 °C, observaron que con dosis 12 y 24 kJ-m? se redujo los

recuentos iniciales de 1 a 1,5 unidades log, respecto al testigo sin tratar.
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Figura 4.10. Recuento de mesofilos aerobios de hojas de ricula tratadas con UV-C y
atmadsferas modificadas activas durante 10 dias a 5 °C. MP s/p: materia prima sin procesar.
Las barras indican el error estandar (n=3).

Artés-Hernandez et al. (2008), en espinaca en tiras conservadas a 5 °C y tratadas con
UV-C, obtuvieron una reduccion inicial en el RAM de 0,3 a 1,0 unidades log, respecto al
testigo. Allende et al. (2006), en hojas de lechuga a 5 °C, desde el dia de proceso hasta
el dia 10, reportaron RAM menores en las muestras tratadas con UV-C, comparado con

el testigo sin tratar.

D) Recuento de bacterias psicrétrofas

El recuento inicial de la materia prima fue de 7,1 log UFC-g* (Figura 4.11); después del

proceso, el testigo disminuy6 a 6,2 log UFC-g*, significativamente mayor a los deméas
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tratamientos que disminuyeron a recuentos de 5,9 a 6,1 log UFC-g*. Este dia de
proceso, se obtuvo diferencias significativas entre los niveles del factor dosis, donde la
dosis de 10 kJ-m™ presenté un recuento significativamente menor de 5,9 log UFC-g*,
mientras que la dosis 15 kJ-m alcanzé 6,0 log UFC-g™ (Apéndice 3, Cuadro 3.16).
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Figura 4.11. Recuento de bacterias psicrétrofas de hojas de rlcula tratadas con UV-C y
atmadsferas modificadas activas durante 10 dias a 5 °C. MP s/p: materia prima sin procesar.
Las barras indican el error estandar (n=3).

El dia 6, se observo diferencias significativas entre los niveles del factor atmésfera. La
atmésfera He mostré un recuento significativamente menor de 8,0 log UFC-g™, mientras
el Ar obtuvo 8,3 log UFC-g*. Este mismo dia, el testigo presentd 8,5 log UFC.g™
significativamente mayor a los demas tratamientos con 8,0 a 8,2 log UFC-g™*; excepto al

tratamiento 15+Ar que obtuvo 8,4 log UFC-g™. El dia 10, el testigo mostré un recuento
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mayor de 9,7 log UFC.g™, diferente a los demas tratamientos que presentaron de 9,1 a
9,3 log UFC-g™ (Apéndice 3, Cuadro 3.17).

Al igual que en el recuento de enterobacterias y RAM, la radiacién UV-C tuvo efecto
sobre el recuento inicial de bacterias psicrétrofas, donde la menor dosis de 10 kJ-m™
mostré una mayor reduccion. Resultados similares obtuvieron Allende y Artés (2003),
en lechuga en tiras tratadas con UV-C a 5 °C, reportando una reduccién de los
recuentos iniciales de psicrotrofos de 0,3 a 0,8 unidades log, en relacion con el testigo.
Escalona et al. (2010) en hojas de espinaca conservadas a 5 °C obtuvieron un efecto
significativo de la radiacion UV-C sobre el recuento inicial, comparado con el testigo sin
tratar; con la diferencia que durante la conservacion estos recuentos se incrementaron y
al final de 13 dias, las hojas tratadas con radiacion UV-C obtuvieron mayores recuentos

que el testigo.

Char et al. (2012), en hojas de rucula envasadas con gases no convencionales y aire,
obtuvieron recuentos inferiores a los obtenidos en esta investigacion, reportando
recuentos iniciales de 4 a 5 log UFC-g™, debido a la baja carga microbiana de la materia
prima con la que trabajaron. Ademas, en este mismo estudio, después de 10 dias las
muestras enriquecidas con He y Ar presentaron recuentos menores de 4,1 a 3,8 log

UFC-g™, comparado al N, con 4,7 log UFC-g™.

E) Recuento de hongos y levaduras

La materia prima presenté un recuento inicial de 3,2 log UFC-g* (Figura 4. 12), después
de los lavados y la aplicacion de tratamientos se redujo a valores de 2,2 y 2,9 log
UFC-g™ sin diferencias significativas entre tratamientos. Este mismo dia, se observaron
diferencias significativas en la interaccion entre factores (Apéndice 3, Cuadro 3.18);
siendo los niveles del factor dosis diferentes cuando se us6 atmosfera Ar; el tratamiento
10+Ar presentd un recuento significativamente menor de 2,2 log UFC-g™*, mientras el

tratamiento 15+Ar alcanzé 2,8 log UFC-g™* (Apéndice 3, Cuadro 3.19).
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Figura 4.12. Recuento de hongos y levaduras de hojas de rdcula tratadas con UV-C y

atmaosferas modificadas activas durante 10 dias a 5 °C. MP s/p: materia prima sin procesar.
Las barras indican el error estandar (n=3).

Ademas, el dia de proceso, el testigo no mostro diferencias significativas con los demas
tratamientos, con recuentos de 2,2 a 2,8 log UFC-g™ (Apéndice 3, Cuadro 3.20). El dia
6, el testigo y los demas tratamientos obtuvieron recuentos de 1,8 a 2,9 log UFC-g™, sin
diferencias significativas. El dia 10, los recuentos fueron de 2,3 a 2,8 log UFC-g* sin

diferencias significativas entre el testigo y los demas tratamientos.

Segun los resultados descritos, solo el dia del proceso se observé un efecto de la
interaccién entre los factores dosis y atmosfera sobre el recuento inicial de hongos y
levaduras, esto se deberia a la accién antimicrobiana de UV-C (Guerrero y Barbosa,
2004). Escalona et al. (2010), en hojas de espinaca a 5 °C, obtuvieron una reduccion
inicial significativa de 1,0 a 1,5 unidades log en las muestras tratadas con UV-C, en

relacion al testigo; después de 14 dias, los recuentos oscilaron entre 3,2 y 3,6 log
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UFC-g* sin diferencias significativas entre tratamientos. Segun Char et al. (2012), en
hojas de rucula envasadas con gases no convencionales a 5 °C, solo el dia 1
obtuvieron recuentos de 1 a 2,7 log UFC-g* sin diferencias significativas entre

tratamientos.

Allende et al. (2006), en lechuga picadas conservadas a 5 °C, tratadas con UV-C y un
testigo sin tratar, tanto al inicio como al final de 10 dias, presentaron recuentos de
hongos y levaduras sin diferencias significativas entre tratamientos.

El limite recomendado para los hongos y levaduras es de 5 log UFC-g™ para garantizar
la calidad sensorial de hortalizas MPF (Debevere, 1996, citado por Allende et al., 2006).
Teniendo en cuenta estos valores, las hojas de rucula utilizadas en esta investigacion

no superaron este limite maximo.

Segun el MINSAL (2010), para que las hortalizas MPF sean consideradas
microbiolégicamente “aceptables”, deben tener RAM inferiores a 4,7 log UFC.g* y de
enterobacterias inferiores a 3,7 log UFC-g™. Con recuentos entre 4,7 y 5,7 log UFC-g*
de RAM y entre 3,7 y 4,7 log UFC-g* de enterobacterias, las hortalizas MPF son
consideradas “medianamente aceptables”. Las hojas utilizadas en esta investigacion,
superaron el limite “medianamente aceptable” desde el dia de proceso, no siendo aptas
para el consumo directo. Estos resultados podrian explicarse porque hortalizas de hojas
sueltas como la rucula, durante todo el tiempo de crecimiento en campo estan
expuestas a contaminaciéon ambiental. En cambio hortalizas compactas como lechuga
iceberg, sus hojas internas estan protegidas (Martinez, 2008); otros factores que
pueden afectar son las inadecuadas practicas agricolas, por ejemplo durante la
fertilizacion, riego y cosecha. Por lo tanto, es necesario el abastecimiento con materia
prima de alta calidad, teniendo en consideracién que las operaciones realizadas a los
productos MPF dafian sus tejidos y se favorece el crecimiento microbiano (Artés-
Hernandez et al., 2009).

La radiacién UV-C tuvo un efecto en los recuentos iniciales de enterobacterias, aerobios
mesofilos y psicrétrofos; debido probablemente a que inhibe el crecimiento microbiano

mediante la induccién a la formacion de dimeros de pirimidina que alteran la hélice del
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ADN, como consecuencia de ello las células pierden la capacidad de replicarse y
reproducirse llevandoles hasta la muerte (Guerrero y Barbosa, 2004; Allende y Artés,
2003; Artés-Hernandez et al., 2009).

5. Determinacion del color
A) Luminosidad (L)

En la Figura 4.13, se observo que la luminosidad, durante la conservacién no presento
diferencias significativas en la interaccion de factores, ni en los niveles de factores
(Apéndice 3, Cuadro 3.21).

48 A
—&— Testigo
—O— 10 + Ar
v— 10 + He
—— 15+ Ar
46 - —&— 15+ He

Luminosidad (L)

0 T T T T T T
0 2 4 6 8 10

Tiempo de conservacion (d)

Figura 4.13. Evolucién de la luminosidad de las hojas de racula tratadas con UV-C y atmosferas
modificadas activas durante 10 dias a 5 °C. Las barras indican el error estandar (n=3).
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Al comparar el testigo con los demas tratamientos (Apéndice 3, Cuadro 3.22); el dia 0,
el testigo obtuvo 43,7, significativamente mayor al tratamiento 15+Ar que mostro 41,4.
El dia 2, el testigo no mostro diferencias significativas con los demas tratamientos, con
valores de 42,4 a 43,3. El dia 10, el testigo obtuvo el valor mas alto de 44,2 y diferente

con los deméas tratamientos con 41,6 a 42,0; excepto a 15+He que alcanzo 42,4.

En base a los resultados presentados, en los dos primeros dias, no hubo un efecto de
los factores dosis y atmdsferas, sobre la luminosidad. El efecto de estos factores se
observé a partir del dia 10, donde las hojas tratadas presentaron una menor
luminosidad con respecto al testigo. Resultados similares obtuvieron Artés-Hernandez
et al. (2008), en hojas de espinaca, donde a partir del sexto dia las muestras tratadas
con UV-C presentaron una disminucion significativa, en relacion al testigo sin UV-C.
Esto probablemente se debio al dafio celular de las hojas causado por la radiacion UV-
C (Artés-Hernandez et al., 2008; Rivera et al., 2007).

Por el contrario, Inestroza (2011), en hojas de rdcula conservadas a 5 °C en alto Ar, He,
N2 y N2O combinado con 10 % O,, durante 11 dias no encontraron diferencias entre
tratamientos. Tomas-Callejas et al. (2011), en acelgas en tiras a 5 °C y envasadas en
O, He, N2 y NoO (100%) y aire, obtuvieron al inicio, una luminosidad de 43,2; estos
valores se incrementaron después de 8 dias, hasta valores de 46,4 a 47,4, sin

diferencias entre tratamientos.

B) Saturacion (C¥*)

En la Figura 4.14, se observa que la saturacién, durante la conservacion no presento
diferencias significativas en la interaccion entre factores, asi como, en los niveles de
éstos (Apéndice 3, Cuadro 3.23). El dia 0, vari6 entre 26,9 y 27,5 sin diferencias
significativas entre tratamientos y el dia 2 entre 27,4 y 28,0, también sin diferencias
entre tratamientos (Apéndice 3, Cuadro 3.24). El dia 10, el testigo presentd un valor de

28,7 significativamente mayor al tratamiento 15+Ar con 25,7.
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Figura 4.14. Evolucion de la saturacién de las hojas de rucula tratadas con UV-C y atmdsferas
modificadas activas durante 10 dias a 5 °C. Las barras indican el error estandar (n=3).

