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RESUMEN

RESUMEN

Las frutillas y zarzamoras, como el resto de las berries, se caracterizan por su pequeiio
tamafo, sabor acidulado,atractivo color y aspecto y por ser altamente perecederas. La
desinfeccion por nebulizacion (fogging) podria ser una tecnologia de postcosecha de
utilidad en estas frutas de textura delicada, para minimizar el deterioro microbiano, el dafio
mecanico y prolongar la vida util.En este trabajo de tesis se propuso desarrollar aspectos
basicos y aplicados de la tecnologia de desinfeccion por nebulizacion con dcido peracético
(APA) aplicado como tratamiento postcosecha. Para esto se evaluaron los cambios
producidos,tanto sobre la carga microbiana nativa alterante y un microorganismo modelo
inoculado como Escherichia coli, como en el color de frutillas y zarzamoras debido a la
desinfeccion. Las evaluaciones se realizaron tanto en el dia del tratamiento como luego de
7 dias de almacenamiento bajo refrigeracion a 2°C. Ademas se optimizo6 la operacion de
desinfeccion de frutillas y zarzamoras.La carga microbiana inicial de las frutillas estuvo
comprendida entre 4,0 — 4,8 log UFC/g para microorganismos aerobios mesofilos totales
(AMT) y 3,7 — 4,7 log UFC/g para mohos y levaduras (ML).Los resultados mostraron que
tanto el aumento en la concentracion de APA como del tiempo de tratamiento reducen
significativamente los niveles de AMT y de ML en frutillas. Para una concentracion de 80
pnL/L de APA y tiempos de 60 min se obtiene una reduccion de 2 ciclos logaritmicos para
ambas poblaciones microbianas. Las méaximas reducciones corresponden a la maxima
concentracion de APA y tiempos aplicados. La desinfeccion fue eficaz para inhibir el
crecimiento de los microorganismos estudiados luego de 7 dias de almacenamiento a 2°C.
Con respecto a la calidad sensorial, los parametros de color estudiados (L*, a*, b* y C*ab)
fueron afectados por las variables de proceso. La nebulizacion con bajas concentraciones
de APA produjo frutillas mas claras y luminosas y con concentraciones superiores a 20

nL/L, mas oscuras. Las frutillas nebulizadas fueron menos rojas, menos amarillas y por lo
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RESUMEN

tanto, de colores menos intensos. Luego del almacenamiento, se produjo un mayor
oscurecimiento y se intensifico la pérdida del color rojo.El valor inicial de E.coli en las
frutillas inoculadas fue, en promedio, 5,5 log UFC/g.La reduccionde E.coli predicha con el
modelo obtenido para la mas alta concentracion del disefio(116,6puL/L) y 30 minutos de
tratamiento, fue de 4,5 o6rdenes logaritmicos. Luego del periodo de almacenamiento se
produjo una reducciéon de este microorganismo hasta valores no detectables.La carga
microbiana inicial de las zarzamoras estuvo comprendida entre 2,2 — 2,8 log UFC/g para
AMT y 3,5 — 4,7 log UFC/g para ML. Los modelos predictivos desarrollados indican que
el aumento en la concentracion de APA reduce significativamente los niveles de AMT y de
ML.EI parametro de color b*se vio afectado por las variables del proceso, el aumento en la
concentracion de APA produjo pérdida de tono azul, tanto a tiempos largos como cortos de
tratamiento. El resto de los parametros no mostraron cambios significativos, tanto en el dia
de aplicacion como luego del almacenamiento.En las zarzamoras inoculadas, el valor
inicial de E.colifue, en promedio, 5,8 log UFC/g. Se obtuvo una importante reduccion del
microorganismo inoculado. El empleo de concentraciones de APA superiores a 20 pL/L
fueron suficientes para conseguir una reduccion hasta valores no detectables en el dia del
tratamiento y luego del almacenamiento. La optimizacion de multiples respuestas permitio
encontrar las condiciones Optimas de desinfeccion, para cada fruta, maximizando la
reduccion microbioldgica sin cambios en el color. La aplicacion de esta tecnologia, sumada
a la conservacion en refrigeracion, produce un control satisfactorio de la contaminacion
microbiana superficial presente en las frutillas y zarzamoras frescas con cambios minimos

en la calidad sensorial de la fruta.
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1. INTRODUCCION
1.1. Generalidades sobre frutas finas

Las “frutas finas” comprenden un conjunto de especies que se caracterizan por su pequeio
tamafio en comparacion con las frutas de pepita o las citricas. Su denominacion esta

vinculada al aspecto comercial y no al botanico de las mismas.
Se pueden clasificar en dos subgrupos, claramente identificados por sus nombres en inglés:

- Berries, de sabores acidulados y rapida perecibilidad: frutillas, ardndanos,

frambuesas rojas, moras y zarzamoras arbustivas y grosellas.

- Cherries, que son losde menor tamafo entre las frutas de carozo: cerezas y

guindas.(Newsletter PAA, 2009)

Las berries, llamadas cominmente “frutos del bosque”, constituyen una de las cadenas
productivas de mayor importancia en la agroindustria alimentaria argentina, teniendo en
cuenta las estructuras de produccioén y comercio mundial. En nuestro pais, las especies de
mayor relevancia econdmica son la frutilla, el ardndano, la frambuesa y la zarzamora.

(Bocchetto Dellardaet al. 2014).

Se caracterizan por poseer propiedades benéficas para la salud: son ricas en vitaminas,
carbohidratos, fibras, azicares y antioxidantes tales como antocianinas, acidos fendlicos,
flavonoides y 4cido ascorbico. Estos estdn presentes en elevadas concentraciones,

otorgando caracteristicas sensoriales especiales como sabor, aroma y color.

La preferencia cada vez mayor por productos alimentarios antioxidantes y de bajas calorias

abre un panorama importante en la demanda de estas frutas (SAGPyA, 2006).
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1.2. Produccion de berries en Argentina

Las superficies cultivadas con berriesse distribuyen en diversas areas del pais. En la Tabla

1.1 se muestran las regiones y provincias en las que se cultivan estas frutas.

Tabla 1.1.Regiones y provincias cultivadas con berries en la Argentina™

Fruta

Region/Provincia

Arandanos

Tucuman
Entre Rios

Region andino-patagénica

Frambuesa

Tucuman
Buenos Aires
Santa Fe

Region andino-patagénica

Frutilla

Tucuman
Buenos Aires
Entre Rios

Santa Fe

Grosella

Tucuman
Entre Rios

Region andino-patagonica

Zarzamora

Tucuman
Buenos Aires
Entre Rios
Santa Fe

Region andino-patagonica

*Elaboracion propia a partir de SAGPyA(2006) y Bruzone (2012).
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Con excepcion de las frutillas que lleva varias décadas de produccion, el desarrollo de las
berries en Argentina es reciente. Sin embargo, en los ultimos afios se ha registrado un
aumento en la superficie cultivada, produccion y posicionamiento de mercado. Se trata de
producciones intensivas en mano de obra y capital, que generan alta rentabilidad en
pequeias superficies y son movilizadoras de las economias locales y regionales. Ademas,
las caracteristicas de perecibilidad de estas frutas imponen requerimientos muy especificos

con relacion a la postcosecha y el transporte (SAGPyA, 2006).

En cuanto a la demanda de estas frutas finas, el principal canal de comercializacion es la
industria de alimentos, que demanda berries congeladas para la elaboracion de dulces,
mermeladas, jaleas, conservas, jugos y licores. También se incorporan a alimentos como

sucede con los lacteos, golosinas, cereales en barra, bebidas sin alcohol.

Por su parte, el sector gastronomico (restaurantes, reposteria, heladerias) demanda fruta

fresca y congelada.

Aproximadamente el 70 % del cultivo de ardndanos, frambuesas y grosellas se concentra
en el territorio patagonico, ya que los valles cordilleranos cuentan con claras ventajas
climéticas para el cultivo de estas frutas. La adaptacion a las condiciones agrocliméaticas de
otras provincias como Tucuman, Santa Fe y Entre Rios ha permitido también su
produccion. Estas frutas se comercializan, casi en su totalidad, como fruta congelada,

mediante la tecnologia del congelado individual (Bruzone, 2012).

La produccion de frutillas en nuestro pais estd concentrada en 3 provincias: Santa Fe,
Buenos Aires y Tucumdn, donde cada una produce aproximadamente el 30% del total
nacional.La provincia de Entre Rios aporta una pequenia proporciéon (Mercado Central de

Buenos Aires, 2014).
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En las provincias de Santa Fe y Tucumdén la produccion es invernal, con cosechas
periddicas que abarcan desde junio hasta fines de noviembre, mientras que en la provincia
de Buenos Aires se produce en distintos periodos del afio. Esta amplia distribucion hace
que el consumidor se abastezca de frutos frescos practicamente durante todo el afo

(Kirschbaum y Mamana, 2008).

En particular, en la provincia de Santa Fe, la principal y tradicional zona de produccion se
encuentra en la ciudad de Coronda y localidades vecinas, tales como Arocena y Desvio
Arijon; en la actualidad también existe un 4rea de siembra importante en Santa Rosa de
Calchines, Arroyo Leyes y San José del Rincon. Ademas, las frutillas de estas areas, son de
calidad destacada y se destinan fundamentalmente al mercado de fruta fresca. Sin perjuicio
de esto, un porcentaje considerable de la produccion se destina a las industrias: lactea, de
helados, panificadoras y produccion de dulces, mermeladas y pulpas. Actualmente, tiene
una importancia cada vez mayor la industria del congelado individual de frutillas (sistema
IQF)como una opcidn que busca la conservacion de las propiedades sensoriales y nutritivas

de las mismas (Saccone, 2013).

La produccion de zarzamoras se concentra principalmente en la region andino
patagénica en las provincias de Chubut (El Hoyo, Lago Puelo), Rio Negro (El Bolson) y
Neuquén (San Martin de los Andes). También existen plantaciones en Tucumén (Tafi
Viejo), Santa Fe (Santa Isabel y Coronda), norte de Buenos Aires. (Arrecifes, Baradero,

Zarate, y Tandil) y Entre Rios (Concordia y Nogoya) (Bruzone, 2012).

El 90% de la produccion se comercializa congelado, con destino a la industria para la
incorporacidn en distintos productos alimenticios y elaboracion de dulces y mermeladas. El

consumo de fruta fresca podria mejorar mediante campafias de promocion del
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consumopara estas berries, que aun no estan incorporadas a los héabitos del consumidor

argentino.

La zarzamora tiene buenas perspectivas de cultivo, porque tiene menores costos yrequiere
menos mano de obra que otras berries como el arandano, ademés es una planta mas
rusticaque se adapta a diversos suelos, tanto himedos como arenosos (Gomez Riera et al.

2014).

1.3. Caracteristicas generales de las frutillas

Las frutillas pertenecen a la familia de las Rosaceas (Rosaceae) y al género Fragaria (del

latin: fragancia).

La frutilla cultivada actualmente se reconoce como un hibrido entre las especies Fragaria

virginiana 'y Fragaria chiloensis, y se designa como Fragaria x ananassa Duch.

(Branzanti, 1989).

La planta de frutilla es perenne, de bajo crecimiento y presenta raices de aspecto fibroso,
una corona proxima a la superficie del suelo, tallos cortos y lignificados y hojas trifoliadas.
Las flores de las variedades cultivadas son hermafroditas y se encuentran constituidas por
5 sépalos, 5 pétalosy numerosos estambres dispuestos en tres verticilos. Los frutos son
carnosos, compuestos y monotaldmicos. Se los considera falsos frutos dado que la mayor
parte de la fraccion comestible proviene del desarrollo del receptaculo, siendo los
verdaderos frutos, desde el punto de vista botanico, los aquenios constituidos por la semilla
y sus coberturas, que se ubican en la superficie del receptaculo expandido(Branzanti,

1989).

El receptaculo maduro mide hasta 5 cm de didmetro y presenta diferentes formas

(achatada, globosa, conica, reniforme, redondeada, alargada). En la base del fruto se
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encuentra el caliz con sépalos adherentes, libres o reflexos y de color verde, aunque en

ciertos casos pueden presentar tintes rojizos (Vicente, 2004).

Para su cultivo, las plantas se ubican a una distancia aproximada de 30 cm en lomos que se
cubren con una pelicula plastica (cultivo de cobertura o “mulching’) para minimizar el
contacto con el suelo y con ello las podredumbres, controlar malezas y reducir la pérdida
de agua. Los frutos deben cosecharse una vez completada la maduracion, para lograr el
sabor caracteristico ya que los azlicares simples que se acumulan provienen principalmente

de la planta madre.

Como otras frutas, las frutillas pueden ser consumidas “in natura”, lo cual representa una
ventaja para los consumidores debido a que no se producen pérdidas de nutrientes tal como

sucederia si fueran procesadas (Cordenunsi ef al. 2002).

Contienen altos niveles de vitamina C, folato y compuestos fenolicos, los cuales presentan
altos efectos antioxidantes beneficiosos para el mantenimiento de la salud (Cordenunsi et

al. 2002; Odriozola Serrano et al. 2010; Giampieri et al. 2012).

Como contrapartida, las frutillas poseen una vida postcosecha extremadamente corta,
sonsusceptibles al dafio mecénico, deterioro fisiologico y microbioldgico y a la pérdida de
agua; si no son consumidas frescas, deben ser rapidamente procesadas en mermeladas,
jugos, vinos, o congeladas para el uso en postres o yogures (Del Valle et al. 2004; Terefe et

al. 2009).

1.4. Caracteristicas generales de las zarzamoras

Las zarzamoras pertenecen a la familia de las rosaceas (Rosaceae) y al género Rubus. Este
género comprende numerosas especies, pero 3 de ellas se destacan por la calidad de sus
frutos. Del entrecruzamiento de las mismas, se originaron los hibridos y variedades

actuales, que poseen caracteristicas distintivas entre ellos.
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La planta de zarzamora es un arbusto trepador, de crecimiento rapido que puede
reproducirse vegetativamente y puede alcanzar los dos metros de altura. El tallo es recto,
herbaceo y con numerosas ramas que presentan espinas. Sus hojas presentan forma ovalada
con borde serrado y el revés es mas claro que el anverso. Las flores son pentameras, al
igual que las de la frutilla, tienen unos 2 cm y crecen en racimos en el apice de las ramas y

van desde el blanco al rosa (Rieger, 2006).

Las zarzamoras tienen caracteristicas cualitativas que las distinguen de otras frutas: son
apreciadas por su color, aroma, sabor y textura suave y crujiente. El fruto es una
polidrupa,lo que significa que estd formado por la agregacion de varias frutas pequedas,
llamadas drupeolas. Consiste en un material pulposo, carnoso o jugoso, formado de
multiples ovarios provenientes de una sola flor, que contienen una pequeiia semilla en su
interior. Las drupeolas estan dispuestas alrededor de un nticleo central fibroso, agrupadas
en un receptaculo en forma de racimo. Durante la maduracion en el fruto se observa un
crecimiento del receptaculo lo que origina una mayor separacion de las drupeolas y menor
adherencia a éste (Green, 1971). Primero son de color verde, después rojos y cuando estan

maduros adquieren un color negro brillante 0 morado.

El fruto contiene un elevado porcentaje de agua, alrededor del 80% de su peso total, por lo
que tiende a ser mas jugoso que carnoso. Posee azucares, fibras, vitaminas, especialmente
vitaminas A, C y E, sales de calcio, potasio, hierro, manganeso y acidos orgéanicos (malico,

citrico, lactico, succinico, oxalico y salicilico).

El alto contenido en compuestos fendlicos, principalmente antocianinas, es una
caracteristica de estas berries, siendo estos pigmentos los responsables del color rojo
intenso a colores azules o morados (Wang et al. 2008). El interés en estos pigmentos se ha

intensificado debido a sus efectos terapéuticos y benéficos, tales como su potencial
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antioxidante, anticancerigeno, antitumoral, antiinflamatorio y antidiabético (Wang y Jiao,

2000; Halvorsen et al. 2002).

Cabe destacar ademas que, entre las frutas finas, la zarzamora es la fuente mas rica en

antocianinas (Connor ef al. 2002; Wang y Jiao, 2000).

Para consumir la fruta en fresco, debe presentar ciertas caracteristicas que son atribuibles a
adecuadas condiciones de calidad, como por ejemplo, la presencia del brillo del fruto,

textura firme y uniformidad de color de las drupeolas (Rieger, 2006).

En la industria alimentaria son utilizadas para consumo en fresco o para preparados
alimenticios como mermeladas, zumos o jaleas. Debido a sus propiedades medicinales
(antiinflamatorias, astringentes, antibacterianas, depurativas y diuréticas) también tieneuso
terapéutico en infusiones y zumos para combatir colesterol, artritis, estrefiimiento, diarrea,

diabetes, cancer, problemas bucales y de piel (Wang et al. 2008).
1.5. Microbiologia de las frutas

La composicion general promedio de las frutas incluye un alto contenido de agua (85%), y
en menor proporcion, carbohidratos (13%), proteinas (0,9%) y lipidos (0,5%). Como ya se
comentd, poseen un considerable valor nutritivo como fuente de vitaminas, tiamina y

niacina y proporcionan niveles importantes de potasio, calcio y magnesio.

La mayoria de las frutas son ricas en acidos organicos (acido citrico, malico, tartarico,

lactico, succinico, oxalico) por lo que presentan un pH bajo (Tabla 1.2).
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Tabla 1.2.Valores de pH correspondientes a frutas frescas'”

Fruta Rango de pH
Citricos 2,2-3,4
Frambuesa 2,9-3,5
Frutilla 3,0-3,6
Manzana 2,9-3,6
Zarzamora 3,0-4,0

* Adaptado de ICMSF(2006)

Existen numerosos factores que intervienen en la microbiologia de las frutas y hortalizas
frescas. Asi, factores externos como el ambiente en el que las plantas crecen, la
localizacion geografica, el tipo de riego, las especies de fauna autoctona en contacto con
las frutas y verduras o el modo de cosechado juegan un papel muy importante en el tipo y
cantidad de microorganismos que se van a encontrar en la superficie externa de los

productos vegetales (Brackett, 1999).

Por otra parte, ciertos parametros intrinsecos como la naturaleza del epitelio vegetal y su
cubierta protectora, el pH interior de la planta y la presencia de sustancias naturales con
potencial efecto antimicrobiano condicionan la cantidad y diversidad de la microbiota

endogena (Burnett y Beuchat, 2001).

También influyen considerablemente en el patrén microbiano, la cosecha, el transporte, el

procesamiento ulterior y la manipulacion de los productos.
1.5.1. Microbiota inicial

La microbiota de hortalizas y frutas se compone de bacterias de diversos géneros, tales
como Pseudomonas, Erwinia, Flavobacterium, Xanthomonas, Enterobacter y bacterias

acidolacticas, tales como Leuconostoc sp.y Lactobacillus sp.
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Burnett y Beuchat (2001) y Tournas (2005) determinaron que, en general, en la microbiota
asociada con la mayoria de las hortalizas, predominan las bacterias gram-negativas
mientras que las levaduras y los mohos constituyen, a menudo, la mayoria de la microbiota

de las frutas crudas.

Entre los mohos, los géneros mas frecuentes son Alternaria, Penicillium, Fusarium y

Aspergillus(Pianetti ef al. 2008; Ramos et al. 2013).

Los géneros de las levaduras Torulopsis, Saccharomyces y Candida, se destacan como
microorganismos dominantes en las frutas debido al alto contenido en azlcar que las

mismas poseen (Pianetti ef al. 2008; Caponigro et al. 2010; Ramos et al. 2013).

1.5.2. Alteracion y enfermedades de las frutas

El elevado contenido en nutrientes, ya descrito, en las frutas sustenta el crecimiento de
bacterias y hongos. Sin embargo, los valores de pH (Tabla 1.2) son menores que los pH
que favorecen el desarrollo de las bacterias, lo que explicaria la ausencia de las mismas en

la alteracion incipiente de las frutas.

Debido a que los hongos, tanto levaduras como mohos, pueden desarrollar con un rango de
pH mas amplio, estos microorganismos se encuentran entre los agentes principales en la

alteracion de las frutas (ICMSF, 2006; Jay, 2009).

Por otra parte, los mohos son capaces de degradar los componentes de elevado peso
molecular, tales como polisacaridos complejos estructurales y de corteza, y transformarlos
en compuestos mas simples que serdn utilizados por otros microorganismos con menor

capacidad enzimatica de degradacion.

Unos pocos géneros y especies fungicas son capaces de invadir un determinado tipo de

fruta y provocar pérdidas graves. Algunos son sumamente especializados y atacan

10
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solamente a uno o dos tipos de fruta mientras que otros invaden a varios tipos de ellas

(ICMSF, 2006).

La enfermedad mas importante que se produce en la mayoria de las cosechas de berries, se
debe a Botrytis cinerea. Esta especie produce la llamada “podredumbre gris”. Es una
podredumbre blanda en frambuesas y zarzamoras, y dura y seca en frutillas. En ambos
casos, el fruto se cubre con un crecimiento de moho gris caracteristico (Samson, 2004;

ICMSF, 2006).

En frutillas, las pérdidas econémicas que se producen pueden ser elevadas cuando el hongo
se propaga por contacto y forma nidos de fruta en descomposicion. El desarrollo fungico se
ve favorecido por la humedad del ambiente (humedad relativa mayor a 80%), presencia de
rocio y temperaturas Optimas de crecimiento e infecciéon de 9 a 21°C. También puede

desarrollar a 2°C, aunque con menor rapidez.