Los factores dosis y atmosfera no obtuvieron un efecto inicial sobre la saturacion hasta
el dia 2. Después del dia 10, se pudo observar un efecto de estos factores, ya que las
hojas tratadas presentaron una disminucion de la saturacién con respecto al testigo;
podria deberse al aumento de las concentraciones de CO, al interior de las bolsas
(Char et al., 2012). Artés-Hernandez et al. (2008), en espinacas en tiras a 5 °C, tratadas
con radiacion UV-C y un testigo sin tratar; inicialmente no obtuvieron diferencias
significativas entre tratamientos; a partir del dia 10, reportaron una disminucién
significativa de la saturacién en las muestras tratadas, respecto al testigo. Char et al.
(2012), en hojas de rucula conservadas a 5 °C, tras 7 dias reportaron una disminucién
significativa de la saturacién, donde en Ar y He se obtuvieron los valores mas bajos

comparado con Na.
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C) Tono (Hap)

El dia O, vario entre 126,7 y 127,2, sin diferencias significativas entre tratamientos
(Figura 4.15,). El dia 2, también no se observaron diferencias entre tratamientos con
valores de 126,2 a 126,6 (Apéndice 3, Cuadro 3.25 y Cuadro 3.26). El dia 10, el testigo
mostré un valor significativamente menor de 125,0, en comparacion a los otros
tratamientos con valores de 126,8 a 127,4.
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Figura 4.15. Evolucion del tono de las hojas de rlcula tratadas con UV-C y atmdsferas
modificadas activas durante 10 dias a 5 °C. Las barras indican el error estandar (n=3).

Los factores dosis y atmoOsfera no tuvieron efecto inicial sobre el tono hasta el dia 2. El
efecto de estos factores se observé en el dia 10, donde las hojas tratadas presentaron
mayores valores con respecto al testigo; debido probablemente a un aumento en la

concentracion de CO; y una reduccion en el O,. Martinez (2008), en hojas de rucula
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almacenadas a 4 °C, del dia 8 al 12 obtuvo aumento significativo en el tono, en aquellas
muestras con 11 a 13% de CO, comparados con muestras envasadas en aire.

Por su lado Artés-Hernandez et al. (2008), en hojas de espinaca conservadas a 5 °C,
tratadas con radiacion UV-C, durante 13 dias no observaron diferencias significativas
en los valores de tono, con respecto al testigo.

6. Calidad sensorial
A) Apariencia

Durante la conservacion no se presentaron diferencias significativas en la interaccion
entre factores, ni en los niveles de éstos (Apéndice 3, Cuadro 3.27). De igual modo,
durante el almacenamiento, el testigo no mostrd diferencias significativas con los demas
tratamientos (Apéndice 3, Cuadro 3.28). El dia 0, se obtuvieron valores de 10,1 a 11.3;
el dia 6 de 9,5 a 10,8 y el dia 10 una apariencia de 8,8 a 10,0 (Figura 4.16A). Estos
resultados demostrarian que los factores dosis y atmoOsfera no tuvieron efecto
significativo sobre la apariencia, al compararlos con el testigo. En esta investigacion las
concentraciones de O, fueron superiores a 21%, en todo el almacenamiento, por lo que
no hubo una anaerobiosis, fendbmeno que suele afectar la apariencia de hortalizas de

hoja en atmésfera modificada (Inestroza, 2011).

Segun Char et al. (2012), en hojas de rucula conservadas a 5 °C, observaron que luego
de 5y 7 dias atmosferas ricas en Ar y He obtuvieron mayores puntajes de apariencia
respecto al N,. Allende et al. (2004), en hojas de espinacas a 5 °C, tras 9 a 12 dias
observaron pérdida de integridad del tejido, debido a una combinacion de O

extremadamente baja y altas concentraciones de CO; al interior de los envases.

Artés-Hernandez et al. (2008), en hojas de espinaca a 5 °C, tratadas con UV-C,
observaron una deshidratacion significativa en las hojas con dosis de 7,9 y 11,4 kJ-m™,
tras 13 dias; debido probablemente al dafio que causa la luz UV-C en la permeabilidad

de la membrana celular de las hojas.
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B) Intensidad de color

El dia 0, se registro una intensidad de color de 12,0 a 12,8; el dia 6, de 10,8 a 11,7 y el
dia 10, de 11,1 a 12,0; sin diferencias significativas entre tratamientos (Figura 4.16B,;
Apéndice 3, Cuadro 3.30). Durante la conservacion no se presentaron diferencias
significativas en la interaccion entre factores; asi como, en los niveles de factores
(Apéndice 3, Cuadro 3.29).

En hojas de berros conservadas a 5 °C, envasadas en Ar, He, N2, N,O y aire, Araneda
(2012), no obtuvo diferencias significativas en la intensidad de color. Las hojas de
lechuga tratadas con UV-C a 5 °C, obtuvieron un aspecto visual similar al testigo sin
tratar (Allende y Artés, 2003).
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Figura 4.16. Evolucion de la apariencia (A) e intensidad de color (B) de las hojas de rucula
tratadas con UV-C y atmésferas modificadas activas durante 10 dias a 5 °C. Las barras
indican el error estdndar (n=3).
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7. Determinaciones quimicas

A) Concentracién de glucosa

El dia de proceso, el tratamiento 15+Ar presenté 11,0 mg-g* p.f. de glucosa,
significativamente superior a los demas tratamientos que obtuvieron de 8,9 a 10,4
mg-g™ p.f. (Figura 4.17). El dia 2, se obtuvo diferencia significativa en el factor dosis; la
dosis 10 kJ-m? presenté una mayor concentracion de glucosa de 12,4 mg-g* p.f.,
mientras que la dosis 15 kJ-m? de 10 mg-g* p.f. (Apéndice 3, Cuadro 3.31). El dia 6, se
encontr6 una diferencia significativa en el factor atmésfera; He presenté un valor de

13,7 mg-g™* p.f. superior significativamente al Ar con 11,8 mg-g™* p.f.

18 1 B Testigo
= 10 + Ar
161 T 10+He

B 15 + Ar
Il 15 + He

mg-g™ p. f.

0 2 6 10
Tiempo de conservacion (d)
Figura 4.17. Evolucién de la concentracion de glucosa de las hojas de ricula tratadas con UV-C

y atmoésferas modificadas activas durante 10 dias a 5 °C. Las barras indican el error
estandar (n=3).
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Al comparar el testigo con los demas tratamientos (Apéndice 3, Cuadro 3.32); el dia 2,
el testigo obtuvo una concentracion significativamente menor de 8,9 mg-g™ p.f. respecto
al tratamiento 10+He con 12,7 mg-g™ p.f. El dia 6, el testigo obtuvo la concentracién
méas baja de 11,3 mg-g* p.f., diferente a 15+He con 14,2 mg-g* p.f. El dia 10, vari6

entre 12,2 y 14,8 mg-g™ p.f. sin diferencias significativas entre tratamientos.

Durante la conservacion se observo un ligero aumento; probablemente debido al efecto
de la radiacion UV-C (Rivera et al., 2007). Existen evidencias de aumento en la
concentracion de glucosa en hortalizas frescas por causa de UV-C (Cisneros-Zevallos,
2003). Estudios previos reportaron niveles significativamente altos de almidon en raices
de camotes tratados con UV-C, en comparacion al testigo sin tratar (Stevens et al.,
1999, citado por Rivera et al., 2007).

En turiones de esparragos y pepino en rodajas conservadas a 5 °C, se observaron que
atmosferas de 21% O, y 79% Ar 60 N, aumentaron la concentracion de glucosa y
sacarosa, con respecto al aire (Sidorkin et al., 1989, citado por Artés-Hernandez et al.,
2009).

Villatoro (2011), encontré que la glucosa, al ser producto de la fotosintesis primaria, fue
el aztcar predominante en hojas de rucula, alcanzando valores de 6,24 y 7,72 mg-g*
p.f. Este azucar representdé mas del 70% de los hidratos de carbono solubles totales; la
sacarosa, fructosa, arabinosa, galactosa y manosa se encontraron en concentraciones

inferiores @ 0,4 mg-g* p.f.

B) Contenido de fenoles totales

El dia de proceso se obtuvieron valores entre 1,5y 1,9 mg EAG-g™* p.f. (Figura 4.18);
sin diferencias entre tratamientos. Durante todo el almacenamiento no se presentaron
diferencias significativas en la interaccién entre factores, ni entre los niveles de factores
(Apéndice 3, Cuadro 3.33). Ademas, en general no hubo diferencias significativas, entre
el testigo y los deméas tratamientos (Apéndice 3, Cuadro 3.34). El dia 6, el contenido de
fenoles totales varié de 1,5 a 1,8 mg EAG-g™ p.f. El dia 10, alcanzé valores de 1,1 a 1,7
mg EAG-g™ p.f.
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Figura 4.18. Evolucion del contenido de fenoles totales de las hojas de racula tratadas con UV-
C y atmésferas modificadas activas durante 10 dias a 5 °C. Las barras indican el error
estandar (n=3).

Al final de la conservacion, en el testigo este contenido disminuyé en un 45 % en
relacion al inicio; mientras los demas tratamientos mantuvieron sus valores iniciales.
Segun Rivera et al. (2007), la radiacion UV-C al ser aplicada en hortalizas frescas, tiene
un efecto significativo sobre el aumento de contenidos de fenoles totales, al estimular la
produccion de fenilialanina amonio-liasa (PAL) y la formacién de fitoalexinas
(compuestos fendlicos). Ruiz et al. (2010), en hojas de repollo tratadas con UV-C
observaron un aumento significativo del contenido de fenoles totales con respecto al

testigo, tras 2 y 9 dias a 6 °C.

Segun Char et al. (2012), en hojas de racula tras 7 dias a 5 °C envasadas en
atmosferas de Ar, He y N, presentaron contenidos de fenoles significativamente

superiores de 7,1 a 7,3 mg EAG-g* p.f. Tomas-Callejas et al. (2011), en acelga
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envasadas en atmosferas modificadas activa con O, N2, He y N,O, obtuvieron después
de 8 dias a 5 °C un incremento de 61 a 93% con respecto al valor inicial.

Martinez (2008), en estudios realizados en hojas de racula, almacenadas en atmosfera
controlada con 5 % de O, y 5 6 10 % de CO;, a 4 °C, después de 14 dias de
almacenamiento, obtuvo valores entre 1,38 y 1,52 mg Aacido clorogénico (AC)-g™ p.f.

significativamente superiores al aire con 0,6 mg AC-g™ p.f.

Artés-Hernandez et al. (2008), observaron que hojas de espinaca conservadas a 5 °C,
tratadas con UV-C presentaron valores iniciales de 2,4 y 2,8 mg AC-g™ p.f.; a partir del

dia 10, estos valores disminuyerona 1,9y 2,2 mg AC-g™* p.f.

Segun Villatoro (2011), los compuestos fendlicos mas abundantes identificados en
hojas de rdcula fueron los compuestos de la clase de los flavonoides como la
guercetina-3-p-glucésido (isoquercetina) y rutina. Otros compuestos fendlicos
identificados en menor cantidad fueron la quercetina y myricetina, de la clase de

flavonoles; el acido feralico y acido cumarico, de la clase de acidos fendlicos.

C) Capacidad antioxidante

a) Ensayo DPPH*: El dia de proceso, se obtuvieron valores de 0,5 a 0,6 mg Trolox-g™
p.f., sin diferencias significativas entre el testigo y los demas tratamientos (Figura
4.19A; Apéndice 3, Cuadro 3.36). Este mismo dia, se observaron diferencias
significativas entre los niveles del factor dosis, donde 15 kJ-m™ presenté un valor
mayor de 0,7 mg Trolox-g™ p.f., mientras que 10 kJ-m™ obtuvo 0,5 mg Trolox-g™ p.f.
(Apéndice 3, Cuadro 3.35).

El dia 6, el testigo obtuvo una capacidad antioxidante significativamente superior de
0,8 mg Trolox-g™* p.f., respecto a los demas tratamientos que alcanzaron de 0,5 a
0,6 mg Trolox-g* p.f. El dia 10, el testigo present6é 0,8 mg Trolox-g* p.f,
significativamente superior a los demas tratamientos que promediaron 0,5 mg

Trolox-g* p.f.
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Después del dia 6, los factores dosis y atmosfera tuvieron efecto significativo sobre
la capacidad antioxidante, con valores menores que el testigo. Esta respuesta
podria deberse a que las hojas tratadas con UV-C y procesadas, sufren de estrés
oxidativo, por dafios en su membrana celular que alteran el contenido de
compuestos antioxidantes, lo que conlleva a cambios de la actividad antioxidante
total (Rivera et al., 2007; Artés-Hernandez et al., 2008). Artés-Hernandez et al.
(2008), en hojas de espinaca almacenadas a 5 °C, envasados en atmosfera
modificada, tratadas con UV-C y un testigo sin tratar, encontraron un valor inicial de
74 a 8,8 mg Eq éacido ascoérbico (EAA)-g’, sin diferencias significativas entre
tratamientos. En este mismo estudio, la tendencia general en el tiempo fue una
disminucion; después de 13 dias, las muestras tratadas presentaron valores

significativamente menores, respecto al testigo.

Segun Costa et al. (2006), en floretes de brocoli, encontraron que la capacidad
antioxidante en dosis de 10 KJ-m™ se mantuvo constante hasta el dia 6 a 20 °C, con
respecto al testigo sin UV-C que presentd una disminucion significativa el dia 4 y 6.
Ruiz et al. (2010), en hojas de repollo tratadas con UV-C, obtuvo una actividad
antioxidante significativamente mayor, respecto al testigo sin UV-C, después de 2 y
9 dias a6 °C.

Ensayo FRAP: El dia de proceso, se obtuvieron valores de 1,1 a 1,2 mg Trolox-g™
p.f., sin diferencias significativas entre tratamientos (Figura 4.19B). El dia 2 y 10, se
observaron diferencias significativas entre los niveles del factor dosis (Apéndice 3,
Cuadro 3.37). El dia 2, la dosis 15 kJ-m? present6 el mayor valor de 1,11 mg
Trolox-g™ p.f., mientras 10 kJ-m™ obtuvo 1,08 mg Trolox-g™ p.f. El dia 10, la dosis
10 kJ-m™ presenté un valor significativamente mayor de 1,0 mg Trolox-g™ p.f.,

comparado con la dosis 15 kJ-m? que alcanzé 0,9 mg Trolox-g™ p.f.

El dia 2, el testigo presenté un valor significativamente menor de 1,1 mg Trolox-g™
p.f., mientras el tratamiento 15+Ar obtuvo 1,3 mg Trolox-g™ p.f. (Apéndice 3, Cuadro

3.38). El dia 6, la capacidad antioxidante fue de 1,0 a 1,1 mg Trolox-g™ p.f. sin
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diferencias significativas entre tratamientos. Para el dia 10, se obtuvieron valores de

0,8 a 1,0 mg Trolox-g™ p.f., sin diferencias significativas.

Se observé una tendencia decreciente en el tiempo respecto al inicio, lo que se
deberia a la accion de la radiacion UV-C, al estimular la formacion radicales libres
de oxigeno. Estos radicales comenzarian un proceso destructivo de los compuestos
antioxidantes del producto; lo que influiria directamente en la reduccion de la

actividad antioxidante (Pokorny, 2005).

Costa et al. (2006), demostré que la radiacion UV-C aplicados en floretes de brécoli,
aument6 la capacidad antioxidante, el contenido fenoles totales y flavonoides, en

comparacion al testigo sin UV-C, tras 4 y 6 dias a 20 °C.

Char et al. (2012), en hojas de rucula conservados a 5 °C, encontraron que despues
de 7 dias atmosferas ricas en He y N, mostraron un aumento significativo en su
capacidad antioxidante del 50% respecto al dia 1, mientras que los demas
tratamientos mantuvieron sus cantidades iniciales. Esta respuesta podria deberse a
gue la actividad antioxidante se ve afectada significativamente por el procesamiento

y el almacenamiento.
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Figura 4.19. Evolucion de la capacidad antioxidante mediante ensayo DPPH* (A) y ensayo
FRAP (B) de las hojas de rucula tratadas con UV-C y atmosferas modificadas activas
durante 10 dias a 5 °C. Las barras indican el error estandar (n=3).
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El ensayo DPPH*, mide la captacion de este radical a través de la disminucion de la
absorbancia a 515 nm, que se produce por reduccion de posibles antioxidantes
presentes en el extracto; mientras el ensayo FRAP mide la capacidad de reducir el Fe*?
a Fe*? (Pokorny, 2005; Pérez y Saura, 2007).

En los ensayos tanto DPPH* y FRAP, en general se puede observar que durante los
dos primeros dias de almacenamiento hubo una tendencia al aumento de la capacidad
antioxidante, especialmente en las dosis de 15 kJ-m™. Sin embargo, después de 6 dias
este parametro disminuyd, excepto en el testigo del ensayo DPPH*; estos resultados
podrian ser explicados debido a las pérdidas de compuesto antioxidantes durante la
conservacion (Martinez, 2008; Char et al., 2012).

Al comparar los resultados de ambos ensayos, durante la conservacion, se observo que
con el ensayo DPPH* se obtuvieron menores valores de capacidad antioxidante de 0,5
a 0,8 mg Trolox-g™ p.f., respecto al FRAP con 0,9 a 1,3 mg Trolox-g™ p.f. Resultados
similares obtuvo Martinez et al. (2006), en hojas de racula almacenadas a 4 °C, al sexto
dia encontraron que en DPPH* obtuvo menores valores de 0,40 a 0,56 mg Trolox-g*

p.f., comparado con FRAP que alcanzé de 0,88 a 1,05 mg Trolox-g™ p.f.
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IV.8. CONCLUSIONES

La radiacién UV-C combinada con atmosferas enriquecidas en Ar y He, aplicadas en
hojas de rucula conservadas a 5 °C, no afectd la tasa respiratoria y disminuyé la

produccién de etileno.

La radiacion UV-C redujo los recuentos iniciales de la mayoria de microorganismos

estudiados, en hojas de rucula conservadas a 5 °C.

La radiacion UV-C combinada con atmdésferas enriquecidas con Ar y He, no tuvo un
efecto significativo sobre el color y la calidad sensorial. Ademas, aumento la
concentracion de glucosa, mantuvo el contenido de fenoles totales y la capacidad

antioxidante de las hojas de rucula durante la conservacion a 5 °C.
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APENDICE

APENDICE 1. Ensayo |

Cuadro 1.1. Evolucion del porcentaje de CO, en hojas de rucula envasadas en
atmésferas modificadas activas utilizando inyecciones de gases y almacenadas a 5 °C
por 10 dias.

Evolucién CO; (%)

Atmoésfera inicial (Al)

Dia 0 Dia 2 Dia 6 Dia 10
Aire (21% O, + 79% CO,) 0,3' a 0,4 a 0,5 a 05 a
Ar (55% + 40% O, + 5% N5) 07 b 52 ¢ 142 ¢ 208 ¢
He (55% + 40% O, + 5% N,) 04 a 30 b 6,9 b 100 b
N,O (55% + 40% O, + 5% N5) 08 b 51 ¢ 139 ¢ 21,7 ¢
0, (80% + 20% N,) 06 b 47 ¢ 154 ¢ 229 ¢
Nivel de significancia
Al S S S S

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

Letras diferentes en sentido vertical, indican diferencias estadisticamente significativa segun la prueba
Tukey (p<0,05), para cada atmésfera inicial (Al).

S: Significativo para p<0,05.

Cuadro 1.2. Evolucién del porcentaje de O, en hojas de rdcula envasadas en
atmosferas modificadas activas utilizando inyecciones de gases y almacenadas a 5 °C
por 10 dias.

Evolucion O, (%)

Atmadsfera inicial (Al)

Dia0 Dia 2 Dia 6 Dia 10
Aire (21% O, + 79% CO.,) 20,9' a 20,9 a 210 a 204 a
Ar (55% + 40% O, + 5% N,) 409 b 375 b 293 Db 20,1 a
He (55% + 40% O, + 5% N,) 421 b 40,9 c 336 Db 26,4 a
N>O (55% + 40% O, + 5% N,) 421 b 38,7 bc 330 b 26,7 a
0O, (80% + 20% Ny) 80,9 c 74,6 d 646 ¢ 58,1 b
Nivel de significancia
Al S S S S

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

Letras diferentes en sentido vertical, indican diferencias estadisticamente significativa segun la prueba
Tukey (p<0,05), para cada atmésfera inicial (Al).

S. Significativo para p<0,05.
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Cuadrol.3. Recuento de E. coli (log UFC-g%) en hojas de rGcula envasadas en
atmésferas modificadas activas utilizando inyecciones de gases y almacenadas a 5 °C
por 10 dias.

E. coli (log UFC-g™
Atmosfera inicial (Al) (log 97)

Dia 0 Dia 2 Dia 6 Dia 10
Aire (21% O, + 79% CO,) 6,0' a 54 a 5,4 ab 48 a
Ar (55% + 40% O, + 5% N,) 6,2 a 5,7 ab 5,3 ab 4,7 a
He (55% + 40% O, + 5% N,) 6,1 a 5,7 abc 52 a 50 ab
N,O (55% + 40% O, + 5% Ny) 6,3 a 6,0 bc 58 b 58 ¢
0, (80% + 20% N,) 6,7 b 6,1 ¢ 5,6 ab 55 bc

Nivel de significancia

Al S S S S

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

Letras diferentes en sentido vertical, indican diferencias estadisticamente significativa segun la prueba
Tukey (p<0,05), para cada atmésfera inicial (Al).

S: Significativo para p<0,05.

Cuadrol.4. Recuento de Enterobacterias (log UFC-g™) en hojas de rdcula envasadas
en atmosferas modificadas activas utilizando inyecciones de gases y almacenadas a 5
°C por 10 dias.