Otra especie de hongoque produce una elevada pérdida en todos los frutos de baya es
Rhizopus stolonifer. La fruta afectada se contrae completamente exudando jugo y se cubre
con un micelio algodonoso. Temperaturas mayores a 20°C y elevada humedad ambiente

propician que el hongo se propague rapidamente (Samson, 2004; ICMSF, 2006).

1.5.3. Riesgos microbiologicos asociados al consumo de frutas

En general, las frutas carecen de microorganismos en la profundidad de sus tejidos y la
microbiota natural superficial depende de diversos factores externos, como se menciono

anteriormente.

No obstante, durante el crecimiento de la planta, la cosecha, el transporte y el posterior

procesado pueden contaminarse con patdgenos de origen humano o animal.

11
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El principal problema reside en la posible presencia de patdgenos debido a contaminacion

de origen fecal.

En la mayoria de los casos, esta contaminacion se debe a factores previos a la cosecha
como puede ser el uso de agua de deficiente calidad microbioldgica para riego y lavado de
las frutas, el riego con aguas residuales y el uso de estiércol no tratado como abono

(Cepeda Saez et al. 2012).

También pueden ser fuentes potenciales de contaminacion el uso de herramientas

contaminadas y/o la mala higiene del personal de campo.

En las frutas y hortalizas que se consumen con una minima manipulaciéon y/o
procesamiento postcosecha, el riesgo de contaminacidbn aumenta por contaminacion

cruzada en etapas posteriores a la recoleccion (Cepeda Saez et al.2012).

Procesos como el lavado y envasado son practicas habituales en la mayoria de las frutas y
hortalizas para consumo en fresco y representan puntos criticos en lo que se refiere a

contaminacion microbiolédgica (Lynchet al., 2009).

De acuerdo a diferentes estudios (FAO/OMS, 2009; EFSA, 2013) los principales
microorganismos asociados a enfermedades que afectan al ser humano como resultado del
consumo de productos frescos de origen no animal, entre los que se encuentran las frutas y
hortalizas, son: Escherichia coli, Salmonella spp., Shigella spp., Listeria monocytogenes,
diversos virus entéricos, como norovirus y el virus de la hepatitis A y protozoarios como

Crystosporidium spp. y Cyclospora spp.

1.5.4. Epidemiologia de los brotes causados por frutas

El consumo per capita de frutas y hortalizas en los paises desarrollados ha experimentado

un importante incremento en los Ultimos afos lo que se debe, en gran parte, a las

12
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recomendaciones de los expertos en nutricion, que aconsejan aumentar el consumo de

estos alimentos por los comprobados beneficios para la salud (Lynch et al. 2009).

Por estos motivos, los consumidores perciben estos alimentos como sanos y saludables,
pero a menudo no son conscientes de los riesgos derivados de la presencia de

microorganismo patdogenos en los mismos.

En la cadena alimentaria de las frutas y hortalizas, los puntos que implican un mayor riesgo
de contaminacion por agentes patdogenos son el cultivo, su procesamiento inicial y la

preparacion gastronomica final de los mismos (Lynch et al., 2009).

Las bacterias estdn adaptadas para sobrevivir en el intestino de los animales y también son
capaces de sobrevivir y proliferar con cierta facilidad en algunos tipos de plantas. Algunos
patdgenos pueden persistir durante semanas en la superficie vegetal, como por ejemplo las
bacterias del género Sal/monella (Lynch et al., 2009).Hirneisenet al. (2012), sostienen que
algunas bacterias y algunos virus, pueden penetrar por la raiz y localizarse en el interior de

las plantas, no siendo afectados por el lavado y/o la desinfeccion superficial.

Los aspectos a considerar en la epidemiologia de los brotes alimentarios causados por

productos vegetales son:

e temperatura de almacenamiento inadecuada, especialmente durante el transporte
desde el lugar de origen al de consumo, que favorece no sélo el deterioro de los

productos, sino también la proliferacion de las posibles bacterias patdgenas.

e ¢l lavado y/o desinfeccion superficial poco eficaz. Como norma general, el lavado
de frutas y hortalizas reduce la contaminacion microbiana superficial y de este
modo prolonga la vida 1til de las mismas y potencia su seguridad alimentaria. No

obstante, debe tenerse en cuenta que el lavado solo reduce el nimero de

13



INTRODUCCION

microorganismos presentes pero no asegura la total eliminacién de los mismos,

entre los que podrian estar algunos patogenos (Burnett y Beuchat, 2001).

e El hecho de que este tipo de alimentos habitualmente se consume crudo, sin un

tratamiento que asegure su inocuidad, como podria ser la coccion.

1.5.5. Agentes patogenos causantes de brotes alimentarios asociados al consumo

de berries

Los frutos de Fragaria spp. y Rubus spp. se han senalado como alimentos involucrados en

la aparicion de brotes de gastroenteritis por virus, E. coli O157:H7 y protozoarios.

En la Tabla 1.3, se presentan los brotes alimentarios documentados causados por el
consumo de frutillas, zarzamoras y otras frutas finas como frambuesas y arandanos

producidos en los tltimos afios.

De la observacion de la Tabla 1.3, surge que la mayoria de los brotes denunciados se debe
a gastroenteritis producidas por virus, pero no debe minimizarse el riesgo de que sean
ocasionados por patdgenos bacterianos, ya que las vias de contaminacion de estas frutas
por virus entéricos y por Salmonella o Escherichia coli O157:H7 son, en términos
globales, las mismas (Bialka y Demirci, 2008). Ademas trabajos experimentales
demostraron que cualquiera de esos agentes pueden sobrevivir en la superficie de frutillas

durante al menos siete dias (Knudsen et al. 2001).

Para el caso de los virus entéricos las frutas sirven como vehiculo de transmision, ya que

no se pueden multiplicar en el interior o sobre las mismas(Beuchat, 1998).

14
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Tabla 1.3. Brotes alimentarios documentados causados por el consumo de berries

Alimento implicado Agente infeccioso Pais Referencia

Frambuesas Norovirus Francia Cotterelle et al. 2005

Frambuesas Norovirus Suecia Hjertqvist et al. 2006

Frutillas E.coli O157:H7 Estados Unidos CDC, 2006

Frambuesas Norovirus Europa, varios Butot et al. 2007
paises

Zarzamoras Norovirus Alemania Fell et al. 2007

Aréandanos Virus de hepatitis A Nueva Zelanda Calder et al., 2003

Frutillas E.coli O157:H7 Estados Unidos CDC, 2006

Mezcla de frutas finas ~ Virus hepatitis A Canada CFIA, 2012

Frutillas Norovirus Alemania Bernard et al. 2014

Frutillas Virus de hepatitis A Estados Unidos CDC, 2016

El principal reservorio de Escherichia coli O157:H7 es el ganado vacuno (Doyle et al.

1997), por lo que es un riesgo para aquellas berries que se cultivan a nivel del suelo, a las

que la bacteria puede acceder a través de la fertilizacion con estiércol no tratado o a través

de aguas de riego contaminadas. Adicionalmente, tampoco debe descartarse que en el

futuro se produzcan enfermedades causadas por otras especies bacterianas como Listeria

monocytogenes o Bacillus cereus, que han provocado brotes a través de la ingestion de

otros tipos de vegetales frescos (Beuchat, 1998).
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Para la prevencion de los brotes alimentarios causados por el consumo de berries deben
considerarse cruciales las medidas profilacticas encaminadas a evitar la contaminacion de

las mismas.
1.6. Aspectos tecnologicos en cosecha y postcosecha de frutillas y zarzamoras
1.6.1 Recolecciony cosecha

Las frutillas y zarzamoras pertenecen al grupo de frutos no climatéricos, son aquellos cuya
maduracion no presenta variaciones sustanciales en la tasa de respiracion o en la sintesis

de etileno (White, 2002).

La maduraciéon es un proceso gradual y continuo donde se producen cambios
composicionales que dan como resultado el desarrollo del color, del sabor y aroma y

cambios en la firmeza.

Los frutos no climatéricos carecen de la capacidad de continuar su maduracion una vez
separados de la planta, por lo cual debe asegurarse que hayan alcanzado un estado

apropiado de madurez para su consumo en el momento de la cosecha.

En las frutillas, el indice de madurez es el color superficial, su recoleccion debe comenzar

cuando el fruto ha adquirido color rojo en al menos las 2/3 a 3/4 partes de su superficie.

Las zarzamoras se deben cosecharconsiderando el indice de madurez, una vez que el fruto
ha alcanzado un color morado oscuro, con suficiente firmeza que evita que el producto se

deteriore.

La recoleccion y cosecha de ambas berries se efectia manualmente, debiendo ser

manipulados con mucho cuidado para evitar los dafios mecénicos.
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El magullamiento baja significativamente su calidad y el tiempo disponible para su
comercializacion porque como ya se comentd, el ablandamiento, la decoloracion y el

derrame de jugos favorecen el crecimiento de mohos.

Es conveniente efectuar la recoleccion a la temperatura lo mas baja posible (durante la
noche o a primeras horas de la mafiana), ya que resulta mas ventajosa para mantener la

calidad de la fruta (Lopez Camelo, 2003).

Efectuada la cosecha, la fruta debe colocarse en la sombra para evitar el aumento de su
propia temperatura, ya que el control de la misma es primordial para el manejo
postcosecha;lo adecuado es un enfriamiento inicial de los productos a temperaturas

cercanas a las Optimas para el almacenamiento.

En los casos en que se cuente con personal recolector entrenado, la fruta que se cosecha
puede colocarse en el envase definitivo (empaque de campo) evitando asi un manipuleo

adicional (Lopez Camelo, 2003).
1.6.2 Manejo postcosecha

Las frutillas para consumo en fresco, si se almacenan a temperaturas comprendidas entre 0-
1°C, una humedad relativa del 90- 95% y en atmosfera de hasta 20% de didxido de
carbono,tienen una vida util promedio de 7 dias a partir de la cosecha hasta su

comercializacion (Mercado Central de Buenos Aires, 2014).

Las zarzamoras son mas perecederas. Para consumo en fresco requieren una conservacion
en las condiciones citadas anteriormente para lograr una vida util de 3 a 4 dias (Lopez

Camelo, 2003; Bruzone, 2012).

La refrigeraciéon es una tecnologia ampliamente utilizada para el almacenamiento y

transporte de los productos vegetales. Permite retrasar la pérdida de calidad de los
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alimentos perecederos ya que disminuye la actividad biologica del producto y la velocidad

de crecimiento de los microorganismos (Kader et al., 2002).

El uso de atmoésferas modificadas y controladas proporciona distintos beneficios para la
conservacion de productos frutihorticolas, incluyendo el retardo de los procesos
metabolicos como lo son la maduracién y senescencia, el retardo en la pérdida de
componentes nutricionales, el control del decaimiento y de insectos y la disminucion de

algunos desordenes fisiologicos como el desarrollo de dano por frio (Yahia, 2007).

Como se mencionara anteriormente, las berries, una vez que han sido cosechadas, son
productos altamente perecederos. Entre las diversas causas que provocan pérdidas en el
periodo postcosecha de un fruto se incluyen factores precosecha, variedad, técnicas
inadecuadas de recoleccion, manipulacion incorrecta, almacenamiento con otros productos
incompatibles, incremento en la concentracion de etileno durante el almacenamiento,

senescencia, infecciones causadas por bacterias y hongos.

En el caso de las frutillas y zarzamoras, su abundante disponibilidad de nutrientes y agua
constituyen condiciones favorables para el crecimiento de distintos tipos de
microorganismos, siendo mas sensibles a sufrir alteraciones por hongos que por bacterias
debido a su acidez.Esta caracteristica sumada a su alta tasa de respiracion origina que el
periodo de almacenamiento y la vida 1til sea muy corto. También son susceptibles al
ataque de algunas especies fungicas, incluso en frutos almacenados a temperaturas de 0 a
10 °C.

Entre las enfermedades fingicas mas importantes que se presentan en frutillas en la etapa

de postcosecha, se pueden citar:

e la “podredumbre gris”, causada por Botrytis cinerea. Este hongo es capaz de
desarrollar aun a 0°C, aunque lo hace mas lentamente; no sélo ataca el fruto sino
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también los peciolos de las hojas y las flores. Es la mayor causa de pérdidas

postcosecha.

e La “podredumbre de transporte”, cuyo agente etioldgico es Rhizopus stolonifer. Como
este hongo no desarrolla a temperaturas inferiores a 4°C, el método mas simple de

control es el buen manejo de la temperatura.

e La antracnosis, ocasionada por Colletotrichum gloeosporioides, provoca manchas

marrones, hundidas y secas en los frutos (ICMSF, 2006).
Entre las enfermedades mas frecuentes de las zarzamoras se encuentran:

e La “podredumbre gris”, que es unade las principales enfermedades de la fruta y se debe

a la especie Botrytis cinerea. También pueden infectarse las flores y hojas.

e FEl mildeo polvoso, que ataca a los frutos y hojas y es ocasionado por el

géneroOidium(ICMSF, 2006).

Las enfermedades son la principal causa de pérdidas postcosecha en las frutas finas. Es
fundamental respetar las condiciones ya nombradas para prevenir o dilatar la aparicion de
los dafios por hongos. Ademaés, durante su cosecha, se debe tener la precaucion de eliminar
las frutas dafiadas o con infecciones ya que los agentes etiologicos se propagan de las

frutas enfermas a las sanas formando verdaderos nidos de pudricion.
1.7 Tratamientos de desinfeccion de frutas

Como se ha expuesto anteriormente, en frutillas y zarzamoras se utilizan diversas
estrategias para mantener la calidad y controlar enfermedades de postcosecha: aplicacion
de practicas adecuadas durante el cultivo y la cosecha, inmediato enfriamiento luego de la
misma y almacenamiento a 0°C y en atmosfera con didéxido de carbono (Mercado Central

de Buenos Aires, 2014).
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Si bien resultan efectivas para mantener la calidad de la fruta, las pérdidas son importantes
y es de interés la utilizacion de tratamientos complementarios que permitan una mejor

conservacion del fruto desde que es cosechado hasta el momento de su consumo.

En este aspecto, en el manejo postcosecha de las frutas en general, se han propuesto
diversos tratamientos de desinfeccion con el objetivo de reducir las poblaciones de

microorganismos y controlar el deterioro durante el almacenamiento.

Estos métodos se basan en procesos fisicos, como radiacion ultravioleta y ultrasonido, y en
procesos quimicos que involucran el uso de agentes quimicos como desinfectantes

superficiales de las frutas.

Existen otras tecnologias mas recientes, a saber, luz pulsada, procesos de alta presion, agua
electrolizada, control bioldgico, bacteriocinas y aceites esenciales (Goodburn y Wallace,

2013; Ramos et al. 2013).

En particular, para el caso de las frutillas, Alexandre et al., (2012) estudiaron el efecto de
tecnologias fisicas (ultrasonido y radiacidon ultravioleta) y quimicas (ozono en solucion
acuosa, hipoclorito de sodio y peréxido de hidrogeno) evaluando el impacto de estos
tratamientos de desinfeccion sobre la carga microbiana (mesofilos totales, y levaduras y
mohos) y algunos atributos de calidad (color, firmeza, pH, antocianinas totales y contenido
de acido ascorbico). Sus resultados permitieron demostrar una retencion satisfactoria de las
caracteristicas de calidad analizadas, con eficiencia en el control de la contaminacion. Sin
embargo, el peroxido de hidrégeno produjo importantes pérdidas en los atributos de

calidad, como el color y contenido de antocianinas totales.

Los agentes antimicrobianos quimicos empleados son de distinta estructura quimica: cloro,
dioxido de cloro, acidos organicos, acido peracético, peroéxido de hidroégeno, ozono. En
general, se utilizan en soluciones acuosas, sin embargo existen algunos de tipo gaseoso.
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La desinfeccion de frutas y vegetales con agentes quimicos ha sido ampliamente evaluada
por distintos autores, (Sapers y Sites, 2003; Rodgers et al. 2004; Wu y Kim, 2007;
Vandekinderen et al. 2009; Abadias et al. 2011; Alexandre ef al. 2012; Van de Velde et al.
2012). El alcance del tratamiento puede variar segin los diversos factores que afectan la
eficacia del procesos de desinfeccion, tales como la carga microbiana inicial en la
superficie de los productos, la superficie a tratar, el tipo de desinfectante, ubicacion de
microorganismos contaminantes, concentracion y tiempo y temperatura de exposicion al

desinfectante (Beuchat ez al. 2004; Erickson, 2012).

La desinfeccion con cloro es el método mas utilizado en las industrias. Debido al riesgo de
formacion de subproductos indeseables, Abadias et al. (2011) probaron,entre distintos
antimicrobianos alternativos, el acido peracético para reducir la poblacion de Escherichia
coli O157: H7T, Salmonella spp. y Listeria spp. en manzanas inoculadas

experimentalmente.

El acido peracético logrd reducciones bacterianas significativas. Ademas, las poblaciones

bacterianas se mantuvieron en niveles bajos duranteel almacenamiento de 6 dias a 10°C.

El acido peracético (APA) o 4cido peroxiacético, es un germicida efectivo; presenta
ventajas importantes para su seleccion, ya que es soluble en agua, requiere bajas
concentraciones de uso con un costo moderado (aunque mayor que el hipoclorito de sodio),
no afecta el medio ambiente, no deja residuos toxicos, es activo en presencia de materia
organica y aguas duras, el almacenamiento de la solucion concentrada es estable durante

largo tiempo y no mancha (Baldry, 1983; Kunigk y Almeida, 2001).

Se trata de un agente oxidante fuerte que se consigue comercialmente como una mezcla
liquida concentrada equilibrada de acido acético, peroxido de hidrogeno, APA y agua

(Kitis, 2004).Se descompone dejando como residuo agua, oxigeno y acido acético.
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Debido a su naturaleza quimica, de acido débil, es mas efectivo en un rango de pH bajo
(Baldry, 1983)Puede usarse en un amplio espectro de pH (3,0 — 7,5) y el proceso de
desinfeccion puede llevarse a cabo a temperatura ambiente, siendo activo aun a

temperaturas tan bajas como 0°C (Kunigk y Almeida, 2001).

Es activo contra un amplio espectro de microorganismos (bacterias gram positivas, gram
negativas, hongos, virus y parésitos) y también actlia sobre esporos bacterianos, por lo que

puede considerarse agente esterilizante.

Se usa como desinfectante principalmente en plantas de efluentes industriales, en la
industria médica y farmacéutica y en las industrias procesadoras de alimentos y bebidas

(Kitis, 2004).

Debido a las ventajas de uso antes descritas, la FDA (Food and Drug Administration)
aprobd, a partir del 2001, el uso del acido peracético para la desinfeccion directa de frutas

y hortalizas (FDA/CFSAN, 2001).

Van de Veldeer al. (2012) trabajaron con las variedades de frutillas Camarosa y Selva
ensayando la operacion de lavado y desinfeccion por inmersion con diferentes
concentraciones de acido peracético (0 — 120 ppm), tiempos variables (10 — 120 segundos)
y temperaturas (4 — 40°C). En todos los casos, la calidad sensorial (especialmente el color)
y el contenido de compuestos bioactivos se vieron reducidos por el tratamiento (en algunos
casos hasta el 30-40 %) ya que durante la operacion por inmersion la pérdida de
pigmentos, vitaminas y otros compuestos se da por oxidacion, lixiviacion (fenémenos de

transferencia de masa al medio de lavado) o por ambas simultdneamente.

Diferentes autores han discutido los beneficios y eficacia de la inclusion de acido
peracético en el agua de lavado de diversas frutas y hortalizas frescas, enteras o cortadas
(Kim et al. 2006; Silveira et al., 2008; Artés et al., 2009; Vandekinderen et al., 2009).
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Generalmente los compuestos antimicrobianos quimicos se aplican mediante inmersion de

la fruta en la solucion.

Para la descontaminacion de las berries que se comercializan como frutas frescas enteras,
la técnica de lavado por inmersion podria ser de aplicacion limitada debido a las
caracteristicas propias de estas frutas. La piel, de textura delicada, se puede dafiar con
facilidad durante el lavado y durante el periodo de secado y preenfriamiento loque puede

facilitar la infeccion por microorganismos (FDA/CFSAN, 2001; Vardaret al., 2012).

De este modo, resultaria apropiada la aplicacion del agente quimico mediante un
tratamiento donde la manipulacion y la humectacion de la fruta sean minimas; en este
aspecto la desinfeccidon por nebulizacion (fogging) puede resultar una tecnologia

satisfactoria.

La nebulizacion (fogging) es una técnica de aplicacion donde la solucion de antimicrobiano
se dispersa en particulas muy pequefias. Oh ef al. (2005a), investigaron la eficacia del
acido peracético y del perdoxido de hidrogeno aerosolizados, sobre microorganismos
inoculados en medios de cultivos y colocados en una cdmara de almacenamiento.
Reportaron que ambos productos aerosolizados al difundir como desinfectantes gaseosos,

lograron reducciones significativas de los microorganismos ensayados.

En la misma linea de investigacion, se ensayo la eficacia del acido peracético aerosolizado
como desinfectante de hojas de lechuga inoculadas con Escherichia coli O157: H7,
Listeria monocytogenes y Salmonella Typhimurium. Con este tratamiento se logrd la
reduccion significativa de estas bacterias con respecto a las muestras utilizadas como
control, que fueron inoculadas de la misma forma pero no recibieron el tratamiento

desinfectante (Ohet al., 2005b).
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La nebulizacion aplicada sobre diversos productos como tecnologia de postcosecha,
demostrd ser efectiva, por ejemplo, la aplicacion de didxido de cloro ha controlado de

manera significativa las enfermedades de higo (Karabulut ef al. 2009).