] o Enterobacterias (log UFC-g™)
Atmaosfera inicial (Al)

Dia O Dia 2 Dia 6 Dia 10
Aire (21% O, + 79% CO,) 6,0' b 54 a 6,7 b 7,1 ab
Ar (55% + 40% O, + 5% N,) 6,2 b 57 ab 6,1 a 6,8 ab
He (55% + 40% O, + 5% N,) 6,2 b 59 b 6,1 a 6,7 a
N,O (55% + 40% O, + 5% N,) 6,3 b 6,0 bc 6,3 ab 7,0 ab
0, (80% + 20% N,) 6,7 c 6,2 o 6,4 ab 74 b
MP s/i (Materia prima procesada sin
. 48 a
inocular)
Nivel de significancia
Al S S S S

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

Letras diferentes en sentido vertical, indican diferencias estadisticamente significativa segun la prueba
Tukey (p<0,05), para cada atmésfera inicial (Al).

S: Significativo para p<0,05.
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Cuadro 1.5. Caracterizacion inicial de las hojas de racula utilizadas en el ensayo de
envasado con atmésferas modificadas con gases no convencionales y O..

Dimensiones

Caracterizacion Color (cm)
inicial de las hojas — — Peso (g)
, Luminosidad Saturacion Tono
de rucula L) (C*) (Hab) Largo Ancho
1 Promedio® 43,4 29,8 125,4 7,8 3,3 0,4
Desv. Est.! 2,2 2,2 1,3 2,5 1,1 0,3
) Promedio 43,8 29,3 125,6 7,6 3,2 0,4
Desv. Est. 1,9 1,6 0,8 1,9 0,6 0,2
3 Promedio 445 31,1 125,3 7,3 3,4 0,4
Desv. Est. 1,5 1,3 0,7 2,0 0,9 0,2
| Pr;’g;;dzio 43,9 30,1 1254 7.6 3,3 0,4
Tota
Desv. Est.? 1,9 1,8 0,9 2,1 0,9 0,2
Intervalo ih:‘?rlitoer 432 29.4 1251 6.8 3.0 03
de Limite
confianza® superior 44,6 30,8 125,8 8,3 3,6 0,5

1/ Valores de promedio y desviacién estandar (n=10)
2/ Valores de promedio y desviacién estandar (n=30)
3/ Intervalo de confianza obtenido con t-student (a=0,05)

Cuadro 1.6. Caracterizacion de las aguas de proceso utilizadas en el lavado de hojas
de racula del ensayo de envasado con atmosferas modificadas con gases no
convencionales y O,.

Momento del proceso

Aguas usadas en el

Parametros Entrada Salida
roceso
P (antes de usar) (después de usar)

Cloro libre (mg L™ 1,0 1,0

Agua potable pH 7,3 7,3
Potencial Redox (mV) -31,0 -29,0

Cloro libre (mg L™) 95,0 83,0

Agua clorada pH 6,5 6.4
Potencial Redox (mV) -12,0 -10,0

Cloro libre (mg L™) 0,5 15

Agua estéril pH 7,1 6,9

Potencial Redox (mV) -22,0 -15,0
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APENDICE 2. Ensayo Il

Cuadro 2.1. Evolucion del porcentaje de CO; en hojas de rdcula expuestas a diferentes
dosis de radiaciones UV-C y almacenadas a 5 °C por 10 dias.

Dosis de radiacion Evolucién CO2 (%)
UV-C (UV) en kJ-m™ Dia 0 Dia 2 Dia 6 Dia 10
0 0,2 0,1 0,2 0,2
5 0,2 0,2 0,3 0,2
10 0,3 0,2 0,1 0,2
15 0,2 0,1 0,2 0,2
20 0,3 0,2 0,2 0,3
25 0,3 0,2 0,2 0,3
Nivel de significancia
uv NS NS NS NS

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

Letras diferentes en sentido vertical, indican diferencias estadisticamente significativa segun la prueba
Tukey (p<0,05), para cada dosis de radiacién UV-C (UV).

NS: No significativo.

Cuadro 2.2. Evolucion del porcentaje de O, en hojas de rucula expuestas a diferentes
dosis de radiaciones UV-C y almacenadas a 5 °C por 10 dias.

Dosis de radiacion Evolucion Oz (%)
UV-C (UV) en kJ-m Dia 0 Dia 2 Dia 6 Dia 10
0 20,6* 20,9 d 20,7 b 20,6
5 20,6 208 «cd 20,6 ab 20,6
10 20,6 20,8 bcd 20,6 ab 20,6
15 20,6 20,7 bc 20,5 ab 20,6
20 20,6 20,6 ab 20,5 a 20,5
25 20,6 20,6 a 204 a 20,5
Nivel de significancia
uv NS S S NS

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

Letras diferentes en sentido vertical, indican diferencias estadisticamente significativa segun la prueba
Tukey (p<0,05), para cada dosis de radiacion UV-C (UV).

NS: No significativo.

S: Significativo para p<0,05.
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Cuadro 2.3. Recuento de E. coli (log UFC-g%) en hojas de ricula expuestas a
diferentes dosis de radiaciones UV-C y almacenadas a 5 °C por 10 dias.

Dosis de radiacion E. coli (log UFC-g™)

UV-C (UV) en kJ-m” Dia 0 Dia 2 Dia 6 Dia 10
0 62" ¢ 58 ¢ 4,5 ab 48 b
5 56 ab 54 ab 4,5 ab 4,1 ab
10 58 b 5,4 a 4,2 a 40 a
15 54 a 53 a 4,7 ab 4,1 a
20 54 a 5,6 abc 52 b 4,1 ab
25 57 b 58 bc 51 b 4,1 ab

Nivel de significancia

uv S S S S

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

Letras diferentes en sentido vertical, indican diferencias estadisticamente significativa segun la prueba
Tukey (p<0,05), para cada dosis de radiacion UV-C (UV).

S: Significativo para p<0,05.

Cuadro 2.4. Recuento de Enterobacterias (log UFC-g™) en hojas de ricula expuestas a
diferentes dosis de radiaciones UV-C y almacenadas a 5 °C por 10 dias.

Dosis de radiacién Enterobacterias (log UFC-g™)
UV-C (UV) en kJ-m* Dia 0 Dia 2 Dia 6 Dia 10
0 62" ¢ 6,0 d 6,4 80 b
5 57 b 55 ab 6,4 75 a
10 58 bc 5,6 abc 6,4 7,7 ab
15 54 b 54 a 6,4 7,8 ab
20 54 b 58 bcd 6,4 7,9 ab
25 57 bc 59 «cd 6,8 7,9 ab
MP s/i (Materia prima
procesada sin 3,7 a
inocular)
Nivel de significancia
uv S S NS S

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

Letras diferentes en sentido vertical, indican diferencias estadisticamente significativa segun la prueba
Tukey (p<0,05), para cada dosis de radiacion UV-C (UV).

NS: No significativo.

S: Significativo para p<0,05.
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Cuadro 2.5. Variacion de la apariencia en hojas de rucula expuestas a diferentes dosis
de radiaciones UV-C y almacenadas a 5 °C por 10 dias.

Dosis de radiacion UV-C (UV) en Apariencia
kd-m* Dia 10
8,4 ab
104 b
10 10,0 ab
15 9,7 ab
20 7,5 ab
25 6,9 a
Nivel de significancia
uv S

1/ Los valores indican el promedio (n=10).

Letras diferentes en sentido vertical, indican diferencias estadisticamente significativa segun la prueba
Tukey (p<0,05), para cada dosis de radiacion UV-C (UV).

S: Significativo para p<0,05.

Cuadro 2.6. Variacion de la intensidad de color en hojas de rucula expuestas a
diferentes dosis de radiaciones UV-C y almacenadas a 5 °C por 10 dias.

Dosis de radiacion UV-C (UV) en Intensidad de color
kJ-m* Dia 10
0 12,1* ab
5 122 ab
10 12,2 ab
15 123 b
20 10,5 ab
25 95 a

Nivel de significancia

uv S
1/ Los valores indican el promedio (n=10).
Letras diferentes en sentido vertical, indican diferencias estadisticamente significativa segun la prueba
Tukey (p<0,05), para cada dosis de radiacion UV-C (UV).
S: Significativo para p<0,05.
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Cuadro 2.7. Caracterizacion inicial de las hojas de rucula utilizadas en el ensayo de
aplicacion de radiacion UV-C.

) ., Dimensiones
Caracterizacion Color

inicial de,las hojas Luminosidad Saturaciéon Tono (Cm) Peso (g)
de rucula L) (C*) (Hab) Largo Ancho
Promedio® 45,5 31,3 125,0 8,4 3,1 0,4
! Desv. Est.* 2,0 2,8 17 17 0,8 0,2
Promedio 44.4 29,0 126,1 9,2 3,6 0,6
2 Desv. Est. 1,7 2,5 1,3 1,9 0,8 0,2
Promedio 44,6 29,8 125,6 8,8 3,9 0,6
3 Desv. Est. 1,5 2,3 1,5 2,6 1,3 0,5
Pr;’g;;dzio 44,8 30,0 125,6 8,8 3,6 0,5
Tota Desv. Est.” 1,7 2,7 1,5 2,0 1,0 0,3
Intervalo ih;g‘riitoer 44,2 29,0 1250 8,0 3,2 0,4
de L
confianza® St:o”e”rtiir 455 31,0 1261 95 3,9 0,6

1/ Valores de promedio y desviacién estandar (n=10)
2/ Valores de promedio y desviacién estandar (n=30)
3/ Intervalo de confianza obtenido con t-student (a=0,05)

Cuadro 2.8. Caracterizacion de las aguas de proceso utilizadas en el lavado de hojas
de rucula en el ensayo de radiacion UV-C.

Momento del proceso

Aguas usadas en el

proceso Parametros Entrada Salida
(antes de usar) (después de usar)

Cloro libre (mg L™ 1,0 0,0

Agua potable pH 7.3 7,3
Potencial Redox (mV) -34,0 -31,0

Cloro libre (mg L™ 100,0 88,5

Agua clorada pH 6,5 6,5
Potencial Redox (mV) -17,0 -11,0

Cloro libre (mg L™ 0,5 1,0

Agua estéril pH 7,6 7,2

Potencial Redox (mV) -51,0 -26,0
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APENDICE 3. Ensayo |11

Cuadro 3.1. Analisis del efecto del uso de radiacion UV-C y atmésferas modificadas
activas sobre la tasa respiratoria de hojas de ricula almacenadas a 5 °C por 11 dias.
Tasa respiratoria (mg CO,-kg™-h™)

Dosis UV-C (D)

Dia 1 Dia 7 Dia 11
10 20,6 22,6 8,7 a
15 19,5 18,7 204 b
Atmosfera (A)
Ar 21,1 21,1 16,8 b
He 19,0 20,3 12,3 a
Interaccién (D x A)
10 + Ar 22,8 23,7 11,2
10 + He 18,5 21,6 6,2
15 + Ar 19,4 18,4 22,4
15 + He 19,6 18,9 18,3
Nivel de significancia
D NS NS S
A NS NS S
DxA NS NS NS

1/ Los valores indican el promedio (n=3)

Letras diferentes en sentido vertical, indican diferencias estadisticamente significativa segun la prueba
Tukey (p<0,05), para cada factor.

NS: No significativo.

S: Significativo para p<0,05.

Cuadro 3.2. Analisis comparativo entre los tratamientos con diferentes dosis de
radiacion UV-C y atmosferas modificadas activas, y el testigo (sin radiacién y aire)
segun la tasa respiratoria de hojas de rdcula almacenadas a 5 °C por 11 dias.

Tasa respiratoria (mg CO»-kg™*-h™)

Tratamiento (T)

Dia 1 Dia 7 Dia 11
Testigo* 17,32 14,2 14.4
10 + Ar 22,8 23,7 * 11,2
10 + He 18,5 21,6 6,2 *
15+ Ar 19,4 18,4 22,4 *
15 + He 19,6 18,9 18,3
Nivel de significancia
T NS S S

1/ Testigo: sin radiacion UV-C y almacenada en bolsa perforada (aire).

2/ Los valores indican el promedio (n=3).

*/ Indica los tratamientos estadisticamente diferentes al testigo cada dia de evaluacion, segin la prueba
Dunnett (p < 0,05).

NS: No significativo. S: Significativo para p<0,05.



123

Cuadro 3.3. Analisis del efecto del uso de radiacion UV-C y atmésferas modificadas
activas sobre la produccion etileno de hojas de rucula almacenadas a 5 °C por 11 dias.
< 7 - T T
Dosis UV-C (D) Produccion etileno (UL CoHa-kg™-h™)

Dia 1 Dia 4 Dia 7 Dia 11
10 0,63" 0,09 0,05 a 0,05
15 0,68 0,10 0,11 b 0,06
Atmoésfera (A)
Ar 0,63 0,09 0,08 0,06
He 0,67 0,10 0,08 0,06
Interaccién (D x A)
10 + Ar 0,62 0,09 0,05 0,05
10 + He 0,63 0,10 0,05 0,05
15 + Ar 0,64 0,10 0,12 0,06
15 + He 0,71 0,10 0,10 0,06
Nivel de significancia
D NS NS S NS
A NS NS NS NS
DxA NS NS NS NS

1/ Los valores indican el promedio (n=3)

Letras diferentes en sentido vertical, indican diferencias estadisticamente significativa segun la prueba
Tukey (p<0,05), para cada factor.

NS: No significativo.

S: Significativo para p<0,05.

Cuadro 3.4. Analisis comparativo entre los tratamientos con diferentes dosis de
radiacion UV-C y atmosferas modificadas activas, y el testigo (sin radiacién y aire)
segun la produccién de etileno de hojas de rucula almacenadas a 5 °C por 11 dias.

Produccién etileno (uL CyHs-kg™-h™)

Tratamiento (T)

Dia 1 Dia 4 Dia 7 Dia 11

Testigo* 0,937 0,26 0,16 0,09
10 + Ar 0,62 * 0,09 * 0,05 * 0,05
10 + He 0,63 * 0,10 * 0,05 * 0,05
15 + Ar 0,64 * 0,10 * 0,12 0,06
15 + He 0,71 =* 0,10 * 0,10 * 0,06
Nivel de significancia

T S S S NS

1/ Testigo: sin radiacion UV-C y almacenada en bolsa perforada (aire).

2/ Los valores indican el promedio (n=3).

*/ Indica los tratamientos estadisticamente diferentes al testigo cada dia de evaluacion, segin la prueba
Dunnett (p < 0,05).

NS: No significativo.

S: Significativo para p<0,05.
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Cuadro 3.5. Analisis del efecto del uso de radiacion UV-C y atmésferas modificadas
activas sobre la evolucion del porcentaje de CO, de hojas de rucula almacenadas a 5
°C por 10 dias.

Evoluciéon de CO; (%)

Dosis UV-C (D)

Dia 0 Dia 2 Dia 6 Dia 10
10 07" b 3,8 10,1 157 b
15 04 a 3,5 10,9 13,6 a
Atmoésfera (A)
Ar 0,6 39 b 10,5 14,9
He 0,5 34 a 10,5 14,4
Interaccién (D x A)
10 + Ar 0,6 38 b 9,6 15,4
10 + He 0,7 38 b 10,6 16,0
15 + Ar 0,5 40 b 11,3 14,5
15 + He 0,3 3,1 a 10,4 12,8
Nivel de significancia
D S NS NS S
A NS S NS NS
DxA NS S NS NS

1/ Los valores indican el promedio (n=3)

Letras diferentes en sentido vertical, indican diferencias estadisticamente significativa segun la prueba
Tukey (p<0,05), para cada factor.

NS: No significativo.

S: Significativo para p<0,05.

Cuadro 3.6. Andlisis de la interaccion entre el uso de dos dosis de radiacion UV-C y
dos tipos de atmosferas modificadas activas sobre la evolucion del porcentaje de CO»
de hojas de rucula almacenadas a 5 °C, durante el dia 2.

CO2 (%) - Dia 2
Dosis UV-C (D)

Atmoésfera (A)

10 15 Promedio (D)
Ar 38" a A 40 b A 3,9
He 38 a B 31a A 3,4
Promedio (A) 3,8 3,5

1/ Los valores indican el promedio (n=3)

Letras minasculas diferentes en sentido vertical, indican diferencias estadisticamente significativa entre
las atmésferas, segun la prueba Tukey (p<0,05).

Letras mayusculas diferentes en sentido horizontal, indican diferencias estadisticamente significativa
entre las dosis de UV-C, segun la prueba Tukey (p<0,05).
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Cuadro 3.7. Andlisis comparativo entre los tratamientos con diferentes dosis de
radiacion UV-C y atmosferas modificadas activas, y el testigo (sin radiacion y aire)
segun la evolucion del porcentaje de CO, de hojas de rucula almacenadas a 5 °C por
10 dias.

Evoluciéon de CO; (%)

Tratamiento (T)

Dia 0 Dia 2 Dia 6 Dia 10
Testigo® 0,22 0,5 0,4 0,6
10 + Ar 0,6 * 3,8 * 9,6 * 15,4 *
10 + He 0,7 * 3,8 * 10,6 * 16,0 *
15 + Ar 0,5 4,0 * 11,3 * 14,5 *
15 + He 0,3 3,1 * 10,4 * 12,8 *
Nivel de significancia
T S S S S

1/ Testigo: sin radiacion UV-C y almacenada en bolsa perforada (aire).
2/ Los valores indican el promedio (n=3).

*/ Indica los tratamientos estadisticamente diferentes al testigo cada dia de evaluacion, segln la prueba
Dunnett (p < 0,05).
S: Significativo para p<0,05.

Cuadro 3.8. Analisis del efecto del uso de radiacion UV-C y atmdésferas modificadas
activas sobre la evolucion del porcentaje de O, de hojas de rucula almacenadas a 5 °C
por 10 dias.

Te 0
Dosis UV-C (D) Evolucion de O, (%)

Dia0 Dia 2 Dia 6 Dia 10
10 41,7 36,7 29,4 23,9
15 42,4 36,8 29,7 24,7
Atmoésfera (A)
Ar 42,3 36,8 28,9 a 22,6 a
He 41,8 36,7 302 b 26,1 b
Interaccion (D x A)
10 + Ar 41,7 36,7 28,5 22,5
10 + He 41,7 36,8 30,3 25,4
15+ Ar 42,9 37,0 29,3 22,7
15 + He 41,8 36,6 30,1 26,7
Nivel de significancia
D NS NS NS NS
A NS NS S S
DxA NS NS NS NS

1/ Los valores indican el promedio (n=3)

Letras diferentes en sentido vertical, indican diferencias estadisticamente significativa segun la prueba
Tukey (p<0,05), para cada factor.

NS: No significativo. S: Significativo para p<0,05.
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Cuadro 3.9. Andlisis comparativo entre los tratamientos con diferentes dosis de
radiacion UV-C y atmdsferas modificadas activas, y el testigo (sin UV-C y aire) segun la
evolucién del porcentaje de O, de hojas de rucula almacenadas a 5 °C por 10 dias.

Evolucién de O, (%)

Tratamiento (T)

Dia 0 Dia 2 Dia 6 Dia 10
Testigo® 20,8° 20,3 20,4 20,3
10 + Ar 41,7 * 36,7 * 285 * 225 *
10 + He 41,7 * 36,8 * 30,3 * 25,4 *
15 + Ar 42,9 * 37,0 * 29,3 * 22,7 *
15 + He 41,8 * 36,6 * 30,1 * 26,7 *
Nivel de significancia
T S S S S

1/ Testigo: sin radiacion UV-C y almacenada en bolsa perforada (aire).

2/ Los valores indican el promedio (n=3).

*/ Indica los tratamientos estadisticamente diferentes al testigo cada dia de evaluacion, segln la prueba
Dunnett (p < 0,05).

S: Significativo para p<0,05.

Cuadro 3.10. Analisis del efecto del uso de radiacion UV-C y atmosferas modificadas
activas sobre el recuento de E. coli (log UFC-g™*) en hojas de ricula almacenadas a 5
°C por 10 dias.

E. coli (Log UFC-.g™)

Dosis UV-C (D)

Dia0 Dia 2 Dia 6 Dia 10
10 3,3 4,3 4,5 4,5
15 3,1 4,6 4,4 4,5
Atmoésfera (A)
Ar 3,4 4,5 4,4 4,8
He 3,0 4,4 4,5 4,3
Interaccion (D x A)
10 + Ar 3,6 4,5 4,6 4,9
10 + He 3,0 4,1 4,4 4,1
15 + Ar 3,2 4,5 4,1 4,6
15 + He 3,0 4,8 4,7 4,4
Nivel de significancia
D NS NS NS NS
A NS NS NS NS
DxA NS NS NS NS

1/ Los valores indican el promedio (n=3)

Letras diferentes en sentido vertical, indican diferencias estadisticamente significativa segun la prueba
Tukey (p<0,05), para cada factor.

NS: No significativo.
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Cuadro 3.11. Analisis comparativo entre los tratamientos con diferentes dosis de
radiacion UV-C y atmosferas modificadas activas, y el testigo (sin radiacion y aire)
segun el recuento de E. coli (log UFC-g™?) en hojas de ricula almacenadas a 5 °C por
10 dias.

E. coli (Log UFC-g™)

Tratamiento (T)

Dia 0 Dia 2 Dia 6 Dia 10
Testigo* 3,87 4,4 5,0 5,7
10 + Ar 3,6 4,5 4,6 4,9
10 + He 3,0 4,1 4.4 4,1 *
15 + Ar 3,2 4,5 4,1 * 4,6
15 + He 3,0 4,8 4,7 4.4
MP s/p (Materia prima sin procesar) 4,2
Nivel de significancia
T NS NS S S

1/ Testigo: sin radiacion UV-C y almacenada en bolsa perforada (aire).
2/ Los valores indican el promedio (n=3).

*/ Indica los tratamientos estadisticamente diferentes al testigo cada dia de evaluacion, segln la prueba
Dunnett (p < 0,05).
NS: No significativo. S: Significativo para p<0,05.

Cuadro 3.12. Analisis del efecto del uso de radiacion UV-C y atmosferas modificadas
activas sobre el recuento de enterobacterias (log UFC-g*) en hojas de ruacula
almacenadas a 5 °C por 10 dias.

; T
Dosis UV-C (D) Enterobacterias (Log UFC-g™)

Dia 0 Dia 2 Dia 6 Dia 10
10 51" a 58 a 6,7 a 74 a
15 58 b 6,1 b 70 b 77 b
Atmdsfera (A)
Ar 54 5,9 6,9 7,5
He 54 6,0 6,8 7,6
Interaccion (D x A)
10 + Ar 5,0 57 6,7 7,3
10 + He 5,2 5,9 6,8 7,5
15 + Ar 59 6,1 7,2 7,7
15 + He 5,7 6,2 6,9 7,8
Nivel de significancia
D S S S S
A NS NS NS NS
DxA NS NS NS NS

1/ Los valores indican el promedio (n=3)

Letras diferentes en sentido vertical, indican diferencias estadisticamente significativa segin la prueba
Tukey (p<0,05), para cada factor.