Los tratamientos con un sistema de nebulizacion que se aplican en la etapa de postcosecha
ofrecen una alternativa interesante para extender la vida util de los mismos. Delele et al.
(2012) desarrollaron y validaron un modelo de dindmica de fluidos computacional (CFD)
para investigar la eficacia del sistema de nebulizacion con fungicidas en el almacenamiento
de frutas. Este modelo contempld la circulacion del aire y el flujo de particulas fungicidas

para predecir el comportamiento de deposicion de las mismas sobre los productos.

De la misma manera, la aplicacion de diversos desinfectantes por nebulizacion sobre
frutillas logré una reduccion del nimero total de microorganismos en su superficie y en el

aire de la cdmara de almacenamiento (Vardar et al. 2012).
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2. OBJETIVOS

Objetivo general

Desarrollar aspectos basicos y aplicados de la tecnologia de desinfeccion por

nebulizacién con soluciones de acido peracético aplicable como tratamiento postcosecha

para mejorar la calidad microbiolédgica, preservando la calidad sensorial en frutillas y

zarzamoras frescas enteras.

Objetivos especificos

Evaluar y modelar los cambios sobre la carga microbiana y el color de frutillas y
zarzamoras debido a la desinfeccion por nebulizacion con acido peracético.

Evaluar y modelar la eficacia de la desinfecciéon por nebulizacion con éacido
peracético sobre Escherichia coli en frutillas y zarzamoras inoculadas
experimentalmente.

Estudiar la efectividad del tratamiento de desinfecciéon en el almacenamiento
postcosecha bajo refrigeracion y modelar,en esa situacion, los cambios de las
poblaciones de microorganismos contaminantes (nativos e inoculados) yla calidad

sensorial.

Optimizar la operacion de desinfeccion preservando la inocuidad y la calidad

sensorial de frutillas y zarzamoras.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materia prima

En la presente tesis se trabajo con dos especies de frutas finas:

Frutillas (Fragaria x ananassa Duch.) variedad Camarosa oriundas de una
plantacion en Arroyo Leyes, Santa Fe, Argentina. Las frutillas fueron cosechadas
por trabajadores calificados, con 3/4 partes de su superficie de color rojo. Se
transportaron directamente desde el campo al laboratorio y se almacenaron en
camara frigorifica a 2°C y 95% HR. Para su uso en los experimentos, se
seleccionaron las frutillas por uniformidad de tamafo, color (90% de color rojo) y

ausencia de defectos.

Zarzamoras (Rubus fruticosus) oriundas de la ciudad de Coronda, Santa Fe,
Argentina. Las zarzamoras fueron cosechadas por la propietaria de la plantacion de
Coronda, la productora Angelina Garcia, con un color morado oscuro uniforme. En
el laboratorio, se almacenaron en cdmara frigorifica a 2°C y 95% HR hasta el
momento de su uso.Las frutas fueron elegidas por uniformidad de tamafio, ausencia

de defectos y adecuada firmeza antes de su uso en los experimentos.

3.2 Ensayos de Desinfeccion

3.2.1 Acido peracético

Se utiliz6 un desinfectante comercial a base de 4cido peracético (APA) llamado Oxilac

Plus (Indaquim SA Santa Fe, Argentina) para la operacion de desinfeccion por

nebulizacion. Oxilac Plus es una mezcla estabilizada de 5% APA, peréxido de hidrégeno

20% y agua. La densidad de la APA es 1,107 g/mL. La concentracion de APA se verifico

mediante valoracion yodométrica seguin APHA-AWWA-WEF (1989).
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3.2.2 Sistema y procedimiento de nebulizacion

Los tratamientos se realizaron en un sistema de nebulizaciéon o foggingespecialmente

disefiado para los experimentos.

Este sistema consiste en una unidad generadora de aerosol conectada a una camara

hermética plastica de 16 L de capacidad (Figura 3.1).

La unidad generadora de aerosol es de tipo ultrasonico (Respirex, ACCME, SRL, Cordoba,
Argentina) y presenta un depdsito de 30 ml de capacidad que contiene el liquido a
nebulizar (4cido peracético). Este equipo produce una niebla cuyas gotas poseen entre 0,5-
8 um de diametro. Lasgotasproducidas se transportan por el flujo de aire hacia el interior

de la camara.

Figura 3.1. Sistema de nebulizacion empleado en los tratamientos de desinfeccion: (4)

Unidad generadora de aerosol (B) Camara de nebulizacion

‘ (B) Camara de
(A) Unidad nebulizacion
generadora de

aerosol

Las frutas a nebulizar (frutillas o zarzamoras, segin corresponda) se colocaron en
recipientes redondos de pléstico rigidos de 270 cm’ de capacidad. Las caracteristicas de
los mismos, fueron: PET 0,42 mm de espesor, con una superficie de 0,036m2, las tasas de
transmision de 29 a 59 [cm® / m®.dia.atm] de O, (a 23 ° C y 0% de humedad relativa) y 12

a 18 [g/ m®.dia] para el vapor de agua (a 38 ° C y 90% HR).
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Para realizar los tratamientos de nebulizacion, los recipientes conteniendo las frutas se
ubicaron dentro de la cdmara con las tapas abiertas. Se nebulizaron a diversas
concentraciones de APA y tiempos de contacto, previamente definidos de acuerdo a la
experiencia a realizar. Transcurrido el tiempo de tratamiento se cerraron los recipientes y

se conservaron para realizar las diferentes determinaciones.
3.3 Determinaciones realizadas
3.3.1 Analisis microbiologicos de las frutas
3.3.1.1 Microorganismos aerobios mesofilos

Para la determinacion de microorganismos aerobios mesofilos (AMT) se tomaron
asépticamente muestras de frutas de 10 g y se homogeneizaron durante 2 minutos en un
homogeneizador de muestras solidas (Stomacher, Seward Ltd.) con 90 mL de agua de
peptona 0,1%. A partir de esta suspension, se realizaron diluciones decimales con agua de

peptona 0,1%.

De cada dilucion se sembraron 1 mL en profundidad, por duplicado, usando como medio
de cultivo Agar para Recuento en Placa (APC, Britania, Argentina). Las placas se
incubaron a 30°C durante 48 h. El resultado se expresé como UFC/gfrutilla o zarzamora

segun corresponda (ISO, 2013; ReNaLOA, 2014).
3.3.1.2 Mohos y levaduras

Para la determinacion de mohos y levaduras (ML) se tomaron asépticamente muestras de
frutas de 10 g y se homogeneizaron durante 2 minutos en stomacher con 90 mL de agua de

peptona 0,1%. Se realizaron diluciones decimales con agua de peptona 0,1%.

El recuento se llevoé a cabo, por duplicado, usando el medio de cultivo Agar H y L

(Britania, Argentina). Se sembraron 1 mL de cada dilucion, en profundidad. Las placas se
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incubaron a 28°C durante 5 dias. El resultado se expres6 como UFC/g frutilla o zarzamora

segun corresponda (APHA, 2001; ReNaLOA, 2014).
3.3.1.3 Bacterias coliformes totales

Para la determinacion de bacterias coliformes totales se tomaron asépticamente muestras
de frutas de 10 g y se homogeneizaron durante 2 minutos en stomacher con 90 mL de agua
de peptona 0,1%. Se realizaron diluciones decimales con agua de peptona 0,1% a partir de
las cuales se realizd el recuento en Agar Violeta Rojo Bilis Lactosa (VRBL, Britania,
Argentina), sembrando 1 mL en profundidad por duplicado. Las placas se incubaron a 37°
durante 24 h. El resultado se expresé como UFC/gfrutilla o zarzamora segin corresponda

(APHA, 2001).
3.3.2 Anadlisis microbioldgico de Escherichia coli inoculada experimentalmente

Para la determinacion de E.colise tomo asépticamente cada fruta inoculada entera, frutilla o
zarzamora, y se homogeneizé durante 2 minutos en stomacher, utilizando agua de peptona

0,1% en la cantidad adecuada para obtener la dilucion 107"

A partir de las diluciones decimales seriadas en agua de peptona 0,1% se realizo el
recuento en Agar Violeta Rojo Bilis Lactosa (VRBL, Britania, Argentina). Se sembraron 1
mL de cada dilucion, en profundidad, por duplicado. Las placas se incubaron a 37° durante

24 h. El resultado se expresé como UFC.g™ frutilla o zarzamora segun corresponda.
3.3.3 Parametros instrumentales de color

Se homogeneizaron 50 g frutillas por muestra y alicuotas de las mismas se colocaron en
celdas blancas de plastico de profundidad de 1 cm para las mediciones de color. El color se
determiné utilizando un espectrofotometro Minolta 508d (Minolta Co., LTD, Japdn.) bajo

las siguientes condiciones: iluminante D65, angulo de observacion de 10°, SCE
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(componente especular excluido), mediante la evaluacién de los parametros del sistema

CIE: L* a* b* C*,, y hap. Se realizaron cinco mediciones en cada muestra.

El pardmetro L* mide el grado de luminosidad (L*= 100: blanco; L*= 0: negro), el a*, el
grado de componente rojo o verde (a®™ 0: rojo; a*< 0: verde) y el b* el grado de
componente amarillo o azul (b*> 0: amarillo b*< 0: azul). Por otro lado, el espacio
L*Cup*hap, usa el mismo diagrama que el espacio L*a*h*, pero en coordenadas cilindricas.
La luminosidad es la misma en ambos sistemas, y por su parte Cas™* (croma) y has(angulo
de tono) son definidos a partir de a* y b* donde Car* = (a**+ b*z)o’sy hav= arctg (b*/a®)

(0°: rojo; 90°: amarillo; 180°: verde; 270°: azul).
3.4 Experiencias preliminares
3.4.1 Estudio de la materia prima frutilla y zarzamora

Se realizaron determinaciones microbioldgicas a 12 muestras de materia prima frutilla y 5
muestras de zarzamora para estudiar la carga microbiana naturalmente presente en la fruta.
Se determino:

e Recuento de microorganismos aerobios mesofilos totales

e Recuento de mohos y levaduras

e Recuento de bacterias coliformes.
Es importante realizar un estudio microbioldgico preliminar de la fruta teniendo en cuenta
que la microbiota inicial presente estd influenciada, entre otros factores, por las
condiciones climaticas y se requiere contar con una materia prima de caracteristicas
uniformes en los distintos ensayos realizados.
Estos estudios preliminares incluyeron también los analisis microbioldgicos luego de 7
dias de conservacion a 2°C a fin de conocer la microbiota inicialmente presente que puede

desarrollar bajo las condiciones de almacenamiento utilizadas durante los ensayos.
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En particular para el recuento de mohos y levaduras, se valid6 la equivalencia de
resultados comparando el método de siembra, de las diluciones de la muestra, en

profundidad con el de inoculacién en superficie (APHA, 2001).

Esta validacion resulta necesaria en los casos en que el recuento estimado de mohos y
levaduras es menor a 100 UFC/g, donde no puede emplearse la inoculacion en superficie

de 0,1 mL de cada dilucién de la muestra.

El recuento se realizd paralelamente utilizando los 2 métodos de siembra: en superficie,
donde se inocularon 1 mL de cada dilucion sobre el medio de cultivo dividiendo este
volumen en 4 placas (tres con 0,3mL y una con 0,1 mL) y en profundidad, donde se coloco

1 mL de cada dilucion y luego el vertido del medio de cultivo.

Los resultados fueron equivalentes con ambas técnicas. Por razones operativas, se
selecciono la técnica en profundidad para realizar los recuentos durante el desarrollo de la

tesis.
3.4.2 Determinacion del dominio experimental

En una primera etapa se realizaron, sobre frutillas, ensayos preliminares para determinar
los limites de las variables operativas. Se trabajé con distintos condiciones de
concentracion de APA y tiempos de tratamiento, considerando estudios realizados por Oh
et al. (2005a y 2005b) y experiencias previas del grupo de investigacion dentro del cual se

enmarca la presente tesis.

En estos ensayos se considerd la reduccion microbiologica obtenida sobre la microbiota
naturalmente presente en las frutillas evaluando, ademas, los dafios en la calidad visual
considerando que la calidad sensorial (color) es una caracteristica queimpacta fuertemente
en la aceptaciondel producto por el consumidor. Estos dafios se evaluaron estableciendo

tres categorias (ninguno-moderado-severo).
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Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 3.1:

Tabla 3.1. Reduccion microbiologica de frutillas nebulizadas con APA en ensayos

preliminares de desinfeccion

APA Tiempo Reduccion de microorganismos Reduccion de Daiio de calidad
(ul/L) (min) aerobios mesdfilos totales mohos y levaduras visual
(—log N/Ny) (—log N/Ny)
50 15 0,60 0,90 ninguno
100 15 1,20 0,60 ninguno
100 60 1,51 1,55 moderado
50 60 0,50 0,50 ninguno
300 15 2,54 3,65 severo

APA: 4cido peracético; N: numero de microorganismos luego del tratamiento; Ny: niumero inicial

de microorganismos.

En funcion de los resultados logrados en los ensayos anteriores, se establecié como limites
superiores una concentracion de APA del00 pL/L y 60 minutos de tiempo de aplicacion,
ya que se observo una aceptable reduccion microbioldgica sin dafios severos en la calidad

visual. Se amplio el limite inferior de concentracion de APA a 20 pL/L.

Posteriormente, se realizaron ensayos de desinfeccion utilizando las concentraciones de
APA de 50 y 100 pL/L y 15 min de exposicion al agente activo. Estos ensayos se
realizaron con el objetivo de lograr buena reproducibilidad en los resultados. En la Tabla

3.2 se muestran los resultados obtenidos en esta etapa.

Finalmente, y considerando la complejidad operativa para realizar el desarrollo
experimental completo, se determiné como limites para las variables operativas:

concentracion de acido peracético (APA): 20 - 100 pL/L y tiempo (t): 15 - 60 min.
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Tabla 3.2. Reduccion microbiologica de frutillas nebulizadas con APA en ensayos

preliminares de desinfeccion

APA Tiempo Reduccion de microorganismos Reduccion de mohos y
(uL/L) (min) aerobios mesofilos totales levaduras
(- log N/Ny) (- log N/Ny)
50 15 0,85 1,15
100 15 1,82 1,85

APA: acido peracético; N: nimero de microorganismos luego del tratamiento; Ny: nimero inicial

de microorganismos. Las reducciones corresponden al promedio de 5 ensayos.

3.4.3 Puesta a punto de la metodologia de inoculacion

Microorganismo

Se utilizé la cepa Escherichia coli compatible con E.coli ATCC 25922 cedida por el

cepario de la Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas de la UNL.

Preparacion de la suspension a inocular

Se utiliz6 la metodologia propuesta por Abadias ef al. (2011) y FDA/CFSAN (2001).

Se realizé un cultivo en 50 mL de Caldo Soya Tripticasa (CST) que se incubd a 37°C
durante 18 h. Para la preparacion del indculo, se transfirid un volumen de este cultivo a
CST hasta ajustar la turbidez con el estandar 0,5 de la escala de Mc. Farland, por
comparacion visual. Esta suspension contiene aproximadamente 1,0-2,0.10° UFC/mL para

E.coli ATCC 25922 y se utiliz6 para la inoculacion de las frutas.

Se comprob6 la concentracion del indculo mediante un recuento microbioldgico en placa
donde la suspension de E.coli obtenidapresentd una concentracion de células entre 6,3.10”
a 7,5.10" UFC/mL. Este recuento se realizo paralelamente en dos medios de cultivo: Agar
Soya Tripticasa (AST) y Agar Violeta Rojo Bilis Lactosa (VRBL) para corroborar la

eficacia del uso de un medio selectivo y diferencial como es el VRBL en la recuperacion
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de las bacterias para su posterior uso en los ensayos, con respecto a AST, medio basal y sin
inhibidores. En ambos medios de cultivo se obtuvieron los mismos valores de recuento

microbianos.

Método de inoculacidén

El objetivo de la inoculacion es obtener una carga microbiana importante en los productos
a ser tratados posteriormente, para poder valorar el efecto de los tratamientos de

desinfeccion a los que serdn sometidos. (FDA/CFSAN, 2001).

Para la inoculacion se colocd 100pL de la suspension de E.coli sobre la superficie de las

frutas enteras. Se dejaron secar durante 1 h en condiciones de esterilidad.

Para evaluar el nivel de inoculacion inicial alcanzado se procesaron las frutillas segin la
técnica descripta en 3.3.2. Se obtuvo una recuperaciéon de las bacterias en el orden de 10°
UFC/g. Este procedimiento se realizo en todos los ensayos de desinfeccion y se utilizo

como control para evaluar en nivel de inoculacion inicial alcanzado.

En las zarzamoras, utilizando esta metodologia de inoculacidon, el nimero de bacterias
. 2 . . . .
recuperadas fue, en promedio 10 UFC/g, considerablemente inferior al necesario para

realizar los ensayos de desinfeccion.

Por este motivo se realizo una modificacion de la técnica, que consistidé en una inoculacion
en dos etapas colocando 50 puL por vez y dejando secar entre cada deposicion de la
suspension de bacterias. De esta manera se obtuvo una recuperacion de las bacterias en el

orden de 10° UFC/g.

Ensayos preliminares de desinfeccion

Se realizo la puesta a punto del procedimiento de desinfeccion sobre las frutillas

inoculadas utilizando las concentraciones de APA de 50 y 100 pL/L y 15 min de
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exposicion al agente activo de acuerdo a los resultados previos como de menciond en el

punto 3.4.2. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 3.3.

Los resultados obtenidos permitieron comprobar que se produjo la inactivacion del
microorganismo inoculado experimentalmente en la superficie de las frutillas. Luego de la
accion del APA aplicado por fogging permanecen bacterias remantes para ser
cuantificadas. Se obtuvo buena reproducibilidad en los resultados obtenidos.

Tabla 3.3. Reduccion microbiologica de E.coli en frutillas nebulizadas con APA en

ensayos preliminares de desinfeccion

APA Tiempo N¢inicial E.coli N° final E.coli Reduccion
(uL/L) (min) (log UFC/g) (log UFC/g) obtenida (log)
50 15 5,38 1,90 2,68
100 15 5,38 2,51 2,88
50 15 5,11 2,26 2,86
100 15 5,11 2,70 3,21

APA: 4cido peracético; UFC: unidades formadoras de colonias.

3.5- Ensayos de desinfeccion por nebulizacion con dcido peracético de frutillas y

zarzamoras frescas enteras.
3.5.1 Diseiio experimental

Para estudiar la operacion de nebulizacion se utilizd la metodologia de superficie de
respuesta aplicando un disefio experimental central compuesto (2 factores en 5 niveles) de

11 corridas experimentales. Los 5 niveles se muestran en la Tabla 3.4.

Se asumid que hay una funcién matematica para cada respuesta de acuerdo a dos variables

independientes relacionadas con el procesamiento:

Y=1(C19
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Donde C es la concentracion de APA (uL APA 5% por L de aire de la camara) y t es el

tiempo del tratamiento (min).

Tabla 3.4. Variables independientes y niveles del diseiio experimental central compuesto

Variables

Independientes Simbolos Niveles
3,4
Concentracién de acido 20,0
peracético C 60,0
(uL/L) 100,0
116,6
5,7
15,0
Tiempo (min) t 37.5
60,0
69,3

Para las frutillas y zarzamoras las respuestas (Y) evaluadas fueron:
e Reduccion de microorganismos aerobios mesoéfilos totales (RAMT)
e Reduccion de mohos y levaduras (RML)
e Reduccion Escherichia coli inoculada experimentalmente (REC)

e Cambios en los parametros de color (3Q;)

La RAMT,; se expreso6 como -log10 Ni/ N¢idonde,

N;i es el recuento de microorganismos aerobios mesofilos totales de las frutas tratadas en el
dia 1; N¢;j es el recuento de microorganismos aerobios mesofilos totales de las frutas control

en el diai;ies el dia de analisis, 0 6 7.
La RML; se expres6 como -log10 Ni/ N¢idonde,

N;i es el recuento de mohos y levadurasde las frutas tratadas en el dia i; Ncjes el recuento de

mohos y levadurasde las frutas control en el dia i; 1 es el dia de andlisis, 0 6 7.

La REC; se expres6 como -logl0 Ni/ N¢;donde,
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N; es el recuento de E.colide las frutas tratadas en el dia i; N¢; es el recuento de E.coli de

las frutas control en el dia i; i es el dia de analisis, 0 6 7.

El cambio de parametro de color (0L;*, oa;*, 0b; *, OC*,, Ohapi) se expresd como un
porcentaje de la diferencia entre el valor del pardmetro de fruta nebulizada (L;*, a;*, b;*,
C* i ¥ hapi) y el valor del pardmetro de fruta control (L¢i *, aci *, bei®, C *abei habei),

dividido por éste tltimo en el diai (0 o 7).
30, * (%)= (0, *~0,*)/ Q. *x100
La ecuacién polindmica de segundo orden del modelo ajustado para cada respuesta es:

Y:ﬂo +ﬂc Xc+ﬂz ><l‘"_ﬂCCXCQ +ﬁtt xt’ +ﬂtC xtxC
Donde Bo, Bc, Bi, Bce, P Y Pic son los coeficientes de regresion, C es la concentracion de

APA (uL/L) y ¢ es el tiempo (min).
3.5.2 Tratamiento de desinfeccion

Las frutas a nebulizar, 100 a 120 g de frutillas o zarzamoras, segun corresponda,
sedispusieron en seis contenedores plasticos. Estos se colocaron en la cdmara del sistema

de fogging (ver punto 3.2.2.)