NS: No significativo. S: Significativo para p<0,05.
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Cuadro 3.13. Analisis comparativo entre los tratamientos con diferentes dosis de
radiacion UV-C y atmosferas modificadas activas, y el testigo (sin radiacion y aire)
segun el recuento de enterobacterias (log UFC-g™) en hojas de ricula aimacenadas a 5
°C por 10 dias.

Enterobacterias (Log UFC-g)

Tratamiento (T)

Dia 0 Dia 2 Dia 6 Dia 10
Testigo* 5,42 6,6 6,9 7.9
10 + Ar 50 57 * 6,7 7,3 *
10 + He 5,2 59 * 6,8 7,5 *
15 + Ar 59 6,1 7,2 7,7
15 + He 57 6,2 6,9 7,8
MP s/p (Materia prima sin 6.1

procesar) '

Nivel de significancia
T NS S NS S

1/ Testigo: sin radiacion UV-C y almacenada en bolsa perforada (aire).

2/ Los valores indican el promedio (n=3).

*/ Indica los tratamientos estadisticamente diferentes al testigo cada dia de evaluacion, segln la prueba
Dunnett (p < 0,05).

NS: No significativo. S: Significativo para p<0,05.

Cuadro 3.14. Analisis del efecto del uso de radiacion UV-C y atmosferas modificadas
activas sobre el recuento de aerobios meséfilos (RAM) (log UFC-g™) en hojas de racula
almacenadas a 5 °C por 10 dias.

RAM (Log UFC-g™

Dosis UV-C (D)

Dia 0 Dia 2 Dia 6 Dia 10
10 58" a 6,2 7,7 8,6
15 59 b 6,5 7,7 8,6
Atmodsfera (A)
Ar 59 6,3 7,8 8,6
He 5,8 6,3 7,5 8,5
Interaccion (D x A)
10 + Ar 5,8 6,1 7,8 8,5
10 + He 5,8 6,2 7,6 8,6
15 + Ar 59 6,6 7,9 8,7
15 + He 5,9 6,3 7,5 8,5
Nivel de significancia
D S NS NS NS
A NS NS NS NS
DxA NS NS NS NS

1/ Los valores indican el promedio (n=3)

Letras diferentes en sentido vertical, indican diferencias estadisticamente significativa segun la prueba
Tukey (p<0,05), para cada factor.

NS: No significativo. S: Significativo para p<0,05.
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Cuadro 3.15. Analisis comparativo entre los tratamientos con diferentes dosis de
radiacion UV-C y atmosferas modificadas activas, y el testigo (sin radiacion y aire)
segln el recuento de aerobios meséfilos (RAM) (log UFC-g*) en hojas de ricula
almacenadas a 5 °C por 10 dias.

RAM (Log UFC-g™)

Tratamiento (T)

Dia 0 Dia 2 Dia 6 Dia 10
Testigo* 6,0° 6,8 8,0 9,1
10 + Ar 58 * 6,1 * 7,8 85 *
10 + He 58 * 6,2 * 7,6 8,6 *
15 + Ar 5,9 6,6 7,9 8,7 *
15 + He 59 * 6,3 75 * 8,5 *
MP s/p (Materia prima sin 69 *

procesar) '

Nivel de significancia
T S S S S

1/ Testigo: sin radiacién UV-C y almacenada en bolsa perforada (aire).

2/ Los valores indican el promedio (n=3).

*/ Indica los tratamientos estadisticamente diferentes al testigo cada dia de evaluacion, segln la prueba
Dunnett (p < 0,05).

S: Significativo para p<0,05.
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Cuadro 3.16. Andlisis del efecto del uso de radiacién UV-C y atmoésferas modificadas
activas sobre el recuento de aerobios psicrétrofos (log UFC-g™) en hojas de rdcula
almacenadas a 5 °C por 10 dias.

Recuento de aerobios psicrotrofos (Log UFC-g™)

Dosis UV-C (D)

Dia 0 Dia 2 Dia 6 Dia 10
10 59' a 6,4 8,1 9,2
15 6,0 b 6,6 8,2 9,2
Atmoésfera (A)
Ar 6,0 6,5 83 b 9,2
He 6,0 6,5 80 a 9,2
Interaccién (D x A)
10 + Ar 5,9 6,4 8,2 9,1
10 + He 59 6,5 8,1 9,2
15 + Ar 6,1 6,7 8,4 9,3
15 + He 6,0 6,6 8,0 9,2
Nivel de significancia
D S NS NS NS
A NS NS S NS
DxA NS NS NS NS

1/ Los valores indican el promedio (n=3)

Letras diferentes en sentido vertical, indican diferencias estadisticamente significativa segun la prueba
Tukey (p<0,05), para cada factor.

NS: No significativo.

S: Significativo para p<0,05.
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Cuadro 3.17. Analisis comparativo entre los tratamientos con diferentes dosis de
radiacion UV-C y atmosferas modificadas activas, y el testigo (sin radiacion y aire)
segin el recuento de aerobios psicrétrofos (log UFC-g%) en hojas de rudcula
almacenadas a 5 °C por 10 dias.

Recuento de aerobios psicrétrofos (Log UFC-g™)

Tratamiento (T)

Dia 0 Dia 2 Dia 6 Dia 10
Testigo® 6,2° 71 8,5 9,7
10 + Ar 59 * 6,4 * 8,2 * 9,1 *
10 + He 59 * 6,5 * 8,1 * 9,2 *
15+ Ar 6,1 6,7 8,4 9,3 *
15 + He 6,0 * 6,6 8,0 * 9,2 *
MP s/p (Materia prima sin procesar) 7,1 *
Nivel de significancia
T S S S S

1/ Testigo: sin radiacion UV-C y almacenada en bolsa perforada (aire).
2/ Los valores indican el promedio (n=3).

*/ Indica los tratamientos estadisticamente diferentes al testigo cada dia de evaluacion, segln la prueba
Dunnett (p < 0,05).
S: Significativo para p<0,05.

Cuadro 3.18. Analisis del efecto del uso de radiacion UV-C y atmosferas modificadas
activas sobre el recuento de hongos y levaduras (log UFC-g™) en hojas de racula
almacenadas a 5 °C por 10 dias.

-1
Dosis UV-C (D) Recuento de hongos y levaduras (Log UFC.g™)

Dia0 Dia 2 Dia 6 Dia 10
10 2,4" 2,8 2,4 2,3
15 2,6 2,4 2,2 2,4
Atmodsfera (A)
Ar 2,5 2,2 2,2 2,3
He 2,5 2,9 2,5 2,5
Interaccion (D x A)
10 + Ar 22 a 2,6 2,5 2,3
10 + He 26 a 3,0 2,3 2,4
15 + Ar 28 a 1,8 1,8 2,3
15 + He 24 a 2,9 2,7 2,6
Nivel de significancia
D NS NS NS NS
A NS NS NS NS
DxA S NS NS NS

1/ Los valores indican el promedio (n=3)

Letras diferentes en sentido vertical, indican diferencias estadisticamente significativa segun la prueba
Tukey (p<0,05), para cada factor.

NS: No significativo. S: Significativo para p<0,05.
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Cuadro 3.19. Analisis de la interaccion entre el uso de dos dosis de radiacion UV-C y
dos tipos de atmosferas modificadas activas sobre el recuento de hongos y levaduras
(log UFC-g™) en hojas de ricula almacenadas a 5 °C, durante el dia O.

Hongos y levaduras (log UFC-g™) - Dia 0
Dosis UV-C (D)

Atmoésfera (A)

10 15 Promedio (D)
Ar 22a A 28 a B 2,5
He 26 a A 24 a A 2,5
Promedio (A) 2.4 2.6

1/ Los valores indican el promedio (n=3)

Letras minusculas diferentes en sentido vertical, indican diferencias estadisticamente significativa entre
las atmésferas, segln la prueba Tukey (p<0,05).

Letras mayusculas diferentes en sentido horizontal, indican diferencias estadisticamente significativa
entre las dosis de UV-C, segun la prueba Tukey (p<0,05).

Cuadro 3.20. Analisis comparativo entre los tratamientos con diferentes dosis de
radiacion UV-C y atmosferas modificadas activas, y el testigo (sin radiacién y aire)
segun el recuento de hongos y levaduras (log UFC-g™) en hojas de ricula almacenadas
a 5 °C por 10 dias.

Recuento de hongos y levaduras (Log UFC-g™)

Tratamiento (T)

Dia 0 Dia 2 Dia 6 Dia 10
Testigo* 2,6° 2,9 2,9 2,8
10 + Ar 2,2 2,6 2,5 2,3
10 + He 2,6 3,0 2,3 2,4
15 + Ar 2,8 1,8 1,8 2,3
15 + He 2,4 2,9 2,7 2,6
MP s/p (Materia prima sin 39

procesar) '

Nivel de significancia
T NS NS NS NS

1/ Testigo: sin radiacion UV-C y almacenada en bolsa perforada (aire).
2/ Los valores indican el promedio (n=3).
NS: No significativo.
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Cuadro 3.21. Andlisis del efecto del uso de radiacién UV-C y atmoésferas modificadas
activas sobre la luminosidad de hojas de rucula almacenadas a 5 °C por 10 dias.

Dosis UV-C (D) Luminosidad (L)

Dia 0 Dia 2 Dia 10
10 42,4 43,0 41,8
15 41,7 42,9 42,0
Atmosfera (A)
Ar 42,1 42,8 41,8
He 42,0 43,1 42,1
Interacciéon (D x A)
10 + Ar 42,8 43,1 42,0
10 + He 42,0 42,9 41,7
15 + Ar 41,4 42,4 41,6
15 + He 42,0 43,3 42,4
Nivel de significancia
D NS NS NS
A NS NS NS
DxA NS NS NS

1/ Los valores indican el promedio (n=3)

Letras diferentes en sentido vertical, indican diferencias estadisticamente significativa segun la prueba
Tukey (p<0,05), para cada factor.

NS: No significativo.

Cuadro 3.22. Analisis comparativo entre los tratamientos con diferentes dosis de
radiacion UV-C y atmosferas modificadas activas, y el testigo (sin radiacién y aire)
segun la luminosidad en hojas de rucula almacenadas a 5 °C por 10 dias.

Luminosidad (L)

Tratamiento (T)

Dia 0 Dia 2 Dia 10
Testigo® 43,7° 43,2 44,2
10 + Ar 42,8 43,1 42,0 *
10 + He 42,0 42,9 41,7 *
15 + Ar 41,4 * 42,4 41,6 *
15 + He 42,0 43,3 42,4
Nivel de significancia
T S NS S

1/ Testigo: sin radiacién UV-C y almacenada en bolsa perforada (aire).

2/ Los valores indican el promedio (n=3).

*/ Indica los tratamientos estadisticamente diferentes al testigo cada dia de evaluacion, segin la prueba
Dunnett (p < 0,05).

NS: No significativo.

S: Significativo para p<0,05.



134

Cuadro 3.23. Andlisis del efecto del uso de radiacién UV-C y atmoésferas modificadas
activas sobre la saturacion de hojas de rucula almacenadas a 5 °C por 10 dias.

Dosis UV-C (D) Saturacion (C¥*)

Dia 0 Dia 2 Dia 10
10 27,0 27,8 26,1
15 27,0 27,7 25,8
Atmosfera (A)
Ar 27,1 27,7 26,0
He 26,9 27,7 25,9
Interaccién (D x A)
10 + Ar 27,2 28,0 26,4
10 + He 26,9 27,6 25,8
15 + Ar 27,0 27,4 25,7
15 + He 27,0 27,9 26,0
Nivel de significancia
D NS NS NS
A NS NS NS
DxA NS NS NS

1/ Los valores indican el promedio (n=3)

Letras diferentes en sentido vertical, indican diferencias estadisticamente significativa segun la prueba
Tukey (p<0,05), para cada factor.

NS: No significativo.

Cuadro 3.24. Analisis comparativo entre los tratamientos con diferentes dosis de
radiacion UV-C y atmosferas modificadas activas, y el testigo (sin radiacién y aire)
segun la saturacién en hojas de rucula almacenadas a 5 °C por 10 dias.

Saturacion (C¥*)

Tratamiento (T)

Dia 0 Dia 2 Dia 10
Testigo® 27,5° 27,9 28,7
10 + Ar 27,2 28,0 26,4
10 + He 26,9 27,6 25,8
15 + Ar 27,0 27,4 25,7 *
15 + He 27,0 27,9 26,0
Nivel de significancia
T NS NS S

1/ Testigo: sin radiacion UV-C y almacenada en bolsa perforada (aire).

2/ Los valores indican el promedio (n=3).

*/ Indica los tratamientos estadisticamente diferentes al testigo cada dia de evaluacion, segin la prueba
Dunnett (p < 0,05).

NS: No significativo.

S: Significativo para p<0,05.
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Cuadro 3.25. Analisis del efecto del uso de radiacion UV-C y atmodsferas modificadas
activas sobre el tono de hojas de rucula almacenadas a 5 °C por 10 dias.

i Tono (H
Dosis UV-C (D) Dia 0 Dia 2 ) Dia 10
10 126,9" 126,5 127,1
15 127,2 126,5 126,9
Atmoésfera (A)
Ar 127,1 126,5 126,8
He 127,0 126,5 127,2
Interaccién (D x A)
10 + Ar 127,0 126,5 126,8
10 + He 126,9 126,4 127,4
15+ Ar 127,2 126,4 126,8
15 + He 127,2 126,6 126,9
Nivel de significancia
D NS NS NS
A NS NS NS
DxA NS NS NS

1/ Los valores indican el promedio (n=3)

Letras diferentes en sentido vertical, indican diferencias estadisticamente significativa segun la prueba
Tukey (p<0,05), para cada factor.

NS: No significativo.

S: Significativo para p<0,05.

Cuadro 3.26. Analisis comparativo entre los tratamientos con diferentes dosis de
radiacion UV-C y atmosferas modificadas activas, y el testigo (sin radiacién y aire)
segun el tono en hojas de rdcula almacenadas a 5 °C por 10 dias.

. Tono (Hap)

Tratamiento (T) - - -

Dia 0 Dia 2 Dia 10
Testigo® 126,72 126,1 124,9
10 + Ar 127,0 126,5 126,8 *
10 + He 126,9 126,4 127,4 *
15 + Ar 127,2 126,4 126,8 *
15 + He 127,2 126,6 126,9 *
Nivel de significancia
T NS NS S

1/ Testigo: sin radiacion UV-C y almacenada en bolsa perforada (aire).

2/ Los valores indican el promedio (n=3).

*/ Indica los tratamientos estadisticamente diferentes al testigo cada dia de evaluacion, segin la prueba
Dunnett (p < 0,05).

NS: No significativo. S: Significativo para p < 0,05.
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Cuadro 3.27. Andlisis del efecto del uso de radiacién UV-C y atmoésferas modificadas
activas sobre la apariencia de hojas de rucula almacenadas a 5 °C por 10 dias.

. Apariencia
Dosis UV-C (D) Dia 0 Dia 2 Dia 6 Dia 10
10 10,4' 11,3 9,9 9,9
15 10,9 10,4 10,1 9,1
Atmosfera (A)
Ar 10,5 10,6 9,6 9,4
He 10,8 11,1 10,4 9,6
Interaccién (D x A)
10 + Ar 10,1 10,8 9,7 9,8
10 + He 10,7 11,8 10,0 10,0
15+ Ar 10,9 10,4 9,5 9,0
15 + He 11,0 10,3 10,8 9,2
Nivel de significancia
D NS NS NS NS
A NS NS NS NS
DxA NS NS NS NS

1/ Los valores indican el promedio (n=12)

Letras diferentes en sentido vertical, indican diferencias estadisticamente significativa segun la prueba
Tukey (p<0,05), para cada factor.

NS: No significativo.

Cuadro 3.28. Analisis comparativo entre los tratamientos con diferentes dosis de
radiacion UV-C y atmosferas modificadas activas, y el testigo (sin radiacién y aire)
segun la apariencia de hojas de racula almacenadas a 5 °C por 10 dias.

. Apariencia

Tratamiento (T) . - - -

Dia O Dia 2 Dia 6 Dia 10
Testigo® 11,32 11,1 9,9 8,8
10 + Ar 10,1 10,8 9,7 9,8
10 + He 10,7 11,8 10,0 10,0
15 + Ar 10,9 10,4 9,5 9,0
15 + He 11,0 10,3 10,8 9,2
Nivel de significancia
T NS NS NS NS

1/ Testigo: sin radiacion UV-C y almacenada en bolsa perforada (aire).
2/ Los valores indican el promedio (n=12).
NS: No significativo.
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Cuadro 3.29. Andlisis del efecto del uso de radiacién UV-C y atmoésferas modificadas
activas sobre la intensidad de color de hojas de rucula almacenadas a 5 °C por 10 dias.

Dosis UV-C (D) Intensidad de color

Dia 0 Dia 2 Dia 6 Dia 10
10 12,71 12,1 11,2 11,3
15 12,2 12,0 11,6 11,7
Atmoésfera (A)
Ar 12,5 12,3 11,5 11,6
He 12,4 11,8 11,3 11,4
Interaccién (D x A)
10 + Ar 12,6 12,1 11,7 11,2
10 + He 12,8 12,1 10,8 11,3
15+ Ar 12,4 12,4 11,4 12,0
15 + He 12,0 11,6 11,7 11,4
Nivel de significancia
D NS NS NS NS
A NS NS NS NS
DxA NS NS NS NS

1/ Los valores indican el promedio (n=12)

Letras diferentes en sentido vertical, indican diferencias estadisticamente significativa segun la prueba
Tukey (p<0,05), para cada factor.

NS: No significativo.

Cuadro 3.30. Analisis comparativo entre los tratamientos con diferentes dosis de
radiacion UV-C y atmosferas modificadas activas, y el testigo (sin radiacién y aire)
segun la intensidad de color de hojas de racula almacenadas a 5 °C por 10 dias.

Intensidad de color

Tratamiento (T)

Dia 0 Dia 2 Dia 6 Dia 10
Testigo® 12,2° 12,1 11,6 11,1
10 + Ar 12,6 12,1 11,7 11,2
10 + He 12,8 12,1 10,8 11,3
15 + Ar 12,4 12,4 11,4 12,0
15 + He 12,0 11,6 11,7 11,4
Nivel de significancia
T NS NS NS NS

1/ Testigo: sin radiacion UV-C y almacenada en bolsa perforada (aire).
2/ Los valores indican el promedio (n=12).
NS: No significativo.
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Cuadro 3.31. Analisis del efecto del uso de radiacion UV-C y atmoésferas modificadas
activas sobre el contenido de glucosa de hojas de rdcula a 5 °C por 10 dias.

T
Dosis UV-C (D) Glucosa (mg-g~ peso fresco)

Dia 0 Dia 2 Dia 6 Dia 10
10 10,41 12,4 b 12,3 14,3
15 10,4 10,0 a 13,3 14,1
Atmoésfera (A)
Ar 10,7 11,0 11,8 a 14,7
He 10,1 11,4 13,7 b 13,7
Interaccién (D x A)
10 + Ar 10,4 12,1 11,3 14,5
10 + He 10,4 12,7 13,3 14,2
15 + Ar 11,0 10,0 12,4 14,8
15 + He 9,8 10,1 14,2 13,3
Nivel de significancia
D NS S NS NS
A NS NS S NS
DxA NS NS NS NS

1/ Los valores indican el promedio (n=3)

Letras diferentes en sentido vertical, indican diferencias estadisticamente significativa segun la prueba
Tukey (p<0,05), para cada factor.

NS: No significativo.

S: Significativo para p<0,05.

Cuadro 3.32. Analisis comparativo entre los tratamientos con diferentes dosis de
radiacion UV-C y atmosferas modificadas activas, y el testigo (sin radiacién y aire)
segun el contenido de glucosa de hojas de rucula almacenadas a 5 °C por 10 dias.

Glucosa (mg-g™ peso fresco)

Tratamiento (T)

Dia 0 Dia 2 Dia 6 Dia 10

Testigo® 8,9° 8,9 11,3 12,2
10 + Ar 10,4 12,1 11,3 14,5
10 + He 10,4 12,7 * 13,3 14,2
15 + Ar 11,0 * 10,0 12,4 14,8
15 + He 9,8 10,1 14,2 * 13,3
Nivel de significancia

T S S S NS

1/ Testigo: sin radiacion UV-C y almacenada en bolsa perforada (aire).

2/ Los valores indican el promedio (n=3).

*/ Indica los tratamientos estadisticamente diferentes al testigo cada dia de evaluacion, segin la prueba
Dunnett (p < 0,05).

NS: No significativo. S: Significativo para p<0,05.



139

Cuadro 3.33. Andlisis del efecto del uso de radiacién UV-C y atmoésferas modificadas
activas sobre el contenido de fenoles totales de hojas de rucula almacenadas a 5 °C por
10 dias.

Contenido de fenoles totales (mg EAG-g™ peso fresco)

Dosis UV-C (D)

Dia 0 Dia 2 Dia 6 Dia 10
10 1,7 1,6 1,7 1,6
15 1,6 1,8 1,8 14
Atmoésfera (A)
Ar 1,7 1,8 1,8 1,5
He 1,6 1,7 1,7 15
Interacciéon (D x A)
10 + Ar 1,7 1,7 1,8 1,6
10 + He 1,7 1,6 1,6 1,7
15+ Ar 1,7 1,9 1,8 1,4
15 + He 15 1,8 1,7 1,4
Nivel de significancia
D NS NS NS NS
A NS NS NS NS
DxA NS NS NS NS

1/ Los valores indican el promedio (n=3)

Letras diferentes en sentido vertical, indican diferencias estadisticamente significativa segun la prueba
Tukey (p<0,05), para cada factor.

NS: No significativo.

Cuadro 3.34. Analisis comparativo entre los tratamientos con diferentes dosis de
radiacion UV-C y atmosferas modificadas activas, y el testigo (sin radiacion y aire)
segun el contenido de fenoles totales de hojas de rucula almacenadas a 5 °C por 10
dias.

Contenido de fenoles totales (mg EAG-g™ peso fresco)

Tratamiento (T)

Dia 0 Dia 2 Dia 6 Dia 10
Testigo® 1,92 1,5 1,5 1,1
10 + Ar 1,7 1,7 1,8 1,6
10 + He 1,7 1,6 1,6 1,7 *
15 + Ar 1,7 19 1,8 1,4
15 + He 15 1,8 1,7 1,4
Nivel de significancia
T NS NS NS S

1/ Testigo: sin radiacion UV-C y almacenada en bolsa perforada (aire).