Se nebulizé con diferentes concentraciones de APA durante determinados periodos de
tiempo, de acuerdo al disefio experimental, mediante el procedimiento que se describe a

continuacion.

Se colocd en el deposito de la unidad generadora de aerosol, la cantidad de solucion de
APA necesaria para lograr la concentracion deseada. Esta unidad se mantiene encendida
durante el tiempo necesario para nebulizar todo el APA contenido en el deposito, proceso
que tiene un tiempo de duracién entre 5 a 10 minutos. Luego la unidad se apaga, y las

muestras permanecen dentro de la camara en contacto con la niebla hasta que se llega al
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tiempo de contacto prefijado. Los ensayos se realizaron a temperatura
ambiente. Transcurrido el tiempo de tratamiento, las frutas de tres de loscontenedores se
analizaron inmediatamente (muestras dia 0) y los restantes se almacenaron a 2° C durante 7

dias (muestras dia 7).

En la Figura 3.2 se resumenlas etapas de procesamiento y los analisis realizados en las
frutas.

Figura 3.2. Etapas de procesamiento y andlisis realizados en las frutas.

Materia prima :> frutilla o zarzamora
Seleccion

APA

Desinfeccién Distintas condlglories de (nL/L)
acuerdo al disefio

| experimental .
! ! (min)
Dia 0 Almacenamiento
7 dias 2°C

Analisis Color T
microbiologico 1a

Analisis Color
microbiologico

APA: acido peracético, t: tiempo.
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3.5.3 Analisis microbiologicos
3.5.3.1 Microorganismos aerobios mesofilos y mohos y levaduras

Se realizod el recuento de AMT y de ML (segin la metodologia descrita en el punto 3.3.1)
en la materia prima previo a cada tratamiento, en las muestras luego de cada tratamiento

(muestras dia 0) y luego del almacenamiento durante 7 dias a 2°C (muestras dia 7).
3.5.3.2 E.coli inoculada experimentalmente

Se realizo el recuento de E.coli(segin la metodologia descrita en el punto 3.3.2) en la fruta
sin inocular, en la fruta inoculada previo al tratamiento (control de inoculacion), luego de
cada tratamiento (muestras dia 0)y luego del almacenamiento durante 7 dias a 2°C

(muestras dia 7).

En la materia prima frutilla y zarzamora, se realizé el recuento de bacterias coliformes
totales. En todos los casos el recuento fue <10 UFC/g, lo que comprueba la ausencia de

E.coli en las frutas sin inocular.
3.5.4 Determinacion de los parametros de color

Se realizé la medicion de los parametros instrumentales de color (segiin la metodologia
descrita en el punto 3.3.3) en la materia prima previo a cada tratamiento, en las muestras
luego de cada tratamiento (muestras dia 0) y luego del almacenamiento durante 7 dias a

2°C (muestras dia 7).
3.6 Analisis estadistico

Se utilizdé la metodologia de superficie de respuesta (MSR) para modelar los datos

experimentales en ecuaciones polindmicas de segundo orden.

Se realizaron las pruebas de diagnostico basadas los residuos para la aplicacion del

ANOVA: normalidad, homogeneidad, independencia y observados vs. predichos.
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Para analizar el efecto de cada una de las variables independientes (concentracion de APA
y tiempo de tratamiento) sobre cada una de las respuestas Y se realiza un analisis de
variancia ANOVA. La significancia de cada término de los modelos se refirio al error

puro.

Para evaluar la bondad de ajuste del modelo a cada respuesta, se calcularon la falta de

ajuste, el coeficiente de determinacion (R?) y la desviacion media absoluta (DMA).

El modelo se expres6 como un modelo reducido con los coeficientes estimados,

eliminando los términos no significativos por el método de regresion lineal “stepwise”.

Se utilizo STATGRAPHICS Centurion XV (StatPoint Technologies, Inc., Warrenton,

Virginia, EE.UU.)
3.7 Optimizacion del tratamiento de desinfeccion

Se realizd la optimizacion delos tratamientos de desinfeccion de frutillas y zarzamoras

aplicando la metodologia de optimizacion por respuestas multiples de Derringer.

Se usaron los modelos polinomiales de 2°orden de las respuestas expresadas como
reduccion de microorganismos aerobios mesofilos totales (RAMT), reduccion de mohos y
levaduras (RML) y porcentajes de los cambios de color con respecto a la materia prima sin

tratar(%0L* y %da*para las frutillas y %0b* para zarzamoras).

Como escenario de optimizacion se propuso lograr maxima reduccién microbiologica de la
carga inicial (AMT y ML), manteniendo sin cambios el color de la fruta (6L*=0%,
da*=0% para frutillas y 6b*=0% para zarzamoras.

La Funcion de deseabilidad de Derringer se utiliza para la optimizacién de respuestas

multiples, de acuerdo con Derringer y Suich (1980). EI método implica la transformacion

de cada respuesta predicha, Y, a una funcion de conveniencia parcial adimensional, di. Los
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valores di por cada respuesta se obtienen mediante la especificacion de los objetivos, es
decir, minimizar, maximizar o dirigir la respuesta, y los limites necesarios para cada uno.
Las funciones de deseabilidad parciales se combinan en una sola respuesta compuesta, la

funcion de deseabilidad global de D, definido como la media geométrica de los diferentes

/n
valores de di: D = [dlp 'xdPx.xd’ "]l ,donde p1, p2 y pn son la importancia relativa de

las respuestas. Un valor de D diferente de cero implica que todas las respuestas estan en un
intervalo deseable de forma simultanea y, por consiguiente, para un valor de D cercano a 1,

la combinacion de los criterios es globalmente 6ptima.

Con este procedimiento se podrd conocer las condiciones operativas del tratamiento de

nebulizacion que satisface los criterios propuestos.

3.8 Validacion delos modelos propuestos de desinfeccion en las condiciones establecidas

a partir de la optimizacion de las respuestas.

Para realizar la validacién del modelo de desinfeccion de frutilla se utilizd la variedad
Camino Real. Esto fue debido a que en nuestra region, en el momento de realizar este
ensayo, esta variedad reemplazd gran parte de la variedad Camarosa lo que dificulto la
adquisicion de materia prima de la misma variedad utilizada en los tratamientos de

desinfeccion realizados en esta tesis.

Una vez obtenidas las condiciones que optimizaban las respuestas segun los objetivos

planteados, se realizd un nuevo ensayo de desinfeccion.

La muestra se procesd segun se indica en los puntos 3.2.2 y 3.5.2. Los ensayos se

realizaron por triplicado.
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Las respuestas (Y) evaluadas fueron Reduccion de microorganismos aerobios mesoéfilos
totales (RAMT), Reduccion de mohos y levaduras (RML) y Cambios en los pardmetros de

color (3Q)).

Las condiciones experimentales para la validacion del modelo fueron las determinadas en

el punto 3.7(Concentracion de APA y tiempo de tratamiento).

Posteriormente, para validar los modelos, se compararon estadisticamente con un fest tlos
resultados experimentales y los predichos por los modelos para evaluar la existencia de

diferencias significativas.

Para las zarzamoras, no pudieron llevarse a cabo los ensayos de validacion
correspondientes debido a la estacionalidad que presenta esta fruta. En nuestra region la
cosecha es muy brevey se dispone de materia prima fresca durante un breve periodo, lo que

excede al tiempo de realizacion del presente trabajo de tesis.

42



RESULTADOS Y DISCUSION

4 RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Carga microbiana inicial de frutillas frescas

La poblacion microbiana presente sobre las frutas es variable. La microbiota inicial proviene
del campo: tierra, insectos, aire y/o agua de riego. La cosecha, el transporte y el
procesamiento influyen en el tipo y cantidad de microorganismos presentes en la superficie
de las frutas (Burnet y Beuchat, 2001). En el caso de la frutilla, que se cultiva cerca del suelo
sobre un plastico o mulching, la contaminaciéon proviene fundamentalmente de los

microorganismos de la tierra.

En general, las bacterias en las frutas solo se encuentran en escasas cantidades.
Especificamente, en el caso de las frutillas que tienen un pH acido (3,0 a 3,6) presentan
mejores condiciones para el desarrollo de hongos que para bacterias (ICMSF, 2006). Dentro
de éstos, se encuentran las levaduras (hongos de formas muy simples, unicelulares) y los
mohos (hongos de formas filamentosas, multinucleados).

Los estudios microbiologicos realizados en las diversas muestras de frutillas frescas
provenientes de una plantacion de Arroyo Leyes, permitieron obtener datos sobre la

microbiota naturalmente presente en las frutillas con las que se trabajo en la presente tesis la

cual se muestra en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1. Carga microbiana inicial de frutillas frescas*

Grupo microbiano UFC/g Log UFC/g

Microorganismos aerobios mesofilos LIx10°-57x10° 4,04 476
totales

Hongos (mohos y levaduras) 4,6x10°-53x10* 3,66 — 4,72

*variedad Camarosa, provenientes de una plantacion de Arroyo Leyes. UFC: unidades formadoras

de colonias

Los recuentos de microorganismos aerobios mesofilos totales resultaron algo inferiores a los
informados en otros estudios; Vardar et al. (2012) y Alexandre et al. (2012) reportaron

valores en el rango de 10°— 10° UFC/g.
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Con respecto a la microbiota fingica, los recuentos obtenidos coinciden con los datos

aportados por otros autores (Alexandre et al. 2012; Vardar et al. 2012).

La microbiota fungica de los frutos puede estar compuesta predominantemente por mohos,
por levaduras o ambos. En particular, la poblacion de mohos se encuentra mas influenciada
por las condiciones climaticas, la proximidad al suelo y el tiempo transcurrido desde la
cosecha. Los valores de recuento varian entre 10°— 10° UFC/g aunque a veces puede

alcanzar las 10° UFC/g (Jay, 2009).

En las frutillas analizadas, esta poblacion estd compuesta por ambos tipos de hongos. Esta
distincion se basd en la observacion de las caracteristicas macroscopicas de las colonias
desarrolladas sobre medios de cultivo sdlidos: las colonias de mohos son distinguibles por su
aspecto aterciopelado, algodonoso o pulverulento mientras que, en general, las de levaduras

son humedas, cremosas y no tienen hifas aéreas debido a su crecimiento unicelular.

Las levaduras son colonizadoras normales de las frutillas hallindose en cantidades de
incluso 10° UFC/g (Jay, 2009). Cabe mencionar que las colonias de levaduras encontradas
en las muestras fueron tanto blanquecinas como con pigmentos carotenoides. Los exudados
de la fruta proveen nutrientes para el desarrollo de levaduras, especialmente levaduras

pigmentadas como las especies de Rhodotorula (ICMSF, 2006).

4.2 Efecto de la nebulizacion de dcido peracético sobre la reduccion de la carga

microbiana de frutillas

4.2.1 Efecto de la nebulizacion de acido peracético sobre la reduccion de la carga

microbiana de frutillas en el dia de aplicacion (Dia ().

El lote de frutillas usadas en las 11 corridas experimentales tuvieron una carga microbiana
inicial de 4,5 log UFC/g para microorganismos aerobios mesofilos totales y 3,4 log UFC/g

para mohos y levaduras (muestras control).
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Los resultados experimentales de la reduccion de microorganismos aerobios mesofilos
totales y de mohos y levaduras para las muestras en el dia 0, en las condiciones del disefio de

nebulizacidn se muestran en la Tabla 4.2.

Las pruebas de diagnostico basadas en los residuos demuestran que se cumple
adecuadamente con las suposiciones de normalidad, homogeneidad de la variancia e
independencia de los datos experimentales. Las pruebas de diagndstico se presentan en la

Figura 7.1del Anexo para RAMT,; y RML.

Tabla 4.2. Resultados experimentales de la reduccion de microorganismos aerobios

mesofilos totales (RAMTy) y de mohos y levaduras (RML) de frutillas nebulizadas con APA

enel dia 0

APA Tiempo RAMT, RML,
WLL) - (min) (~ log Ny /Neo) (~ log Ny /Neg)
100 15 1,11 111

20 15 0,96 1,17

20 60 1,84 1,53

60 5,7 0,80 0,70

60 37,5 1,01 1,58

60 37,5 1,32 1,66

3,4 37,5 0,68 0,32

60 37,5 0,96 1,27

60 09,3 1,24 0,82
100 60 2,72 3,13
116,6 37,5 3,06 1,32

APA: acido peracético, RAMT, = reduccion de microorganismos aerobios

mesofilos totales en el dia 0; RML, = reduccion de mohos y levaduras en el dia 0;
No: nimero de microorganismos (UFC/g) luego del tratamiento en el dia 0; Ngo:

nimero de microorganismos (UFC/g) de las muestras control en el dia 0.
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En la Tabla 4.3 se muestra el analisis ANOVA correspondiente al modelo predictivo de

RAMT, y RML, para las muestras en el dia 0.

Tabla 4.3. Andlisis ANOVA de la reduccion de microorganismos aerobios mesofilos totales

(RAMT)) y de mohos y levaduras (RMLy) de frutillas nebulizadas con APA en el dia 0

Fuente Gl RAMT, RML,
Suma de  Valor-P Suma de Valor-P
Cuadrados Cuadrados
A:Concentracion APA (uL/L) 1 2,4 0,0154 1,1 0,0368
B:Tiempo (min) 1 1,2 0,0300 0,8 0,0485
AA 1 1,1 0,0331 0,06 0,3480
AB 1 0,1 0,2022 0,7 0,0564
BB 1 0,001 0,8736 0,1 0,2587
Falta de ajuste 3 1,2 0,0875 2.3 0,0508
Error puro 2 0,08 0,08
R? 0,79 0,52
DMA (%) 14,4 13,4

Términos significativos p< 0,05
Gl: grados de libertad; APA: acido peracético; DMA: desviacion media absoluta; RAMT, =
reduccion de microorganismos aerobios mesofilos totales en el dia 0; RML, = reduccion de

mohos y levaduras en el dia 0.

Para evaluar la bondad de ajuste del modelo, se calcul6 el coeficiente de determinacion (R?)
y se determiné el error estandar de las medias (DMA).Los valores de R? deberian estar cerca
de 1 y los valores de DMA entre los valores predichos y observados deben ser lo mas
pequetios posibles (Bas y Boyaci, 2007).

En este caso, el valor-P para la falta de ajuste es mayor que 0,05 en ambos modelos. El
coeficiente de determinacion R” fue adecuado para RAMT, ya que explica el 79% de la

variabilidad de los datos. La DMA fue aceptable. Para RML,, el R? s6lo explica el 52% de la

variabilidad de los datos, pero el valor de DMA es bajo. Basado entonces en ambos
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parametros de ajuste de los modelos, se propone aceptar los mismos para representar los

datos experimentales.

Los efectos estimados de las variables independientes sobre la respuesta RAMTyen orden
decreciente de importancia se presentan en la Figura 4.1mediante elDiagrama de Pareto y el
grafico de efectos principales. La concentracion de acido peracético y el tiempo de
tratamiento aplicado afectan significativamente la reduccion de microorganismos aerobios
mesofilos totales. Como era de esperar, a medida que aumenta tanto la concentracion de
APA como el tiempo de nebulizacion se produce un aumento de la reduccion de
microorganismos aerobios mesofilos en el dia de procesamiento.

Figura 4.1. Diagrama de Pareto (a) y grafico de efectos principales (b) para la reduccion

de microorganismos aerobios mesofilos totales (RAMT,) de frutillas nebulizadas con APA
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En la Figura 4.2se presentan el Diagrama de Pareto de las variables independientes y el

grafico de efectos principales sobre la respuesta RML,.

La concentracion de &cido peracético y el tiempo de tratamiento aplicado afectan

significativamente la reduccién de mohos y levaduras.

Como puede apreciarse, la variable independiente Concentracion (C), presentd un efecto de
mayor magnitud e importancia que el tiempo tanto para RAMT, como para RML, (Fig. 4.1

y 4.2).
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Figura 4.2. Diagrama de Pareto (a) y grafico de efectos principales (b) para la reduccion
de mohos y levaduras (RML) de frutillas nebulizadas con APA en el dia 0
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Los modelos reducidos, eliminando los términos no significativos, se presentan en las

Ecuaciones 4.1 y 4.2 para RAMT, y RML,, respectivamente.
RAMT= 0,618 - 0,019 C + 0,017 t + 0,0003 C* (4.1)
RMLy= 0,24 + 0,009 C + 0,014 t (4.2)

Donde C es la concentracion de 4cido peracético (LL/L) y t es el tiempo de tratamiento

(min).

El modelo RAMTyes funcion de la concentraciéon (C) a través de su término lineal y
cuadratico (C?) y del tiempo (t) a través de su término lineal. Para el modelo RML,, éste se

vio afectado por la concentracion (C) y el tiempo (t) a través de los términos lineales.

Las superficies de respuestas y graficos de contorno para RAMT, y RMLjse muestran en la

Figura 4.3 y Figura 4.4, respectivamente.

En las mismas puedeapreciarse que tanto el aumento en la concentracion de APA como del
tiempo de tratamiento reducen significativamente los niveles de microorganismos aerobios
mesofilos totales y de mohos y levaduras. Se observa que las maximas reducciones de la
carga microbiana corresponden a la maxima concentracion de APA y tiempos aplicados

(Fig. 4.3a y Fig 4.4a).
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Para el caso de RAMT), con el incremento del tiempo de tratamiento, se observa menor

reduccion con bajas concentraciones de APA, sin embargo a altas concentraciones de APA

el aumento del tiempo incrementa significativamente la reduccidon que puede lograrse.
Figura 4.3. Superficie de respuesta (a) y grdfico de contorno (b) para la reduccion de

microorganismos aerobios mesofilos totales (RAMTy) de frutillas nebulizadas con APA en el

dia 0
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En el caso de RML, se puede observar que, para cualquier concentracion APA y tiempos de
aplicacion cortos, se mantiene practicamente constante (aproximadamente 1 ciclo log).
Ademas, para concentraciones de APA bajas, la RML, esconstante para todos los tiempos de
tratamiento. Sin embargo, el tratamiento aumenta su capacidad de desinfeccion (mayor a 2,0

ciclos log) si se emplean altas concentraciones y altos tiempos de tratamiento.
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Figura 4.4. Superficie de respuestas (a) y grafico de contorno (b) para la reduccion de
mohos y levaduras (RML) de frutillas nebulizadas con APA en el dia 0
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Vardar et al. (2012) estudiaron la aplicacion por nebulizaciéon de didxido de cloro,
hipoclorito de sodio, perdxido de hidrogeno, 4cido citrico y etanolpor nebulizacién para
disminuir las enfermedades postcosecha de frutilla. Este estudio demostrd la eficacia de los
desinfectantes aplicados por nebulizacion debido a que redujeron significativamente el
porcentaje de frutas infectadas con mohos, el niimero total de microorganismos en la
superficie de la fruta y en el aire de la camara de almacenamiento. La aplicacion de perdxido
de hidroégeno con una concentracion de2000 pL/L durante 60 min redujo aproximadamente
en 1,5 y 2 ordenes logaritmicos la poblacion de bacterias y hongos de la superficie de la

fruta, respectivamente.

En el presente trabajo de tesis, estas reducciones se alcanzan con una concentracion de 80
uL/L de APA durante 45 min para aerobios mesofilos totales y en igual concentracion de

APA pero durante 60 min para mohos y levaduras.
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La méxima reduccion predicha de microorganismos aerobios mesofilos totales obtenida por
la nebulizacion con APA en el dia 0, se produce en la més alta concentracién del disefio

(116,6 nL/L) y mayor tiempo de aplicacion (69,3 min), alcanzando 3,6 6rdenes logaritmicos.

La mayor eficacia lograda en el presente trabajo de tesis, podria deberse a que el acido
peracético es un agente antimicrobiano mas potente que el peroxido de hidrégeno (Baldry,
1983), siendo efectivo a bajas concentraciones contra un amplio espectro de
microorganismos. Es eficaz en presencia de materia orgénica, aspecto importante en el caso
de frutas que no fueron sometidas a un lavado previo a la desinfeccion. Por otro lado,
presenta gran actividad a pH 4cido (Baldry, 1983). Ademads, como se menciono, la solucion
utilizada en nuestro caso de 5% APA, contiene peroxido de hidrogeno 20% y éacido acético,

y ambos también tienen propiedades antimicrobianas (Vandekinderen et al. 2009).

Van de Velde et al. (2012) trabajaron con frutillas variedad Camarosa ensayando la
operacion de lavado y desinfeccion por inmersion con diferentes concentraciones de acido
peracético (0 — 120 ppm), tiempo (10 — 120 s) y temperatura (4 — 40°C). Segun este estudio
se puede predecir una reduccion de microorganismos mesofilos totales de 2,6 ordenes
logaritmicos en las condiciones extremas del disefio de lavado-desinfeccion (100 mg/L

APA, 40°C y 120 s).

Los resultados obtenidos en la presente tesis muestran que mediante la aplicacion del acido
peracético por nebulizacion, se logroé una reduccion mayor del nimero de microorganismos
presentes sobre las frutillas. La inactivacion del microorganismo se logra mediante el
contacto directo entre éste y el desinfectante; si los microorganismos se ubican en sitios
lesionados o en irregularidades presentes en la superficie de las frutas, los desinfectantes
acuosos pueden ser ineficaces para destruirlos. La ubicacion en sitios inaccesibles puede ser
uno de los factores limitantes de la eficacia del lavado (Saperset al.2001; Ohet al.2005a) y la
aplicacion de un desinfectante por nebulizacion podria mejorar esta limitacion.
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4.2.2 Efecto de la nebulizacion de dacido peracético sobre la reduccion de la carga

microbiana de frutilla luego de 7 dias de almacenamiento a 2°C (Dia 7).

Tal como se menciond, el recuento inicial de microorganismos mesofilos aerobios totales en
las muestras no tratadas (muestras control) fue 4,5 log UFC/g. Luego de 7 dias de
almacenamiento a 2°C este recuento fue del mismo orden que en el dia 0, es decir que la
carga total de este grupo microbiano no aumenté durante el periodo de conservacion

refrigerado a esa temperatura.

Para el caso de mohos y levaduras, en cambio, los recuentos fueron 3,4 log UFC/g y 5 log
UFC/g para el dia 0 y 7, respectivamente. Estos resultados muestran un incremento de 1,6
log en esta poblaciéon microbiana después del almacenamiento en frio en las muestras sin

tratamiento desinfectante (muestras control).

Los hongos son los principales responsables del deterioro postcosecha de las frutillas. Son
capaces de crecer a temperaturas bajas de hasta 0°C, por lo que la refrigeracion retarda pero
no previene el deterioro de la fruta (ICMSF, 2006). Por lo tanto, es importante reducir su

presencia en productos frescos.

En funcion de esta situacion, resulta importante estudiar la efectividad de la nebulizacion
inicial del APA luego de 7 dias de realizado el tratamiento. Abadias et al. (2011) sefiala que
la eficacia de los métodos de descontaminacion se refleja en la reduccion microbiologica

obtenida y, lo que es mas importante, en el mantenimiento durante el almacenamiento.

Los resultados experimentales de la reduccion de microorganismos aerobios mesofilos
totales y de mohos y levaduras de las frutillas nebulizadas, luego de 7 dias de conservacion a

2°C se muestran en la Tabla 4.4.
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Tabla 4.4. Resultados experimentales de la reduccion de microorganismos aerobios
mesofilos totales (RAMT) y de mohos y levaduras (RML;) de frutillas nebulizadas con APA

después de 7dias de conservacion a 2°C

APA Tiempo RAMT;, RML,
(uL/L) (min) (— log N+ /Ne) (— log N- /Ne)

100 15 0,87 1,18
20 15 0,97 1,36
20 60 2,42 4,13
60 5,7 1,66 0,39
60 37,5 0,38 3,35
60 375 0,98 3,65
34 375 0,58 0,37
60 375 0,59 2,91
60 69,3 0,92 3,18
100 60 2,55 4,13

116,6 37,5 2,98 4,00

APA: acido peracético, RAMT; = reduccion de microorganismos aerobios
mesofilos totales en el dia 7; RML; = reduccion de mohos y levaduras en el dia
7; N7: nimero de microorganismos (UFC/g) de las frutillas tratadas en el dia 7;

N¢7: nimero de microorganismos (UFC/g) de las muestras control en el dia 7.

Las pruebas de diagndstico basadas en los residuos se presentan en la Figura 7.2 del Anexo
para RAMT; y RMLsdespués de 7 dias de conservacion a 2°C. De ellas se concluye que se
cumple adecuadamente con las suposiciones de normalidad, homogeneidad de la variancia e

independencia de los datos experimentales necesarias para la aplicacion del ANOVA.

En la Tabla 4.5 se muestra el analisis ANOVA correspondiente a los modelos predictivos de

RAMT; y RML; para las muestras en el dia 7.
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Tabla 4.5. Andlisis ANOVA de la reduccion de microorganismos aerobios mesofilos totales
(RAMT?) y de mohos y levaduras (RML;) de frutillas nebulizadas con APA después de 7dias

de conservacion a 2°C

Fuente Gl RAMT, RML,
Suma de Valor-P Suma de Valor-P
Cuadrados Cuadrados

A:Concentracion APA (uL/L) 1 1,5 0,0578 3,1 0,0423
B:Tiempo (min) 1 0,5 0,1367 11,7 0,0117
AA 1 2,1 0,0418 0,8 0,1358
AB 1 0,01 0,7420 0,008 0,8315
BB 1 0,7 0,1058 1,9 0,0657
Falta de ajuste 3 3,7 0,0716 4,9 0,0785
Error puro 2 0,2 0,3

R’ 0,52 0,76

DMA (%) 13,2 15,0

Términos significativos p< 0,05
Gl: grados de libertad; APA: acido peracético, DMA: desviacion media absoluta; RAMT, =
reduccion de microorganismos aerobios mesofilos totales en el dia 7; RML; = reduccion de

mohos y levaduras en el dia 7.

El valor-P para la falta de ajuste es mayor que 0,05 por lo que los modelos obtenidos
describen en forma adecuada los datos observados al nivel de confianza del 95,0%.El
coeficiente de determinacion (R”) para RML; fue aceptable. Con respecto a las DMA

resultaron aceptables (13%) para RAMT; y para RML; (15%).

En la Figura 4.5 se observan los efectos estimados de las variables independientes sobre las
respuestas, mediante el diagrama de Pareto, y el grafico de efectos principales para la
reducciéon de microorganismos aerobios mesofilos totales. La concentracion de écido

peracético utilizada en el dia del tratamiento continta afectando significativamente la
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reduccion de microorganismos aerobios mesofilos totales que estaran presentes luego de 7

dias de almacenamiento.

Figura 4.5. Diagrama de Pareto (a) y grafico de efectos principales (b) para la reduccion de
microorganismos aerobios mesofilos totales (RAMT;) de frutillas nebulizadas con APA a los

7 dias de conservacion a 2°C

(a) (b)

AA

A:Concentracion APA

BB

07 |-

05k a
0 1 2 3 4 5 20,0 - 100,0 15,0 . 60,0
Concentracion APA Tiempo

reduc AMT
T
1

09 |-
B:Tiempo |

En la Figura 4.6 se muestran los efectos estimados de las variables independientes mediante
el Diagrama de Pareto, y el grafico de efectos principales para la reduccion de mohos y
levaduras. La concentracion de 4cido peracético y el tiempo de tratamiento aplicado
inicialmente afectan significativamente su reduccion, siendo el tiempo el factor de mayor
importancia y luego, la concentracion.
Figura 4.6. Diagrama de Pareto (a) y grdfico de efectos principales (b) para la reduccion
de mohos y levaduras (RML;) de frutillas nebulizadas con APA después de 7 dias de

conservacion a 2°C
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Las ecuaciones delos modelosreducidos, solo los términos significativos, para las muestras

dia 7 se presentan en las Ecuaciones 4.3 y 4.4 para RAMT; y RML, respectivamente.
RAMT= 1,5-0,027 C + 0,0003 C* (4.3)
RML;=-0,34+ 0,015 C + 0,054 t (4.4)

Donde C es la concentracion de acido peracético (LL/L) y t es el tiempo de tratamiento

(min).

El modelo RAMT} se vio afectado por la concentracion (C) a través delos términos lineal y
cuadratico (C?). Para el modelo RML;, éste se vio afectado por la concentraciéon (C) y el

tiempo (t) a través de los términos lineales.

La mas alta RAMT; predicha, usando los modelos reducidos (Ec.4.1 y Ec.4.3), son 3,6 y 2.4
log en el dia 0 y 7, respectivamente, obtenidos en las maximas condiciones de disefio de
nebulizacion estudiado (116,6 pL/L y 69,3 min). Como se puede observar, la RAMT; es
menor después de 7 dias de almacenamiento, pero se mantiene en adecuados niveles de

reduccion.

Las predicciones para RML;(Ec.4.2 y Ec.4.4) en las mismas condiciones, son 2,3 y 5,2 log
en el dia 0 y 7, respectivamente. Los Ultimos resultados mostraron mayores reducciones en
mohos y levaduras con respecto a la muestra control, después de 7 dias de almacenamiento,
indicando una accion residual del APA en las frutas nebulizadas, ya que las muestras control
mostraron un aumento del recuento microbiano de 1,6 log durante el almacenamiento en

frio.

Las superficies de respuesta y graficos de contorno para RAMT; y RML; se muestran en la

Figura 4.7 y Figura 4.8, respectivamente.
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Figura 4.7. Superficie de respuesta (a) y grdfico de contorno (b) para la reduccion de
microorganismos aerobios mesofilos totales (RAMT) de frutillas nebulizadas con APA

después de 7 dias de conservacion a 2°C
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A medida que se aplica una mayor concentracion de acido peracético en el tratamiento
inicial,se inhibe de manera mas significativa el crecimiento de microorganismos aerobios
mesofilos totales durante el periodo de almacenamiento refrigerado. Ademas, la grafica de
contornos (Figura 4.8b) permite observar el conjunto de valores de concentracion y tiempo
que permiten lograr determinadas reducciones en el proceso de desinfeccion. Por ejemplo,

reducciones mayores a 4,5 log.
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Figura 4.8. Superficie de respuesta (a) y grdfico de contorno(b) para la reduccion de mohos
v levaduras (RML;) de frutillas nebulizadas con APA después de 7 dias de conservacion a
2°C
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Otros autores informaron acerca de la capacidad del acido peracético de mantener en bajos
niveles la carga microbiana de frutas y vegetales frescos. Silveira et al. (2008) comprobaron
que el acido peracético aplicado por inmersion (concentracion 68 mg/L) logré una reduccion
de microorganismos aerobios mes6filos de 0,9 ordenes logaritmicos més que el cloro en
melones luego de 10 dias de almacenamiento a 5°C. En el trabajo citado, el recuento de
mohos y levaduras no presentd diferencias en el recuento luego del tratamiento con acido

peracético y luego del almacenamiento, permaneciendo en bajos niveles.

En una investigacion realizada por Martinez-Sanchez ef al. (2006) en hojas de rucula fresca,
se demostro que el acido peracético incorporado al agua de lavado en 300mL/L, redujo en 1
orden logaritmico el nimero de mohos y levaduras el dia del tratamiento y resulto eficaz

para inhibir el crecimiento durante el periodo de almacenamiento de 12 dias a 4 <C.
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4.3 Efecto de la nebulizacion de APA sobre los parametros de color de la frutilla

Se determinaron los parametros de color L* (luminosidad), a* (rojo / verde),b* (amarillo /

azul), C*,, (cromaticidad) y h,p, (tonicidad) para describir los cambios de color de la frutilla.

4.3.1 Efecto de la nebulizacion de APA sobre los parametros de color de la frutilla

en el dia de aplicacion (Dia 0)

Los parametros de color de las frutillas frescas el dia O (muestras control) fueron 27,5 £ 0,3;
31,6 £ 0,4; 13,1 = 0,4; 34,8 = 0.6 y 24,0 £ 0,2 para L*c, a*co,b*co, C*aco ¥ habco)

respectivamente.

Laspruebas de diagnostico basadas en los residuos demuestran que se cumple
adecuadamente con las suposiciones de normalidad, homogeneidad de la variancia e
independencia de los datos experimentales. Las pruebas de diagnostico se presentan en la

Figura 7.3del Anexo para los cambios en los pardmetros de color de las frutillas en el dia 0.

Los resultados experimentales de los cambios en los parametros de color (oL *, dap*,
Obo*,0C* 0 Y Ohapo) obtenidos después de la desinfeccion por nebulizacion con APA en el
dia 0 se muestran en la Tabla 4.6 y el anélisis ANOVA de los modelos correspondientes, en

la Tabla 4.7.
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Tabla 4.6. Resultados experimentales de los cambios en los parametros de color(dLy* dap*

Obo* dC* 40 Y Ohapo) de frutillas nebulizadas con APA en el dia 0

APA Tiempo oLy* oap* oby* 0C* 10 ONgno
(nL/L) (min)

100 15 -1,5 -6,9 -7,1 -8,4 -8,80
20 15 3,5 -3,9 1,6 -2,6 6,70
20 60 9,2 0,6 3,3 -0,7 -7,13
60 5,7 -0,7 -3,5 -7,2 -4,8 4,32
60 37,5 -1,0 -2,4 -8,3 -3,8 -11,35
60 37,5 -3,5 -1,7 -9,6 -4,6 -3,74
34 37,5 -0,8 -0,6 0,3 -0,4 0,38
60 37,5 -1,2 -2,8 -7,4 -4,0 -5,16
60 69,3 0,2 -0,7 -4,5 -1,6 -1,31
100 60 -0,3 -3,9 -5,6 -5,3 -8,08

116,6 37,5 -4,2 -3,0 -6,0 -3,7 -2,58

APA: acido peracético; SLy*: cambio en el parametro L*; dao*: cambio en el parametro a*; dby*:
cambio en el parametro b*; 3C*,, : cambio en el parametro C*,,; Sh,y: cambio en el pardmetro h*

en el dia 0.
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Tabla 4.7. Analisis ANOVA de los cambios en los parametros de color(dLy*; dap*;0bo™; 0C*4p0; Ohano) de frutillas nebulizadas con APA en el

dia 0
Fuente Gl oLy* oap* oby* O0C* 10 Ohyp

Suma de Valor-P ~ Suma de Valor-P  Suma de Valor-P  Suma de Valor-P ~ Suma de Valor-P

Cuadrados Cuadrados Cuadrados Cuadrados Cuadrados
A:Concentracion APA (pL/L) 1 46,6 0,0390 14,8 0,0203 49,5 0,0238 28,3 0,0061 53,2 0,2132
B:Tiempo (min) 1 8,3 0,1730 16,4 0,0184 0,02 0,9059 11,3 0,0149 9,8 0,5201
AA 1 2,9 0,3407 0,1 0,6020 50,1 0,0235 2,3 0,0683 28,1 0,3201
AB 1 5,0 0,2467 0,5 0,3103 10,2 0,1016 0,4 0,2863 52,9 0,2140
BB 1 19,3 0,0870 0,5 0,3366 12,4 0,0864 0,02 0,7631 10,7 0,5042
Falta de ajuste 3 49,3 0,1069 8,6 0,0988 8,2 0,3245 9,4 0,0528 67,7 0,4465
Error puro 2 3,7 0,6 2.4 0,3 32,7
R’ 0,60 0,78 0,91 0,81 0,60
DMA (%) 3,0 3,5 0,6 17,7 19,6

Términos significativos p< 0,05
Gl: grados de libertad; APA: acido peracético; DMA: desviacion media absoluta; 6Ly*: cambio en el parametro L*; 8a,*: cambio en el parametro a*; dby*:

cambio en el parametro b*; 6C* o : cambio en el parametro C*,,; dh,,o: cambio en el pardmetro h,, en el dia 0.
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Los modelos presentaron una falta de ajuste no significativa (P> 0,05) y el R? y los valores

DMA fueron aceptables.

El anélisis ANOVA prueba la significancia estadistica de cada efecto comparando su
cuadrado medio contra un estimado del error experimental. En el caso de dh,y, se observa
que ningun efecto tiene un valor-P menor que 0,05, indicando que ni el tiempo de
nebulizaciéon ni la concentracion de 4acido peracético afectan significativamente los

cambios en el angulo de tono.

En la Figura 4.9 se presentan los efectos estimados de las variables independientes en
orden decreciente de importancia y los efectos principales sobre las respuestas para los

cambios en los pardmetros de color (6Lo*, 6ap*, 0bp* y 6Cano™).

Las ecuaciones del modelo reducido para 6Lo*, dap™ dbp*y 0C*aby para las frutillas en el

dia 0 se presentan en las Ecuaciones 4.5, 4.6, 4.7 y 4.8, respectivamente.

8Lo*=3,6-0,06 C (4.5)
Sag* =-2,9—0,03 C+0,06 t (4.6)
8bo* =2,4—0,3 C +0,002 C* 4.7)
8C* 0 =-2,8 — 0,05 C + 0.05 t (4.8)

El modelo 6Ly* se vio afectado por la concentraciéon (C) de APA a través del término
lineal. Para los modelos 6ay * y 6C*aby, éstos se vieron afectados por la concentracion (C)
y el tiempo (t) a través de los términos lineales mientras que para el modelo dby*, por la

concentracion a través del término lineal (C) y cuadratico (C?).

Las superficies de respuestas y graficos de contorno para los cambios en los parametros de

color (8Lo* dap™* dbp*y dC*,p0) se muestran en la Figura 4.10
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Figura 4.9. Efectos estimados(a)y efectos principales (b) de las variables independientes
sobre las respuestas cambios en los parametros de color (0Lo* 6ap*dbo* y 0C,no*) de

frutillas nebulizadas con APA en el dia 0
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Figura 4.10. Superficie de respuestas (a) y grdficos de contorno(b) para loscambios en los
parametros de color (OLo* day* dby*y 0C*.0) de frutillas nebulizadas con APA en el dia ()
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Dependiendo de las condiciones de tratamiento, se obtuvieron valores positivos y

negativos de 0Lo*, lo que indica que las frutillas nebulizadas fueron mas claras o mas
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oscuras que las muestras no tratadas, respectivamente. En la figura 4.10 se observa que

O0L*y disminuye a medida que aumenta la concentracion de APA.

Se obtuvieron frutas mas claras y luminosas cuando se trataron con APA a una
concentracion baja (20 uL/L), tanto en tiempos cortos (15 min) como largos (60 min). La
oxidacion de las antocianinas totales como consecuencia de la aplicacion de APA por
nebulizacion podria justificar los frutos mas claros y luminosos obtenidos en este dominio
experimental. Segiin Castafieda Ovandoer al. (2009) las antocianinas son pigmentos

responsables del color brillante de las frutillas frescas.

Por el contrario, Van de Velde et al. (2013) comprobaron que el lavado-desinfeccion con
APA mediante inmersion de frutillas recién cortadas produjo frutos mas claros cuando se
lavaron con concentraciones superiores a 80 mg/L durante tiempos mayores a 100
segundos, correlacionandolo con menores retenciones de antocianinas totales determinadas

en esas condiciones.

Por otro lado, cuando las frutas se nebulizaron con concentraciones de APA superiores a
20 pL/L las frutillas se volvieron mas oscuras (oL* <0). Esta situacion fue probablemente
causada por un fenomeno de oscurecimiento que tuvo lugar en la superficie de la fruta
después de la nebulizacion con APA. La aplicacion de antimicrobianos que poseen fuertes
propiedades oxidantes, como el APA, pueden causar efectos nocivos sobre el color de las
frutas y hortalizas mediante la induccion de oscurecimiento o decoloracion del tejido

vegetal (Vandekinderen et al.2008).

En cuanto a los cambios de a*, b* y C*,, , de la figura 4.10 se ve que da* aumenta cuando
aumenta el tiempo de aplicacioén y disminuye cuando disminuye la concentracion de APA.
Con respecto a ob*, se observa que disminuye cuando aumenta la concentracion hasta un

valor de 80 PL/L de APA, y luego permanece constante. El cambio en el pardmetro Cy*
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disminuye con el aumento de la concentracion de APA, pero aumenta con el tiempo de

aplicacion.

Los valores negativos obtenidos en dap*, oby™* y 6C*,,0 en todo el dominio experimental
después de los tratamientos, revelan que las frutas son menos rojas,menos amarillas y con
colores menos intensos. Estos resultados se correlacionarian con las mayores pérdidas en el
contenido total de antocianinas cuando aumenta la concentracion de acido peracético en la
nebulizacion, como esta demostrado en los resultados obtenidos por Van de Velde et al.

(2016).

4.3.1 Efecto de la nebulizacion de APA sobre los parametros de color en las

frutillas luego de 7 dias de almacenamiento a 2°C (Dia 7)

Los parametros de color de las frutillas de control en el dia 7 fueron 29,5 + 0,4; 28,0 + 0,3;

12,2+ 0,3; 30,6 £ 0,4 y 26,25 + 0,3para Lc7*, 207, be7™, Cane7™ ¥ hany, respectivamente.

De acuerdo a los resultados, el efecto del almacenamiento de las frutillas a 2 ° C durante 7
dias induce cambios leves en los atributos de color. El aumento del valor de L* y hyy la
disminucién de los valores de a*, b* y C,,* después de 7 dias indican que las frutas fueron

mas claras, menos rojas, menos amarillas y con colores menos intensos.

Estos cambios pueden estar relacionados con la propia senescencia de la fruta después de
una semana de almacenamiento refrigerado y con la ligera disminucién en el contenido de

antocianinas totales (Van de Veldeet al. 2016).

Los resultados experimentales de los cambios en los parametros de color obtenidos
después de la desinfeccion de nebulizacion con APA en el dia 7 se muestran en la Tabla

4.8.
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Tabla 4.8. Resultados experimentales de los cambios en los parametros de color(dL;*
daz* dbs* dC* 1,70h,7) de frutillas nebulizadas con APA después de 7 dias de

conservacion a 2°C

APA Tiempo oL;* oa,* o0b,* 0C*,7 ohyyr
(nL/L) (min)
100 15 -17,7 -3,2 -3,6 -3,3 234
20 15 3,2 17,7 28,1 19,4 25,4
20 60 1,1 12,7 10,9 12,4 23,2
60 5,7 5,8 3,6 9,9 4,6 22,5
60 37,5 -5,5 -8,5 -13,6 -9,3 22,3
60 37,5 -9,0 -5,0 -10,2 -6,0 21,9
34 37,5 -6,8 -6,5 -20,7 91 22,7
60 37,5 -6,2 -10,2 -18,4 -11,5 21,5
60 69,3 -8,0 4,4 -10,4 -5,3 22,2
100 60 -6,8 -2,7 0,1 2,2 24,1
116,6 37,5 -19 -9,3 -12,8 -10 25,4

APA: acido peracético; oL.;*: cambio en el parametro L*; 6a,;*: cambio en el parametro a*; Jdb,*:
cambio en el parametro b*, 6C*,,;: cambio en el parametro C*,; 0h,,7: cambio en el parametro hy,

enel dia7.
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Laspruebas de diagnéstico basadas en los residuos demuestran que se cumple
adecuadamente con las suposiciones de normalidad, homogeneidad de la variancia e
independencia de los datos experimentales. Las pruebas de diagnostico se presentan en la

Figura 7.4del Anexo para los cambios en los pardmetros de color de las frutillas en el dia 7.