2/ Los valores indican el promedio (n=3).

*/ Indica los tratamientos estadisticamente diferentes al testigo cada dia de evaluacion, segin la prueba
Dunnett (p < 0,05).

NS: No significativo.

S: Significativo para p<0,05.
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Cuadro 3.35. Andlisis del efecto del uso de radiacién UV-C y atmoésferas modificadas
activas sobre la capacidad antioxidante (ensayo DPPH*) de hojas de racula
almacenadas a 5 °C por 10 dias.

- * . T
Dosis UV-C (D) Cap. antiox. —ensayo DPPH* (mg Trolox-g™ peso fresco)

Dia 0 Dia 2 Dia 6 Dia 10
10 047" a 05 a 0,6 0,5
15 053 b 0,7 b 0,6 0,5
Atmoésfera (A)
Ar 0,5 0,6 0,6 0,5
He 0,5 0,6 0,6 0,5
Interacciéon (D x A)
10 + Ar 0,5 0,5 0,6 0,5
10 + He 0,5 0,5 0,5 0,5
15 + Ar 0,6 0,7 0,6 0,5
15 + He 0,5 0,7 0,6 0,5
Nivel de significancia
D S S NS NS
A NS NS NS NS
DxA NS NS NS NS

1/ Los valores indican el promedio (n=3)

Letras diferentes en sentido vertical, indican diferencias estadisticamente significativa segun la prueba
Tukey (p<0,05), para cada factor.

NS: No significativo.

S: Significativo para p<0,05.

Cuadro 3.36. Analisis comparativo entre los tratamientos con diferentes dosis de
radiacion UV-C y atmosferas modificadas activas, y el testigo (sin radiacion y aire)
segun la capacidad antioxidante (ensayo DPPH) de hojas de rucula almacenadas a 5
°C por 10 dias.

Cap. antiox. - ensayo DPPH (mg Trolox-g™ peso fresco)

Tratamiento (T)

Dia 0 Dia 2 Dia 6 Dia 10
Testigo® 0,5° 0,6 0,8 0,8
10 + Ar 0,5 0,5 0,6 * 0,5 *
10 + He 0,5 0,5 0,5 * 0,5 *
15 + Ar 0,6 0,7 0,6 * 0,5 *
15 + He 0,5 0,7 * 0,6 * 0,5 *
Nivel de significancia
T NS S S S

1/ Testigo: sin radiacion UV-C y almacenada en bolsa perforada (aire).

2/ Los valores indican el promedio (n=3).

*/ Indica los tratamientos estadisticamente diferentes al testigo cada dia de evaluacion, segin la prueba
Dunnett (p < 0,05).

NS: No significativo. S: Significativo para p<0,05.
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Cuadro 3.37. Andlisis del efecto del uso de radiacién UV-C y atmoésferas modificadas
activas sobre la capacidad antioxidante (ensayo FRAP) de hojas de racula
almacenadas a 5 °C por 10 dias.

n -1
Dosis UV-C (D) Cap. antiox. - ensayo FRAP (mg Trolox-g™~ peso fresco)

Dia 0 Dia 2 Dia 6 Dia 10
10 1,1" 1,0 a 1,1 1,0 b
15 11 13 b 1,1 09 a
Atmoésfera (A)
Ar 1,1 1,2 11 0,9
He 1,1 11 11 0,9
Interacciéon (D x A)
10 + Ar 1,1 1,0 11 1,0
10 + He 11 1,0 11 0,9
15+ Ar 1,2 1,3 1,0 0,9
15 + He 1,1 1,3 1,1 0,8
Nivel de significancia
D NS S NS S
A NS NS NS NS
D xA NS NS NS NS

1/ Los valores indican el promedio (n=3)

Letras diferentes en sentido vertical, indican diferencias estadisticamente significativa segun la prueba
Tukey (p<0,05), para cada factor.

NS: No significativo.

S: Significativo para p<0,05.

Cuadro 3.38. Analisis comparativo entre los tratamientos con diferentes dosis de
radiacion UV-C y atmosferas modificadas activas, y el testigo (sin radiacion y aire)
segun la capacidad antioxidante (ensayo FRAP) de hojas de rdcula almacenadas a 5 °C
por 10 dias.

Cap. antiox. - ensayo FRAP (mg Trolox-g™ peso fresco)

Tratamiento (T)

Dia 0 Dia 2 Dia 6 Dia 10
Testigo® 1,22 1,1 1,0 0,9
10 + Ar 11 1,0 1,1 1,0
10 + He 11 1,0 1,1 0,9
15 + Ar 1,2 1,3 * 1,0 0,9
15 + He 11 1,3 1,1 0,8
Nivel de significancia
T NS S NS NS

1/ Testigo: sin radiacion UV-C y almacenada en bolsa perforada (aire).

2/ Los valores indican el promedio (n=3).

*/ Indica los tratamientos estadisticamente diferentes al testigo cada dia de evaluacion, segin la prueba
Dunnett (p < 0,05).

NS: No significativo. S: Significativo para p<0,05.
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Cuadro 3.39. Caracterizacion inicial de las hojas de rucula utilizadas en el ensayo de
envasado en atmoésfera modificada activa combinado con la aplicacion de radiacion UV-
C.

Dimensiones

Caracterizacion Color
(cm)

mlm%:edrealfjlgojas Lumi(nf)Sidad Sat?éigién Z-I—?;bo) Largo Ancho rese @
L Promedio* 441 28,9 125,8 10,6 4.6 0,9
Desv. Est.! 1,6 2,6 1,3 1,8 1,2 0,4

5 Promedio 445 28,6 125,8 10,7 45 0,9
Desv. Est. 2,0 1,4 0,8 2,0 1,2 0,5

Promedio 43,1 26,4 126,9 9,8 49 0,9

3 Desv. Est. 1,6 2,8 1,9 2,0 1,4 0,6
ota Promecio 43,9 280  126,1 10,4 4,7 0,9
Desv. Est.? 1,8 2,5 1,5 1,9 1,2 0,5

Intervalo ih;g‘riitoer 43,2 270 1256 9,7 4.2 0,7
confianza® Stgg'rtlir 44,6 289 1267 11,1 5.1 1,0

1/ Valores de promedio y desviacién estandar (n=10)
2/ Valores de promedio y desviacién estandar (n=30)
3/ Intervalo de confianza obtenido con t-student (a=0,05)

Cuadro 3.40. Caracterizacion de las aguas de proceso utilizadas en el lavado de hojas
de rucula del ensayo de radiacion UV-C y envasado con atmoésferas modificadas con Ar
y He.

Momento del proceso

Aguas usadas en el

Parametros Entrada Salida
proceso (antes de usar) (después de usar)
Cloro libre (mg L™ 5,0 2,0
Agua potable pH 7.8 7.1
Potencial Redox (mV) -65,0 -24,0
Cloro libre (mg L™ 100,0 86,0
Agua clorada pH 6,5 6,3
Potencial Redox (mV) -9,0 -7,0
Cloro libre (mg L™) 0,5 1,5
Agua estéril pH 7,6 7,0

Potencial Redox (mV) -55,0 -20,0
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Cuadro 3.41. Concentracion de los gases en los contenedores plasticos con hojas de rucula tratadas con UV-C durante 10

diasa5 °C
Dias de evaluacion
Tratamiento Gases Tiempo (ljjeigptés dela Tiempo (?efptés dela Tiempo (?E!?pﬁés dela Tiempo lgleaS[:)Ll:JLéS dela
(M inyeccion de gases (h) inyeccién de gases (h) inyeccién de gases (h) inyeccion de gases (h)
0 24 29 0 24 29 0 24 29 0 24 29
0O, (%) 21,0 20,8 20,7 20,9
Testigo CO, (%) 0,08 0,08 0,26 0,09 0,09 0,29 0,06 0,06 0,22 0,06 0,06 0,20
N, (%) 78,9 79,1 79,2 79,0
0O, (%) 42,0 43,0 42,0 41,0
10 + Ar CO; (%) 0,08 1,03 1,26 0,09 1,10 1,48 0,06 0,75 1,03 0,06 0,87 1,01
N, (%) 5,9 3,9 3,9 4,9
Ar (%) 52,0 53,0 54,0 54,0
0, (%) 42,0 43,0 440 42,0
10 + He CO; (%) 0,08 1,19 1,39 0,09 1,14 1,48 0,06 0,82 1,10 0,06 0,96 1,04
N. (%) 4.9 4.9 3,9 4,9
He (%) 53,0 52,0 52,0 53,0
02 (%) 42,0 42,0 43,0 43,0
15 + Ar CO, (%) 0,08 1,20 1,40 0,09 1,18 1,57 0,06 0,82 1,05 0,06 0,80 1,07
N, (%) 5,9 3,9 3,9 4.9
Ar (%) 52,0 54,0 53,0 52,0
02 (%) 42,0 42,0 43,0 42,0
15 + He CO, (%) 0,08 1,32 1,52 0,09 1,21 1,53 0,06 0,85 1,09 0,06 0,89 1,11
N, (%) 3,9 4.9 4,9 4.9
He (%) 54,0 53,0 52,0 53,0

1/ Concentracion de los gases al inicio de la inyeccién en los contenedores plasticos de 2 L.



144

ANEXO |

Panelista N°: ..........

Evaluacion de calidad panel semi-entrenado

Edad (afios):
Menor de 20|:| entre 20y 25|:| entre 25y 30|:| entre 30 y 35|:| Mayor de 35|:|

Instrucciones:
Por favor, indique con una linea vertical la intensidad de su sensacién para cada una de ellas.

Muestra N¢

Aspecto visual

1. Apariencia

0 15
Muy mala Extremadamente buena

2. Intensidad color

0 15
Amarillo Extremadamente verde

Aspecto gustativo

1. Turgencia

0 15
Sin turgencia Extremadamente turgente

2. Sabores extrarnos

0 15
Sin sabor Extremadamente presente

Comentarios:
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ANEXO I

Reglamento sanitario de los alimentos Ministerio de Salud (MINSAL), decreto n° 977/96,
(actualizado a junio de 2010).

Especificaciones microbioldgicas por grupo de alimentos.

Frutas y otros vegetales comestibles pre-elaborados, listos para el consumo

Plan de muestreo Limite por gramo
Parametro Categoria | Clase | n | c m M
RAM 6 3 5| 1| 5x10%(4,7 log) | 5x10° (5,7 log)
Enterobacterias 6 3 5| 1| 5x10%(3,7 log) | 5x10*(4,7 log)
E. coli 6 3 51 10 10°
S. aureus 6 3 511 10 10°
Salmonella en 25 g 10 2 5|0 0 -

n: nimero de muestras a ser examinadas.

C. 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 microbiolégico para el cual o por debajo del cual el alimento no representa un
riesgo para la salud

M: valor del parametro microbioldgico por encima del cual el alimento representa un riesgo para la salud.

Plan de muestreo de 3 clases y Grados de Calidad: plan de muestreo, por atributos, donde la
calidad de un producto, de acuerdo con los criterios microbiolégicos puede dividirse en tres
grados de calidad, "aceptable" valores entre 0 y m; "medianamente aceptable": valores entre m
y M; y " rechazable": valores superiores a M. (Reglamento Sanitario de los Alimentos, Ministerio
de Salud Publica, Chile, 2010).