En la tabla 4.9 se presenta el analisis ANOVA delos modeloscorrespondientes a los
cambios en los pardmetros de color (0L; *, das*, dbs*, dC*,,7y Ohapy). Todos presentaron

una falta de ajuste no significativa (P> 0,05) y el R? y valores DMA fueron aceptables.

La respuestadh,y; presentd el mismo comportamiento que en el dia de aplicacion del APA,
ningln efecto tienen un valor-P menor que 0,05, indicando que las variables operativas

estudiadas no afectan significativamente este parametro de color.

En la Figura 4.11 se presentan los efectos estimados de las variables independientes en
orden decreciente de importancia mediante el Diagrama de Pareto y los efectos principales,
sobre las respuestas para los cambios en los parametros de color(3L;* da;* db7* y dC*,,7)

respectivamente.

68



RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 4.9.Analisis ANOVA de los cambios en los parametros de color (OL7* da;* 6b7*6C* 17y Ohayy) de frutillas nebulizadas después de 7

dias de conservacion a 2°C

Fuente Gl oLy* oap* oby* 0C* 0 ohy
Suma de Valor-P  Suma de Valor-P  Suma de Valor-P Suma de Valor-P  Suma de Valor-P
Cuadrados Cuadrados Cuadrados Cuadrados Cuadrados
A:Concentracion APA(pL/L) 1 265,1 0,0127 202,6 0,0330 122,9 0,1150 517,0 0,0145 0,4 0,2513
B:Tiempo (min) 1 14,4 0,1774 31,2 0,1695 223,8 0,0685 49,5 0,1262 0,5 0,2311
AA 1 35,6 0,0842 37,2 0,1479 52,2 0,2255 202,3 0,0359 2,6 0,0560
AB 1 42,2 0,0725 7,5 0,4086 109,3 0,1266 16,4 0,2810 2,1 0,0684
BB 1 64,8 0,0491 2254 0,0298 718,2 0,0229 205,7 0,0353 2,3 0,0643
Falta de ajuste 3 124,5 0,0773 347,77 0,0577 991,4 0,0592 118,7 0,1665 5,4 0,0821
Error puro 2 6,9 14,1 35,7 15,3 0,3
R’ 0,78 0,56 0,50 0,87 0,40
DMA (%) 9,6 4,9 4,0 16,8 2,3

Términos significativos p< 0,05
Gl: grados de libertad; APA: acido peracético, DMA: desviacion media absoluta; 6L;*: cambio en el parametro L*; da;*: cambio en el parametro a*; db,*:

cambio en el parametro b*; 3C*,,7: cambio en el parametro C*,,; Sh,,7: cambio en el parametro h,, en el dia 7
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Figura 4.11. Efectos estimados(a)y efectos principales (b) de las variables independientes
sobre las respuestas cambios en los parametros de color (0L;* da7* dbs* y d6C*,7) de

frutillas nebulizadas con APA después de 7 dias de conservacion a 2°C
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Las ecuaciones del modelo ajustado para dL*;, da*;, db*; y dC*,,7 para las frutillas en el

dia 7 se observan en las Ecuaciones 4.8, 4.9, 4.10 y 4.11, respectivamente.

8L*; = 13,1 —0,14C — 0,7t — 0,008t (4.8)
Sa*; = 20,8 —0,13C — 0,9t + 0,01t (4.9)
Sb*;=26,4 — 1,8t + 0,02 t° (4.10)
8C*u7 =22,7—0,12C — 1,1t - 13t (4.11)

Los modeloséL;* da; * y dC*,,; se vieron afectados por la concentracion de acido
peracético (C)y el tiempo (t) a través delos términos lineales y también por el tiempo a
través del término cuadratico (t%). El modelo 8b*; se vio afectado por el tiempo a través del

término lineal (t) y cuadratico (t%).

Las superficies de respuestas y graficos de contorno para los cambios en los parametros de
color (8L7* das* db*; y dC*,p7) se muestran en la Figura 4.12. En las mismas se observa
que oL* y da*disminuyen a medida que aumenta la concentracion de APA. El cambio en
el pardmetro b*aumenta con tiempos de aplicacion largos y altas concentracion de APA y

0C,p* disminuye con el aumento de la concentracion de APA.
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Figura 4.12. Superficie de respuestas(a) y grdficos de contorno(b) para loscambios en los

pardmetros de color (0L*7, da*; db*; y 8C*,4,7) de frutillas nebulizadas con APA en el dia 7
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Los predicciones de SLi* usando los modelos reducidos a la concentracion méaxima de
nebulizacion APA (116,6 uL/L) y tiempo (69,3 min) son -3,4 y -133 enel dia 0y 7,
respectivamente, lo que indica un mayor oscurecimiento de las frutillas tratadas en estas

condiciones, con respecto a las muestras control, después del periodo de almacenamiento.

Las predicciones de d6a* usando los modelos reducidos en los maximos niveles de las
variables de procesamiento (116,6 pL/L y 69,3 min) son -2,2 y -8,7 en el dia 0 y 7,
respectivamente. Para el caso de 6C*,,, las predicciones son -5,2 y -5,1 enel dia 0y 7,
respectivamente. Como se puede observar, la pérdida en el color rojo se intensifica en el
almacenamiento de frutas nebulizadas en estas condiciones. Sin embargo, la diferencia en
la intensidad del color (croma) de las frutas tratadas y control después del almacenamiento
refrigerado se mantiene, al menos en esta situacion, debido al equilibrio de la pérdida de

color rojo con el desarrollo de pardeamiento.

4.4 Efecto de la nebulizacion de APA sobre la reduccion de E.coli inoculada en
frutillasen el dia de la aplicacion (Dia 0) y luego de 7 dias de almacenamiento a 2°C

(Dia 7)

Como se menciond anteriormente en el punto 3.4.3, los ensayos de descontaminacion
requieren el uso de un alto nimero de células en el in6culo que permita alcanzar, también,
un numero de células adecuado en la materia prima inoculada, de forma de permitir la
medicion de células viables después del tratamiento y determinar la reduccion producida

(FDA/CFSAN, 111, 2001).

En este experimento, se ajustd la poblacion de E. coli para obtener un inoculo cuyo
recuento en las frutillas inoculadas sea igual o superior a 10° UFC / g. El valor inicial de

E.coli en las frutillas inoculadas en el dia 0 fue, en promedio, 5,5log UFC/g.
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Luego de 7 dias de almacenamiento a 2°C, el recuento de E.coli fue, en promedio, de 4,8
log UFC/g. Estos resultadosmuestran una disminucioén de 0,7 log de estemicroorganismo

después del almacenamiento en frio en las muestras sin tratamiento desinfectante.

Este microorganismo detiene su crecimiento a temperaturas de refrigeracion, el valor limite
de crecimiento es de 5°C (ICMSF, 2006). Knudsen et al. (2001) informé que la poblacion
de E.coli inoculada en la superficie de la frutilla disminuy6 de 1 a 2 ciclos log cuando se

almacenaron a 5 °C durante 7 dias.

Los resultados experimentales de la reduccion de E.coli para las muestras en el dia de la
aplicacion de APA y luego de 7 dias de conservacion a 2°C, en las condiciones del disefio

de nebulizacion se muestran en la Tabla 4.10.

Las pruebas de diagnostico basadas en los residuos se presentan en la Figura 7.5 del Anexo
para RECypy REC;. Se cumple adecuadamente con las suposiciones de normalidad,
homogeneidad de la variancia e independencia de los datos experimentales necesarias para

la aplicacion del ANOVA.
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Tabla 4.10. Resultados experimentales de la reduccion de E.coli (RECy) en frutillas

nebulizadas con APA en el dia 0y luego de 7 dias de conservacion a 2°C

APA Tiempo REC, REC;
(uL/L) (min) (= log N¢/Nco) (- log N7/N¢7)

100 15 3,71 1,41
20 15 3,19 0,61
20 60 5,56 3,11
60 5,7 1,55 0,76
60 37,5 4,36 5,36
60 37,5 4,9 5,36
34 37,5 2,21 1,29
60 37,5 4,7 5,36
60 69,3 5,66 5,36
100 60 5,56 4,90

116,6 37,5 4,75 5,36

APA: 4cido peracético; REC: reduccion de E.coli en el dia 0; REC: reduccion de E.coli
en el dia 7; N¢i: numero de E.coli de las muestras inoculadas control en el dia i; N;:

numero de E.coli luego del tratamiento en el dia i; i:dia de analisis, 0 6 7.

En el caso de REC7, no se recuperaron cé¢lulas viables del microorganismo inoculado en
algunas de las corridas experimentales realizadas. Esto impidi6é determinar la reduccion
producida y valorar, de esta manera, el efecto del tratamiento de desinfeccion a que fue
sometido. El efecto del frio durante la conservacion a 2°C sumado a la accion
antimicrobiana del acido peracético aplicado durante la nebulizacion, serian las causas de

la inactivacion de microorganismo luego de 7 dias.

Los resultados obtenidos luego del periodo de conservacion, impidieron generar un modelo
predictivo para el estudio de la desinfeccion sobre la reduccion de E.coli inoculada en

frutilla.
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En la Tabla 4.11se muestra el analisis ANOVA correspondiente al modelo predictivo de

reduccion de E.coli para las frutillas en eldia 0.

Tabla 4.11. Analisis ANOVA de la reduccion de E.coli en frutillas nebulizadascon APA

enel dia 0

Fuente Gl REC,

Suma de Valor-P

Cuadrados
A:Concentracion APA(uL/L) 1 2,1 0,0335
B:Tiempo (min) 1 12,6 0,0059
AA 1 0,7 0,0948
AB 1 0,07 0,4414
BB 1 0,4 0,1323
Falta de ajuste 3 33 0,0632
Error puro 2 0,1
R? 0,82
DMA (%) 13,0

Términos significativos p< 0,05
Gl: grados de libertad; APA: acido peracético, DMA: desviacion media

absoluta; REC,: reduccion de E.coli en el dia 0.

El valor-P de la falta de ajuste es mayor que 0,05, por lo que el modelo obtenido describe
en forma adecuada los datos observados al nivel de confianza del 95,0%. El coeficiente de

determinacion R*y la DMAfue aceptable.

Los efectos de las variables independientes sobre la respuesta RECyevaluada mediante el

diagrama de Pareto y el grafico de efectos principales, se presentan en la Figura 4.13.
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Figura 4.13. Diagrama de Pareto (a) y grafico de efectos principales (b) para la reduccion

de E.coli (RECy) inoculada experimentalmente en frutillas nebulizadas con APA en el dia 0.
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Ecuacion 4.11 para la reduccion de
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Donde C es la concentracion de acido peracético (LL/L) y t es el tiempo de tratamiento

(min).

El modelo REC, se vio afectado por la concentracion (C) y el tiempo (t) a través delos

términos lineales.

En la Figura 4.14 se presenta la superficie de respuesta y grafico de contornopara REC,.
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Figura 4.14. Superficie de respuesta(a) y grafico de contorno (b) para la reduccion de

E.coli (RECy)inoculada experimentalmente en frutillas nebulizadas con APA en el dia 0.
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Se observa que el aumento en la concentracion de APA en la camara de nebulizacion,
como del tiempo de tratamiento reducen significativamente los niveles de E.coli.La
prediccion para la mas alta concentracion del disefo (116,6 uL/L) y 30 min de tiempo de
aplicacion en el dia 0 es de 4,5 6rdenes logaritmicos (Ec. 4.11). Se puede observar
graficamente (Fig. 4.14b) las combinaciones de concentracion de &acido peracético y
tiempo de tratamiento que se pueden utilizar, para obtener una reduccion del

microorganismo hasta valores no detectables.

La informacion sobre la aplicacion de antimicrobianos por nebulizacion sobre frutas y
hortalizas inoculadas es limitada. Sin embargo, algunos trabajos como el de Oh et al.
(2005b) estudiaron la eficacia del acido peracético aerosolizado como desinfectante de
hojas de lechuga inoculadas con Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes y

Salmonella Typhimurium. Con este tratamiento se logré la reduccion de estas bacterias con
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respecto al control, en un rango de 0,3 a 3,8 log dependiendo del tiempo de aplicacion del
tratamiento. En particular, cuando se trataron hojas de lechuga inoculadas con una solucion
de 40 ppm de APAen aerosol, la poblacioén de E. coli O157: H7 se redujo en 0,8; 2,2 y 3,4
log después de 10, 30, y 60 minutos de tratamiento, respectivamente. En el presente trabajo
de tesis, con una aplicacion de 40 pL/L de APA y los mismos tiempos, se logra una

reduccién de 2,4; 3,5 y 5,2 ciclos logaritmicos.

Por otro lado, varios investigadores comprobaron los beneficios y la eficacia del APA en
tratamientos de lavado por inmersion para lograr la inactivaciéon de microorganismos
inoculados en frutas y hortalizas. En un trabajo realizado por Sapers et al.(1999) se estudio
la eficacia del APA para la inactivacion de Escherichia coliATCC 25922 en manzanas
inoculadas experimentalmente. Se obtuvo una reduccion de 2 log con un tratamiento de
lavado de 1 minuto con una solucion de 100 ppm de APA. En las frutillas inoculadas y
tratadas con APA por nebulizacidn, en el presente trabajo de tesis, se logra esta reduccion

de 2 ciclos logaritmicos, con una aplicacion de 20 pL/L de APA durante 15 min.

Ademas, Abadias et al. (2011) probaron sustancias antimicrobianas alternativas al cloro
para reducir la poblacion de Escherichia coli O157: H7, Salmonella spp. y Listeria spp. en
manzanas, peladas y cortadas, inoculadas experimentalmente. Entre los distintos
antimicrobianos ensayados aplicados a través de lavados por inmersion durante 1 min,
utilizaron acido peracético. EI APA en concentraciones de 80 y 120 ppm logro6 reducciones
de la poblacion de E.coli O157:H7 de 2 log. Ademas, esta poblacion bacteriana se mantuvo
a niveles bajos durante el almacenamiento de 6 dias a 10 "C. Los resultados obtenidos en
este trabajo de tesis resultaron similares, se logra una reduccion de E.coli mayor a 3 log
durante el almacenamiento de 7 dias a 2°Ccon un tratamiento de 60 uL/Lo mayor de APA

durante un minimo de 40 min en el dia de aplicacion.
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Rodgers et al.(2004) estudiaron la accion desinfectante del APA sobre frutilla con E.coli
OI157:H7 y Listeria monocytogenes. El tratamiento con 80 ppm de acido peracético
aplicado por inmersion durante 5 min produjo una reduccion de 4,4 log en la poblacion de
E.coli O157:H7. Después del tratamiento, las muestras se almacenaron a 4°C durante 9

dias y las poblaciones de ambos patdgenos se mantuvieron cuantitativamente sin cambios.

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta tesis, el tratamiento de desinfeccion por
nebulizacion realizado utilizando concentraciones intermedias de APA y periodos cortos
de tiempo (por ej., 60 uL/L, 30 min) logra reducir la poblacion de E.coli en 4 ciclos

logaritmicos (Fig 4.14) y mantener esa reduccion luego del almacenamiento refrigerado.

Los resultados de inactivacion de E.coli ATCC 25922 (no patégena) podrian ser
considerados validos para el patogeno E. coli O157:H7 por las similitudes que presentan
estos microorganismos en lo que respecta a sus caracteristicas de crecimiento, tolerancia al
frio, fijacion a superficie de productos frescos e inactivacion por calor y por
antimicrobianos (Saper ef al. 1999; Sapers et al. 2003, Brifiez et al. 2006, Kim y Harrison,

2010).

Teniendo en cuenta esta situacion puede sugerirse que los resultados obtenidos para E.coli

pueden ampliarse aE.coli O157:H7 en la evaluacidn del producto desinfectante estudiado.

Esto representa un aspecto interesante a considerar si tenemos en cuenta que las frutillas
son alimentos involucrados en brotes alimentarios causados por E. coli O157:H7 (CDC,
2006). Ademas, trabajos experimentales de inoculacion con E. coli O157:H7(Knudsen et
al. 2001), demostraron que esta bacteriapuede sobrevivir en la superficie de frutilla fresca
almacenada a 5°Cdurante al menos siete dias y los resultados de esta tesis han mostrado
una inactivacion del microorganismo ensayado luegodel periodo de almacenamiento

refrigerado.
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4.5 Carga microbiana inicial de zarzamoras frescas

Las frutas frescas presentan una microbiota muy variable, encontrandose una amplia gama
de microorganismos. Los microorganismos se incorporan durante el cultivo, cosecha,

transporte, procesamiento y manipulacion posterior.

En particular, las zarzamoras utilizadas en el presente trabajo de tesis se procesaron
inmediatamente luego de cosechadas en la plantacion de Coronda. En la Tabla 4.12, se
presentan los resultados del estudio de la carga microbiana inicial de las zarzamoras

frescas.

Tabla 4.12Carga microbiana inicial de zarzamoras frescas*

Grupo microbiano UFC/g Log UFC/g
Microorganismos aerobios P P
\ 1,5.100—-5,9.10 2,18 -2,80
mesofilos totales
Hongos (mohos y levaduras) 3,0.10°—5,3.10" 3,48 —4,72

*provenientes de una plantacion de Coronda.UFC: unidades formadoras de colonias

El grupo de microorganismos aerobios mesofilos totales estd conformado por bacterias,
mohos y levaduras, pero es interesante destacar que en el caso de las zarzamoras
estudiadas, este grupo microbiano se caracterizd por presentar un bajo niumero de colonias
de morfologia bacteriana, correspondiendo, en su mayor parte, a mohos y levaduras. Este

grupo microbiano constituye la mayoria de la microbiota de las frutas (Tournas, 2005).

Esta observacion puede deberse a que la planta de zarzamora es un arbusto que presenta un
crecimiento alejado de la tierra, siendo ésta una fuente importante de la contaminacion por

bacterias.

Ademas, la cosecha de las zarzamoras de nuestra region utilizadas en esta tesis, se produce
durante el mes de enero donde las condiciones climaticas de la estacion corresponden a

altas temperaturas y humedad. Estos constituyen factores importantes que favorecen el
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crecimiento de los microorganismos, influyendo principalmente sobre la poblacion de

mohos (Jay, 2009).

La microbiota fingica de las zarzamoras analizadas estuvo compuesta por mohos y

levaduras, caracterizacion realizada en base al aspecto macroscopico de las colonias.

Mendes Furlan et al. (2011), en un estudio realizado en zarzamoras, hallaron valores
promedio de 2,2 .10* UFC/g de mohos y levaduras como contaminantes superficiales de

estas frutas, resultados coincidentes con los de este trabajo de tesis.

4.6 Efecto de la nebulizacion de dcido peracético sobre la reduccion de la carga

microbiana de zarzamoras

4.6.1 Efecto de la nebulizacion de dacido peracético sobre la reduccion de la carga

microbiana de zarzamora en el dia de aplicacion (Dia 0)

La carga microbiana inicial de las zarzamoras frescas (muestras control) utilizadas en los
ensayos de desinfeccion, fue en promedio, 3,0 log UFC/g para microorganismos aerobios

mesofilos totales y 3,5 log UFC/gpara mohos y levaduras.

Los resultados experimentales de la reduccion de microorganismos aerobios mesofilos
(RAMT)) y de mohos y levaduras (RMLy) para las muestras dia 0, en las condiciones del

disefio de nebulizacion se muestran en la Tabla 4.13.

Las pruebas de diagnosticos basadas en los residuos demuestran que se cumple
adecuadamente con las suposiciones de normalidad, homogeneidad de la variancia e
independencia de los datos experimentales necesarias para la aplicacion del ANOVA.

Estas pruebas se presentan en la Figura 7.6 del Anexo.
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Tabla 4.13. Resultados experimentales de la reduccion microorganismos mesofilos totales

(AMTy) y de mohos y levaduras (RML) de zarzamoras nebulizadas con APA en el dia 0

APA Tiempo RAMT, RML,
(nL/L) (min) (—log Ny /Nco) (—log N¢/Nco)

100 15 1,98 2,48
20 15 1,13 1,22
20 60 1,68 1,57
60 5,7 1,02 1,27
60 37,5 1,20 1,44
60 37,5 1,02 1,70
34 37,5 0,33 0,60
60 37,5 1,38 1,78
60 69,3 1,38 1,70
100 60 1,68 2,48

116,6 37,5 1,90 2,00

APA: acido peracético, RAMT,: reduccion de microorganismos aerobios mesofilos totales
en el dia 0; RMLy: reduccion de mohos y levaduras en el dia 0; Ny nimero de
microorganismos (UFC/g) luego del tratamiento en el dia 0; Ngp: numero de

microorganismos (UFC/g) de las muestras control en el dia 0.

El analisis ANOVA correspondiente al modelo predictivo deRAMT, y RML, para las

zarzamoras en el dia 0,se muestranen la Tabla 4.14.

De acuerdo al andlisis de varianza, los modelos propuestos para RAMTyy RMLgno
presentaron falta de ajuste (p>0,05) y explican el 53% y 78% de la variabilidad de los
datos, respectivamente. Las DMA fueron aceptables. Se propone aceptar estos modelos

para representar los datos experimentales.
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Tabla 4.14. Analisis ANOVA de la reduccion de microorganismos aerobios mesofilos

totales (RAMT,) y de mohos y levaduras (RML) de zarzamoras nebulizadas con APA en el

dia 0
Fuente Gl RAMT, RML,
Suma de Valor-P Suma de Valor-P
Cuadrados Cuadrados

A:Concentracion APA (pL/L) 1 0,5 0,0469 2,1 0,0144
B:Tiempo (min) 1 0,07 0,2458 0,1 0,1970
AA 1 0,02 0,5203 0,006 0,6960
AB 1 0,2 0,1237 0,03 0,4287
BB 1 0,2 0,1427 0,02 0,5145
Falta de ajuste 3 0,8 0,0908 0,6 0,1381
Error puro 2 0,05 0,06
R’ 0,53 0,78
DMA (%) 15,7 12,3

Términos significativos p< 0,05

Gl: grados de libertad; APA: acido peracético, DMA: desviacion media absoluta; RAMT:

reduccion de microorganismos aerobios mesofilos totales en el dia 0; RMLy: reduccion de mohos

y levaduras en el dia 0.

Para ambos modelos se observa que la concentracion de APA presentd un valor-P menor

que 0,05, indicando que esta variable operativa afecta significativamente la reduccion del

nimero de microorganismo de ambos grupos microbianos.

En la Figura 4.15y 4.16se observan los efectos estimados de las variables independientes

sobre las respuestas RAMT, y RML,; mediante el Diagrama de Pareto y los efectos

principales, respectivamente.
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Figura 4.15. Diagrama de Pareto (a) y grdfico de efectos principales(b) para la
reduccion de microorganismos aerobios mesofilos totales (RAMTy)de zarzamoras

nebulizadas con APA en el dia 0.
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Figura 4.16. Diagrama de Pareto (a) y grdfico de efectos principales(b) para la

reduccion de mohos y levaduras (RMLy) de zarzamoras nebulizadas con APA en el dia 0.
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Como puede apreciarse a medida que aumenta la concentracion de APA se produce un

aumento de la reduccidon de microorganismos aerobios mesofilos y de mohos y levaduras.

Los modelos obtenidos mediante el procedimiento de regresion paraRAMT, y RML, se

muestran en la Ecuacién4.13 y 4.14, respectivamente.

RAMT,= 0,88 + 0,0065 C (4.13)

RMLy= 0,88 +0,013 C (4.14)

Donde C es la concentracion de acido peracético (LL/L) y t es el tiempo de tratamiento

(min).
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Tanto el modelo RAMTycomo el modelo RML, para zarzamoras en el dia 0 se vieron

afectados por la concentracion (C) a través del término lineal.

Lasuperficie de respuesta y grafico de contornos para RAMT, se muestran en la Figura

4.17.

Figura 4.17.Superficie de respuesta (a) y grdfico de contorno (b) para la reduccion de

microorganismos aerobios mesofilos totales (RAMT,) de zarzamoras nebulizadas con APA
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Para todas las concentraciones de APA, el tratamiento presenta una capacidad de
desinfeccion de microorganismos aerobios mesoéfilos totales de 2 ciclos logaritmicos tanto

para tiempos cortos como largos.

Lasuperficie de respuesta y grafico de contornos para RMLjse muestran en la Figura 4.18.
En la misma puede observarse que el aumento en la concentracion de APA reduce
significativamente los niveles de mohos y levaduras, ademas, las maximas reducciones

corresponden a la maxima concentraciéon de APA y tiempos aplicados.
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Figura 4.18. Superficie de respuesta (a) y grafico de contorno (b) para la reduccion de

mohos y levaduras (RMLy) de zarzamoras nebulizadas con APA en el dia 0
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La aplicacion por nebulizacion de sustancias antimicrobianas para lograr reducir el nimero
de microorganismos presentes en la superficie de las frutas fue utilizada con éxito por
diversos investigadores. Vardar et al. (2012), citado anteriormente,comprobaron que la
aplicacion de peroxido de hidrogeno por nebulizacion, con una concentraciéon de2000 pL/L
durante 60 min redujo aproximadamente en 1,5 y 2 érdenes logaritmicos la poblacion de

bacterias y hongos de la superficie de frutillas, respectivamente.

Karabulut ez al. (2009) estudiaron la eficacia de la nebulizacién con dioxido de cloro para
el control de enfermedades postcosecha de higo negro.La aplicacion de didxido de cloro en
una concentracion de 1000 ppm durante 60 min fue efectiva para reducir la poblacion de
microorganismos mesofilos totales y hongos en la superficie de la fruta en 1,7 y 1,6 ciclos

logaritmicos, respectivamente.
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En el presente trabajo de tesis, la aplicacion de una concentracion de 80 pL/L de APA
durante 60 min de logra una reduccion de 2 ciclos logaritmicos tanto para

microorganismos aerobios mesofilos totales como para mohos y levaduras.

En una investigacion realizada en zarzamoras, Mendes Furlan et al. (2011) evaluaron el
efecto del cloro y del agua ozonizada como agentes desinfectantes para disminuir la carga
fungica de las frutas. Con tratamientos de desinfeccion por inmersion en soluciones de
hipoclorito de sodio de 200 ppm durante 10 min y de agua ozonizada de 0,6 ppm durante 3
min, lograron una reduccion de 0,7 y de 0,8 ciclos logaritmicos, respectivamente, sobre los
hongos presentes en la superficie de las zarzamoras. Para lograr un nivel de reduccion
equivalente mediante la nebulizacion con acido peracético investigada en la presente tesis,
se requiere una concentracion de 6,2 pL/L del antimicrobiano para cualquier tiempo de

tratamiento.

4.6.2 Efecto de la nebulizacion de dcido peracético sobre la reduccion de la carga

microbiana de zarzamora luego de 7 dias de almacenamiento a 2°C (Dia 7).

El recuento microbiano inicial en las muestras no tratadas (muestras control) fue en
promedio 3,0 log UFC/g.para microorganismos mesofilos totales y 4,3 log UFC/g para
mohos y levaduras. Las muestras no tratadas mostraron un aumento en la poblacion
fingica durante el almacenamiento en frio de 0,8 ciclos log, mientras que los
microorganismos aerobios mesofilos totales se mantuvieron en los mismos niveles. Este
comportamiento fue observado también en el caso de las frutillas, lo que se revalida la
importancia de reducir los niveles de esta poblacion, para minimizar el deterioro producido

por los microorganismos en las frutas y en particular en las zarzamoras.

Los resultados experimentales de la reduccion microorganismos aerobios mesofilos totales
y de mohos y levaduras de las zarzamoras en las condiciones del disefio de nebulizacion,

luego de 7 dias de conservacion a 2°C se muestran en la Tabla 4.15.
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Tabla 4.15. Resultados experimentales de la reduccion de microorganismos mesofilos
totales (RAMT;) y de mohos y levaduras (RML;) de zarzamoras nebulizadas con APA

después de 7 dias de conservacion a 2°C

APA Tiempo RAMT; RML,
(uL/L) (min) (= log N7/N¢7) (= log N7/N¢7)

100 15 2,96 2,68
20 15 1,66 2,07
20 60 2,96 0,80
60 5,7 1,06 2,07
60 37,5 2,96 2,50
60 37,5 1,96 2,58
34 37,5 0,40 0,77
60 37,5 2,96 2,68
60 69,3 1,36 2,24
100 60 2,96 4,28

116,6 37,5 2,96 2,50

APA: acido peracético, RAMT; = reduccion de microorganismos aerobios mesofilos
totales en el dia 7; RML, = reduccion de mohos y levaduras en el dia 7; N;: numero de
microorganismos (UFC/g) luego del tratamiento en el dia 7; N¢;: ntmero de

microorganismos (UFC/g) de las muestras control en el dia 7.

Las pruebas de diagnosticos basadas en los residuos demuestran que se cumple
adecuadamente con las suposiciones de normalidad, homogeneidad de la variancia e
independencia de los datos experimentales necesarias para la aplicacion del ANOVA.

Estas pruebas se presentan en la Figura 7.7 del Anexo.

El analisis ANOVA correspondiente al modelo predictivo deRAMT; y RML; para las

zarzamoras en el dia 7,se muestranen la Tabla 4.16.
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Tabla 4.16. Analisis ANOVA de la reduccion de microorganismos aerobios mesofilos
totales (RAMT;) y de mohos y levaduras (RML;) de zarzamoras nebulizadas con APA

después de 7 dias de conservacion a 2°C

Fuente Gl RAMT, RML,
Suma de Valor-P Suma de Valor-P
Cuadrados Cuadrados
A:Concentracion APA (pL/L) 1 3,0 0,0948 53 0,0059
B:Tiempo (min) 1 0,4 0,4017 0,04 0,3743
AA 1 0,2 0,5444 0,4 0,0728
AB 1 0,4 0,3772 2,1 0,0150
BB 1 1,0 0,2329 0,00002 0,9823
Falta de ajuste 3 3,6 0,2249 1,0 0,0902
Error puro 2 0,67 0,06
R’ 0,53 0,88
DMA (%) 19,4 10,0

Términos significativos p< 0,05
Gl: grados de libertad; APA: acido peracético, DMA: desviacion media absoluta; RAMT;:
reduccioén de microorganismos aerobios mesofilos totales en el dia 7; RML;: reduccion de mohos y

levaduras en el dia 7.

El valor-P para la falta de ajuste es mayor que 0,05 en ambos modelos. Para la respuesta
RAMT), se observa que ninglin efecto presentd un valor-P menor que 0,05, por lo tanto, ni
la concentracion de APA ni el tiempo de tratamiento afectan significativamente la
reduccién de este grupo microbiano. Para el caso deRML el coeficiente de determinacion
R? fue adecuadoya que explica el 88% de la variabilidad de los datos y la DMA fue
aceptable, por lo tanto se propone aceptar este modelo para representar los datos

experimentales.

En la Figura 4.19 se observan los efectos de las variables independientes sobre la respuesta

RMLevaluados mediante el Diagrama de Pareto y el grafico de efectos principales. Como
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puede observarse, a concentracion de acido peracético utilizada en el dia del tratamiento y
el tiempo de aplicacion afecta significativamente la reduccion de mohos y levaduras
presentes luego de 7 dias de almacenamiento.

Figura 4.19. Diagrama de Pareto (a) y grdfico de efectos principales (b) para la

reduccion de mohos y levaduras (RML ;) de zarzamoras nebulizadas con APA después de

7 dias de conservacion a 2°C
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El modelo reducido obtenido, se muestra en la Ecuacion 4.15.
RML;=2,70 - 0,0095C - 0,044 t + 0,0008 C.t (4.15)

Donde C es la concentracion de acido peracético (uL/L) y t es el tiempo de tratamiento

(min).

El modelo RML; para zarzamoras en el dia 7 se vio afectado por la concentracion (C) y
tiempo (t) a través de los términos lineales y por el término combinado concentracion y

tiempo (C.t).

Las superficies de respuestas y graficos de contorno para RML; se muestran en la Figura

4.20.
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Figura 4.20. Superficie de respuesta (a) y grafico de contorno (b) para la reduccion de

mohos y levaduras (RML;) de zarzamoras nebulizadas con APA después de 7 dias de

conservacion a 2°C
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Las predicciones para RML;(Ec. 4.15 y Ec.4.14)obtenidas en las maximas condiciones de
disefio de nebulizacion estudiado (116,6 uL/L y 69,3 min), son 1,7y 4,8 logeneldiaOy 7,
respectivamente. Estos resultados muestran una importante reduccién en mohos y
levaduras, después de 7 dias de almacenamiento indicando una accion residual del APA en

las frutas nebulizadas.

Este aspecto resulta de especial importancia considerando que las muestras control (sin
tratamiento de desinfeccion), mostraron un aumento del recuento flingico de 0,8 log
durante el almacenamiento en frio y que la zarzamora, por su pH bajo, presenta
condiciones adecuadas para el desarrollo de hongos responsables del deterioro

postcosecha.
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4.3 Efecto de la nebulizacion de APA sobre los parametros de color de la zarzamora

Se determinaron los parametros de color L* (luminosidad), a* (rojo / verde),b* (amarillo /
azul), C*,, (cromaticidad) y h,, (tonicidad) para describir los cambios de color de la

zarzamora.

4.3.1 Efecto de la nebulizacion de APA sobre los parametros de color de la

zarzamora en el dia de aplicacion (Dia 0).

Los parametros de color de las zarzamoras frescas el dia 0 (muestras control) fueron 22,21
+2,32; 1,00 = 0,77; -2,12 + 0,42; 2,44 £ 0,54 y 324,51 + 16,25 para Lco*, aco*, beo*,

Cabco™ ¥ hapco™, respectivamente.

Los resultados experimentales de los cambios en los parametros de color (8Ly *, dap*,
Obo*,0C* 0 ¥ Oh,p™) obtenidos después de la desinfeccion de nebulizacion con APA en el
dia 0 se muestran en la Tabla 4.17 y el analisis ANOVA de los modelos correspondientes,

en la Tabla 4.18.

Los modelos presentaron una falta de ajuste no significativa (P> 0,05) y el R* y los valores

DMA fueron aceptables.

De las respuestas mostradas en la Tabla 4.17, s6lo para la variacion en el pardmetro de
color b* (dby*) resultd significativamente afectado por las variables de nebulizacion

estudiadas (Tabla 4.18).
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Tabla 4.17. Resultados experimentales de los cambios en los parametros de color(dLy*

dap™ 0bp™* dC*p0 y O0ho™) de zarzamoras nebulizadas con APA en el dia 0

APA Tiempo oLy* dap* oby* 0C* 10 ohy*
(nL/L) (min)

100 15 -19,50 133,18 -20,66 22,94 9,81
20 15 -26,81 64,84 15,65 26,12 2,94
20 60 -17,84 126,13 4,21 29,90 7,74
60 5,7 -10,37 99,77 -0,06 24,41 6,13
60 37,5 -11,78 138,37 -14,89 27,82 9,36
60 37,5 -3,50 36,70 -9,58 0,52 3,48
3.4 37,5 -8,94 147,54 -7,03 35,27 8,89
60 37,5 -20,72 93,80 -13,70 13,90 7,25
60 69,3 -19,48 87,86 -10,13 14,32 6,56
100 60 -11,76 151,94 -41,68 20,09 13,07

116,6 37,5 -21,63 83,26 -25,40 20,98 5,11

APA: acido peracético; dLy*: cambio en el parametro L*; day*: cambio en el parametro a*; dby*:

cambio en el pardmetro b*; 6C* o : cambio en el parametro C*; dh,,*: cambio en el parametro h*

en el dia 0.
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Tabla 4.18. Analisis ANOVA de los cambios en los parametros de color(dLy*; dag*;0bp™; 0C*4p0; Ohano™®) de zarzamoras nebulizadas con

APA en el dia 0

Fuente Gl OLy* oap* oby* oC* 0 Ohy*
Suma de Valor-P Suma de Valor-P  Suma de Valor-P Suma de Valor-P  Suma de Valor-P
Cuadrados Cuadrados Cuadrados Cuadrados Cuadrados
A:Concentraciéon APA 1 2,6 0,8689 1,3 0,9841 12440 0,0062 137,8 0,4805 5,9 0,5014
B:Tiempo 1 1,8 0,8896 499.,4 0,7039 379,8 0,0198 22,2 0,7627 9,4 0,4117
AA 1 38,5 0,5461 1535,9 0,5223 28,9 0,1934 299,0 0,3328 1,9 0,6886
AB 1 0,4 0,9496 452,2 0,7170 0,3 0,8544 11,0 0,8308 0,6 0,8202
BB 1 33,4 0,5715 183,4 0,8153 61,4 0,1067 47,4 0,6641 0.4 0,8584
Falta de ajuste 3 262,2 0,4896 5869,9 0,6136 382,9 0,0579 37,5 0,9724 51,3 0,3595
Error puro 2 148,3 5194,6 15,5 372,7 17,7
R? 0,13 0,18 0,82 0,54 0,21
DMA (%) 16,7 16,6 16,7 11,4 18,4

Términos significativos p< 0,05
Gl: grados de libertad; APA: acido peracético; DMA: desviacion media absoluta; dL*): cambio en el parametro L*; da*,: cambio en el

parametro a*; db*(: cambio en el pardmetro b*; dC*, : cambio en el pardmetro C,,*; dh,,: cambio en el pardmetro h,, en el dia 0.
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En la Figura 4.21se presentan el diagrama de Pareto de las variables independientes sobre
la respuesta para el cambio en el pardmetro de color b* (8by*) y los efectos principales.
Figura 4.21. Diagrama de Pareto(a)y grafico de efectos principales (b) para elcambio en

el parametro de color oby* de zarzamoras nebulizadas con APA en el dia 0
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La concentracion de 4cido peracético y el tiempo de tratamiento afectan significativamente

el cambio del parametro b*, siendo la concentracion el efecto de mayor importancia.

La ecuacion del modelo reducido para dbo* para las zarzamoras en el dia 0 se presenta en

la ecuacion 4.16.
obp* = 18,21 -0,312C-0,306t (4.16)

Donde C es la concentracion de acido peracético (LL/L) y t es el tiempo de tratamiento
(min).
El modelo dby* se vio afectado por la concentracion (C) de APA vy el tiempo (t) a través

delos términos lineales.

La superficie de respuesta y el grafico de contornos para el cambio en el pardmetro de
color dby* en funcidn de la concentracion de APA y tiempo de tratamiento, se muestran en

la Figura 4.22.
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Como puede observarse en la misma, a medida que aumenta la concentraciéon de acido
peracético, disminuye ob*, es decir, las zarzamoras son menos azules, a tiempos de
tratamientos tanto largos como cortos. Como b¢ es menor a 0, si by,< be la muestra es mas
azul que control, por lo tanto (by-bc) <0 y db* > 0. Para el caso en que b, > bc la muestra

es menos azul que el control, ya que (by-bc) > 0 y 6b*< 0.

Figura 4.22. Superficie de respuesta (a) y grdfico de contornos(b) para elcambio en el

parametro de color dby*de zarzamoras nebulizadas con APA en el dia 0
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4.3.1 Efecto de la nebulizacion de APA sobre los pardametros de color en las

zarzamoras luego de 7 dias de almacenamiento a 2°C (Dia 7.)

Los parametros de color de las zarzamoras de control en el dia 7 fueron 24,83 + 3,57; 0,80
+ 0,71; -1,76 + 0,76; 2,07 £ 0,70 y 294,35 + 21,24 para L*c7, a*c7, ber*, C¥ape7 ¥ hapy,

respectivamente.
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Los resultados de los cambios en los parametros de color (8L;*, da;*, db7*, 0C* 7y Shan7)

y el analisis ANOVA de los modelos correspondientes obtenidos después de la

desinfeccion por nebulizacion con APA en el dia 7 se muestran en la Tabla 4.19 y 4.20,

respectivamente.

Tabla 4.19. Resultados experimentales de los cambios en los parametros de color(dL*

daz* dbs* 8C* h70han7*) de zarzamoras nebulizadas con APA después de 7 dias de

conservacion a 2°C

APA Tiempo oL,* oa* ob,* o0C* 7 ONgp7
(nL/L) (min)

100 15 -3,29 132,67 -38,38 11,08 12,00
20 15 -21,45 289,33 -5,76 81,92 12,74
20 60 -35,23 69,22 33,86 40,49 1,84
60 5,7 -37,28 121,38 29,63 49,23 4,53
60 37,5 -18,71 176,44 11,47 52,59 8,13
60 37,5 -21,66 246,28 21,21 80,40 9,49
34 37,5 -32,33 177,97 26,14 62,24 6,99
60 37,5 -25,02 275,03 1,72 80,16 11,79
60 69,3 -29.41 131,46 15,45 41,98 6,07
100 60 -27,59 182,44 1,03 48,36 9,28

116,6 37,5 -24,52 177,08 -3,30 44,19 9,52

APA: acido peracético; dLy*: cambio en el parametro L*; day*: cambio en el parametro a*; Jdb,*:

cambio en el parametro b*, 6C*,,,: cambio en el parametro C*,; 0h,,7: cambio en el parametro hy,,

enel dia 7.
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Tabla 4.20. Analisis ANOVA de los cambios en los parametros de color (0Ly* 6ap* db7*0C* 410y Ohans™) de zarzamoras nebulizadas después

de 7 dias de conservacion a 2°C

Fuente Gl (SL()* 5610* (Sbo* 5C*abg éhab*

Suma de Valor-P Suma de Valor-P  Suma de Valor-P Suma de Valor-P  Suma de Valor-P
Cuadrados Cuadrados Cuadrados Cuadrados Cuadrados

A:Concentracion APA 1 169,7 0,0540 249,7 0,7848 14334  0,0603 978,9 0,1895 13,2 0,1885

B:Tiempo 1 90,8 0,0945 30453  0,3901 4348  0,1658 25,9 0,7803 16,4 0,1603
AA 1 6,4 0,5067  3097,0  0,3869 132,6  0,3588 553,9 0,2788 0,3 0,7978
AB 1 27,7 0,2376  18208,8  0,1169 0,01 0,9924 15488 0,1329 16,7 0,1576
BB 1 70,2 0,1175  13542,6  0,1486 2,9 0,8779 10614 0,1785 16,4 0,1600
Falta de ajuste 3 491,7 0,0579  5022,5  0,6526  2042,5  0,1249 211,1 0,8420 42,0 0,2027
Error puro 2 19,9 5141,4 189,9 511,2 6,8
R’ 0,41 0,78 0,47 0,84 0,56
DMA (%) 15,1 15,6 18,9 16,7 19,8

Términos significativos p< 0,05
Gl: grados de libertad; APA: acido peracético, DMA: desviacion media absoluta; dL;*: cambio en el parametro L*; da;*: cambio en el pardmetro a*;

Ob;*: cambio en el parametro b*; 3C*,; : cambio en el parametro C*; dh,,;*: cambio en el parametro h*, en el dia 7
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Los modelos presentaron una falta de ajuste no significativa (P> 0,05) y el R? y los valores

DMA fueron aceptables.

Como puede observarse en la Tabla 4.20, la evaluacion instrumental del color no presentd
cambios significativos en ninguna de los parametros evaluados luego de la conservacion de

las zarzamoras a 2°C durante 7 dias.

Para todos aquellos parametros de color en los que los modelos no muestran términos
significativos en el ANOVA, se analizd si las muestras control y tratadas eran
significativamente diferentes tanto en el dia 0 como luego de 7 dias a 2°C. También se
determind si los parametros de color evaluados en cada muestra se modificaron
significativamente durante el almacenamiento. En la Tabla 4.21 se muestran los valores

promedios de los parametros de color de todas las corridas experimentales.

Segun los resultados, por efecto del tratamiento de desinfeccion se observan cambios en
los atributos de color, las frutas son menos luminosas, de color mas intenso (Cap tratadas™Cab
control), MAs rojas que las frutas sin tratar, tanto al dia 0 como 7. En cuanto al angulo de
tono, se observa que para el dia 0 y luego de 7 dias, las frutas son menos azules que las

frutas sin tratar.

El efecto del almacenamiento a 2 °C durante 7 dias no provoca cambios importantesen los

atributos de color de las zarzamoras control y tratadas.
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Tabla 4.21. Valores promedios de las corridas experimentales de los parametros de color

de la muestras control y de las muestras tratadas en el Dia 0 y Dia 7.

Parametro Dia Promedio de muestras Promedio de muestras
control tratadas
0 2221 +2,324 18,73 +1,52*°
L*
7 24,83 + 3,57 18,59 + 2,324
0 1,00 + 0,774 2,06 + 0,374
a*
7 0,80 + 0,714 2,23 +0,54%°
0 - B
b*
7 -1,76 0,76 -1,91 £ 0,36
0 2,44 +0,54" 2,84 + 022
C*ab
7 2,07 + 0,70 2,98 + 0,414
0 293,48 + 16,05 316,93 + 8,71*
hab
7 294,35 + 21,24 319,05 + 9,85

Valores con diferente letra maytscula en la misma columna son significativamente
diferentes (p<0,05). Valores con diferente letra mintscula en la misma fila son

significativamente diferentes (p<0,05).

4.8 Efecto de la nebulizacion de APA sobre la reduccion de E.coli inoculada en
zarzamoras en el dia de la aplicacion (Dia 0) y luego de 7 dias de almacenamiento a 2°C

(Dia 7)

Para evaluar la eficacia del tratamiento de desinfeccion aplicado, en este caso sobre las
zarzamoras, se llevaron a cabo ensayos de inoculacion segin lo descripto en el punto 3.4.3.
De esta manera, los microorganismos inoculados en la fruta se recuperaron y enumeraron
luego del tratamiento para determinar la reduccion producida por accidon de la nebulizacion

con APA.

Para realizar este experimento se prepard una suspension de E.coli para obtener un

recuento en las zarzamoras inoculadas igual o superior a 10> UFC/g.
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El valor inicial de E.coli en las zarzamoras inoculadas estuvo comprendido entre 5,6 y 6,0

log UFC/g.

Los resultados experimentales de la desinfeccion de zarzamoras inoculadas
experimentalmente con E.coli parael dia 0 y dia 7, en las condiciones del disefio de
nebulizacion se muestran en la Tabla 4.22.

Tabla 4.22.Recuentos microbiologicos de E.coli enzarzamoras nebulizadas con APA en el

dia 0y después de 7 dias de conservacion a 2°C

APA Tiempo Recuento de E.coli Recuento de E.coli
(uL/L) (min) (log UFC/g) (log UFC/g)
Dia 0 Dia 7
100 15 0,00 0,00
20 15 1,00 0,00
20 60 1,80 0,00
60 5,7 0,00 0,00
60 37,5 0,00 0,00
60 37,5 0,00 0,00
34 37,5 5,53 2,26
60 37,5 0,00 0,00
60 69,3 0,00 0,00
100 60 0,00 0,00
116,6 37,5 0,00 0,00

APA: acido peracético; UFC/g: unidades formadoras de colonias por gramo

de zarzamora.

Los resultados obtenidos en la nebulizacion con APA en el dia de aplicacion (dia 0)

mostraronuna considerable inactivacion de E.coli.
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La supervivencia de este microorganismo se evidencidé cuando se aplicaron los
tratamientos de desinfeccion con las menores concentraciones de &acido peracético

utilizadas (en el rango de 3,4 a 20 puL/L de APA) independientemente del tiempo de

tratamiento aplicado.

En el dia 7, luego del periodo de conservacion a 2°C, se mantuvo la inactivacion de E.coli,
este microorganismo no se recuperd en las diferentes corridas experimentales, con
excepcion del tratamiento con menor concentracion de APA (3,4 pL/L y 37,5 min), que

corresponde al méaximo valor de recuento obtenido luego de la aplicacion en el dia 0.

En la Figura 4.23se resumen los resultados de la desinfeccion con APA de zarzamoras

inoculadas con E.coli en el dia 0 y luego de 7 dias de conservacion a 2°C

Figura 4.23.Recuento microbiologico de E.coli enzarzamoras nebulizadas con APA en el

dia 0 (a) y después de 7 dias de conservacion a 2°C (b)
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El analisis de los resultados obtenidos, imposibilita generar un modelo predictivo para

estudiar la operacion de desinfeccion sobre la reduccion de E.coli inoculada en zarzamora.
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Sin embargo, se sugiere que concentraciones de APA superiores a 20uLl/L serian
suficientes para conseguir la reduccion hasta valores no detectables de este

microorganismo en el dia del tratamiento y luego del periodo de conservacion refrigerado.

Un aspecto importante a considerar en la inactivacion alcanzada en este ensayo de
desinfeccion incluye el potencial efecto de compuestos antimicrobianos de origen natural

presentes en las zarzamoras (Sofos ef al.1998).

Cuando las células microbianas de la superficie de las frutas entran en contacto con acidos
organicos u otros antimicrobianos durante el proceso de homogeinizacion en stomacher, se
produce la liberacion de fluidos tisulares que pueden haber causado la inhibicion o lesion
subletal de las células de E.coli, efecto que se adiciona a la accion del acido peracético

(Sofos et al.1998; Zia-Ul-Hagq et al. 2014).
4.9 Optimizacion del modelo de desinfeccion

Se procedié a realizar una optimizacion multiple delos tratamientos de desinfeccion de
frutillas y zarzamoras. Esta se realizocon las respuestas expresadas como reduccion de
microorganismos aerobios mesoéfilos totales (RAMT), reducciéon de mohos y levaduras
(RML) y porcentajes de los cambios de color en el dia 0 con respecto a la materia prima

sin tratar(%JoL* y %0a* para las frutillas y %d0b* para las zarzamoras).

En esta optimizacion, realizada mediante la funciéon de deseabilidad de Derringer, se
plante6 encontrar condiciones de las variables en donde se maximice la reduccion
microbioldgica manteniendo sin cambios el color de la fruta,aspecto relacionado con la
aceptacion organoléptica por los consumidores.La eleccion de estas respuestas se hizo en
base a que los cambios en los parametros L* y a* fueron respuestas significativas y
resultaron apropiados para comprobar el color de las frutillas, de la misma manera que el
parametro b* lo fue para las zarzamoras.
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Los criterios usados en la funcion deseabilidad de Derringer se muestran en la Tabla 4.23 y

4.24 para frutillas y zarzamoras, respectivamente.

Tabla 4.23. Rangos obtenidos y criterios utilizados en la optimizacion de la desinfeccion

de frutillas usando la funcion de Derringer.

Valor Valor Criterios
Respuesta ) ) )
inferior superior Objetivo pi
RAMT 0,68 3,06 maximice 3
RML 0,32 3,13 maximice 3
oL* -4,16 9,18 acierto 0 3
oa* -6,94 0,62 acierto 0 3

pi: importancia relativa, RAMT: reduccion de microorganismos mesofilos
totales, RML: reduccion de mohos y levaduras, JL*: cambios en el parametro

L* y da*: cambios en el parametro a*.

Tabla 4.24. Rangos obtenidos y criterios utilizados en la optimizacion de la desinfeccion

de zarzamoras usando la funcion de Derringer.

Valor Limite Criterios
Respuesta
inferior superior Objetivo pi
RAMT 0,33 1,98 maximice 3
RML 0,6 2,48 maximice 3
ob* -41,68 15,65 acierto 0 3

pi: importancia relativa, RAMT: reduccion de microorganismos mesofilos

totales, RML: reduccion de mohos y levaduras, db*: cambios en el parametro b*.
El valor de deseabilidad alcanzado y los valores de la concentracion y tiempo Optimos
para alcanzar méaxima reduccion microbioldgica sin cambios en el colorde las frutillas, se
muestran en la Tabla 4.25. En la Figura 4.24 se muestra el grafico de deseabilidad obtenido

en esas condiciones.

105



RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 4.25. Valor de deseabilidad y valores optimos de concentracion de APA y tiempo de

tratamiento para frutillas

Deseabilidad Factor Valor Optimo
Concentracion APA (uL/L) 96,9
0,86
Tiempo (min) 69,3

Figura 4.24. Grafico de deseabilidad obtenido para la optimizacion de la desinfeccion de

frutillas
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En la Tabla 4.26 y en la Figura 4.25 se muestranel valor de deseabilidad alcanzado y los
valores de la concentracion y tiempo Optimos para alcanzar maxima reduccion

microbiologica sin cambios en el colorde las zarzamoras y el grafico de deseabilidad

obtenido en esas condiciones, respectivamente.

Tabla 4.26. Valor de deseabilidad y valores optimos de concentracion de APA y tiempo de

tratamiento para zarzamoras

Deseabilidad Factor Valor Optimo
Concentracion APA (uL/L) 74,2
0,96
Tiempo (min) 5,7
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Figura 4.25. Grafico de deseabilidad obtenido para la optimizacion de la desinfeccion de

zarzamoras
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4.10 Validacion delos modelos propuestos de desinfeccionen las condiciones establecidas

a partir de la optimizacion de las multiples respuestas.

En las condiciones experimentales que optimizaban las respuestas se procedio a la

validacion de los modelos.

Para las frutillas, se realizaron las experiencias posteriores de nebulizacion en las

condiciones determinadas en la Tabla 4.25.

Los valores predichos de las respuestas y los valores experimentales obtenidos luego de la

desinfeccion se muestran en la Tabla 4.27.

Tabla 4.27. Valores de las respuestas predichas y experimentales en la optimizacion de las

desinfeccion de frutillas

Respuesta Valor predicho Valor experimental
RAMT 2,8° 2,4+0,3°
RML 2,5° 1,8+0,2°
SL* 0,0° 14,7 +2,2°
da* -1,3° 9,8 +2,9°

Media + desviacion estandar. (n=3). Valores en la misma fila con diferente

letra son estadisticamente significativos (p<0,05).
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Los resultados obtenidos validaron el modelo del tratamiento de desinfeccion a partir de la

optimizacion de las respuestas.

No se observan diferencias significativas entre los valores predichos de las respuestas y los
resultados experimentales para la reduccion de microorganismos aerobios mesofilos totales
(RAMT) pero si hubo diferencia para la reduccion en la poblacion de mohos y levaduras
(RML). La diferencia observada, desde el punto de vista microbioldgico, es de pequefia
magnitud (0,7 ciclos logaritmicos) por lo que se considera que el ensayo de validacion

resulto satisfactorio.

Con respecto a los parametros de color analizados, los resultados experimentales fueron
estadisticamente diferentes. Como resultado del tratamiento de desinfeccion realizado, se
obtuvieron frutillas algo més claras y més rojas que las esperadas, siendo esto un aspecto

que resultd beneficioso para la calidad sensorial (color).

Una de las posibles causas las diferencias obtenidas, puede deberse a la utilizacion, en
estos ensayos, de la variedad de frutilla Camino Real, variedad diferente a la utilizada en

los ensayos de desinfeccion realizados en la presente tesis.

Las caracteristicas de las distintas variedades de frutillas podrian tener un comportamiento

diferente frente al 4cido peracético.
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5. CONCLUSIONES
Respecto de la carga microbiana de las frutillas y zarzamoras frescas enteras.

e  Se conocid la microbiota inicial naturalmente presente en la materia prima, frutillas y
zarzamoras, de nuestra region. Se determiné la carga microbiana inicial de

microorganismos aerobios mesofilos totales y hongos.

En ambas frutas la microbiota estuvo constituida por bacterias, levaduras y mohos,
reconocidas por las caracteristicas macroscopicas de las colonias desarrolladas sobre
medios de cultivo.En las zarzamoras se observaron en mayor proporcion, colonias
correspondientes a levaduras y mohos, diferencia relacionada con las caracteristicas

de cultivo propias de cada fruta.

Respecto de los cambios sobre la carga microbiana y el color de frutillas y zarzamoras

debido a los tratamientos de desinfeccion por nebulizacion.

e  Los resultados obtenidos de la desinfeccion por nebulizacion con acido peracético de
frutillas y de zarzamoras en el espacio experimental ensayado (3,4 — 116,6 uL/L acido
peracético, 5,7 — 69,3 min), indicaron que las variables del proceso y los niveles utilizados

lograron la reduccion de la carga microbiana presente naturalmente en las frutas.

Para las frutillas, la concentracion de 4cido peracético y el tiempo aplicado en el dia
del tratamiento de desinfeccion, incidieron significativamente en la reduccion tanto
de microorganismos aerobios mesofilos totales como de mohos y levaduras. Se

obtuvieron los modelos predictivos para cuantificar dichas reducciones.

En el caso de las zarzamoras, la concentracion de &cido peracético fue el tnico factor

significativo para la reduccion de microorganismos aerobios mesofilos totales y de
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mohos y levaduras, en el dia de aplicacion del tratamiento. Se obtuvo el modelo

matematico predictivo para cada grupo microbiano.

e Los resultados obtenidos el dia de aplicaciéon de la nebulizacidénindican que el
tratamiento de desinfeccion produce cambios en la calidad sensorialde frutillas y

zarzamoras, modificando el color original de ambas frutas.

En frutillas, se obtuvieron modelos para los cambios en los parametros de color dLy*,
dap*, Obp* y OC* 0. Estos fueron afectados por las variables del proceso,
concentracion de APA y tiempo de tratamiento. No se obtuvo modelo predictivo para
los cambios en el angulo de tono, dh,n*. Se encontré que la nebulizacién provoca
una pérdida del color rojo en todo el dominio experimental ensayado, el parametro
de color a* se modifica en un 9%, en promedio, con respecto al parametro a*
correspondiente a la materia prima. Ademas, la aplicacion de altas concentraciones

de APA ocasiona un oscurecimiento de las frutillas.

Para las zarzamoras, las variables de la desinfeccion, en el dia de aplicacion del
tratamiento, afectaron s6lo uno de los parametros estudiados, dby*. Para este caso se
obtuvo un modelo predictivo en funcién de la concentracion de APA. Si bien el resto
de los pardmetros de color no mostraron cambios significativos con las variables del
proceso, el aumento en la concentracion de APA aplicado en la nebulizacion produce
pérdida de tono azul, tanto a tiempos largos como cortos de tratamiento. El

parametro de color b* se modifico en un 12% con respecto a la materia prima.

Respecto a la eficacia del tratamiento sobre Escherichia coli en frutillas y zarzamoras

inoculadas experimentalmente.
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e  En las frutillas, la concentracion de acido peracético y el tiempo de nebulizacion en
el dia de aplicacion, afectaron significativamente la reduccién de E.coli inoculada. Se

obtuvo un modelo matematico predictivo que permite cuantificar dicha reduccion.

e  En las zarzamoras se produjo una alta reduccion del nimero de E.coli en el dia del
tratamiento de desinfeccion. Si bien la inoculacion experimental fue satisfactoria, la accion
del APA sumada a las caracteristicas antimicrobianas propias de la zarzamora, ocasionaron

la inactivacion del microorganismo, lo que imposibilité generar un modelo predictivo.

Respecto a la efectividad del tratamiento luegodel almacenamiento postcosecha bajo
refrigeracion sobre las poblaciones de microorganismos contaminantes (nativos e

inoculados) y la calidad sensorial.

e  Los resultados obtenidos luego del almacenamiento de 7 dias a 2°C muestran que el
tratamiento de desinfecciéon con APA permitié mantener cuantitativamente las poblaciones
de microorganismos en los niveles logrados luego de la desinfeccion en frutillas y

zarzamoras.

En frutillas, la concentraciéon de acido peracético y el tiempo de tratamiento
incidieron significativamente en la reduccion de microorganismos aerobios mesofilos
totales y de mohos y levaduras lograda con los tratamientos de desinfeccion iniciales,
luego de 7 dias de almacenamiento a 2°C. En este escenario, se obtuvieron sendos
modelos predictivos que permitieron cuantificar las reducciones que se alcanzan en

€se momento.

Para las zarzamoras, la concentraciéon de acido peracético aplicada en Ila
desinfeccion, fue el unico factor significativo que influyé en la reduccion de mohos y
levaduras luego de 7 dias de almacenamiento refrigerado a 2°C. En este escenario, se

obtuvo un modelo matematico que permite cuantificar dicha reduccion.
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e Tanto en las frutillas como en las zarzamoras se obtuvo una alta inactivacion de
E.coli luego del periodo de almacenamiento refrigerado, lo que imposibilitd generar los
modelos predictivos correspondientes. pero que sugeririan un escenario favorable desde el
punto de vista de la inocuidad del producto, que se orientaria hacia una mayor inactivacion

con el transcurso del tiempo.

o En las frutas control, sin tratamiento, y luego del almacenamiento de 7 dias a 2°C,
se observan cambios leves en la calidad sensorial.de las frutillas y zarzamoras. Se verifican
cambios propios de la senescencia, como son la pérdida del color rojo y azul en frutillas y

zarzamoras respectivamente, y colores menos intensos.

o Luego del almacenamiento de 7 dias a 2°C, el tratamiento de desinfeccion produce

efectos diferentes en el color de las frutillas y zarzamoras.

En las frutillas, se obtuvieron modelos para los parametros de color 6L; *, da;*, ob*

y 0C*,p7. No se obtuvo modelo para los cambios en el &ngulo de tono, dhp7™*.

La nebulizacion con APA provoco cambios en la calidad sensorial, se intensifico la

pérdida del color rojoy produjo el oscurecimiento de las frutas.

En zarzamoras, la aplicacion de APA en cualquier condicion de las variables elegidas
en el rango ensayado, no produjo cambios importantes en la calidad sensorial
después del almacenamiento refrigerado. Los parametros de color no mostraron
cambios significativos con las variables del proceso, aunque las zarzamoras tratadas
resultaron menos azules que las frutas sin tratar, el pardmetro de color b* se modifica

en un 10% con respecto a la materia prima sin tratamiento.
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Respecto a la optimizacion de la operacion de desinfeccion de frutillas y zarzamoras.

e La metodologia de optimizacion de multiples respuestas permitié determinar las
condiciones Optimas de desinfeccion para maximizar la reduccion microbioldgica y
minimizar los cambios en el color, tanto en frutillas como en zarzamoras. Las condiciones
Optimas obtenidas para frutillas fueron 96,9 uL/L de APA y 69,3 min y para zarzamoras

74,2 uL/L de APA y 5,7 min.

e  Para las frutillas, la validacién de los modelos obtenido en las condiciones optimas,
resultd satisfactorioy permitié6 demostrar la eficacia del mismo preservando su calidad

microbioldgica y sensorial.

Los microorganismos aerobios mesofilos totales no presentaron diferencias
significativas entre los resultados experimentales y los predichos por el modelo, no
asi para la poblacion fingica, donde se obtuvo una diferencia de pequefia magnitud.
Las frutillas sometidas al tratamiento de desinfeccion resultaron mas rojas y mas
claras que lo predicho por el modelo, por lo que, si bien hubo diferencias

significativas, resultd un caracteristica favorable para la calidad sensorial.

Los resultados obtenidos en esta tesis implican una contribucion relevante en lo que
respecta a la desinfeccion de frutillas y zarzamoras con 4&cido peracético, un
antimicrobiano amigable con el ambiente, aplicado mediante la técnica de nebulizacion.
Esto demostraria que dicha operacion podria ser una tecnologia postcosecha adecuada para
reducir y controlar la carga microbioldgica presente ypreservar la calidad sensorial de las

frutas incluso luego de 7 dias de almacenamiento a 2°C.
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Figura 7.1. Grdficos de diagnostico para los modelos RAMTyy RML, de frutillas

nebulizadas con dacido peracético en el dia ()
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residuo
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Figura 7.2. Graficos de diagnostico para los modelos RAMT; y RML; para frutillas

nebulizadas con acido peracético después de 7 dias de conservacion a 2°C
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Figura 7.3. Grdficos de diagnostico paralos modelos cambio en los parametros de color de
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ANEXO

Figura 7.5. Grdficos de diagnostico para los modelos RECyy REC; para frutillas nebulizadas
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residuo

Figura 7.6. Grdficos de diagnostico para los modelos RAMTyy RMLypara zarzamoras

nebulizadas con dacido peracético en el dia ()
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ANEXO

Figura 7.7. Graficos de diagnostico para los modelos RAMT; y RML; para zarzamoras
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ANEXO

Figura 7.8. Grdficos de diagnostico paralos modelos cambio en los parametros de color de
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Figura 7.9. Grdficos de diagnostico paralos modelos cambio en los parametros de color de
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