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RESUMEN

Para satisfacer la creciente demanda de productos vegetales que conserven su
calidad de frescos y puedan ser directamente utilizados, aparecen en el mercado los
productos de la 4 gama, "listos para usar" 6 "minimamente procesados”. El objetivo es
ofrecer al consumidor un producto con apariencia similar a la del vegetal fresco, con vida
util extendida y al mismo tiempo producir un alimento seguro y que mantenga su calidad

sensorial y nutritiva.

Algunos de los procedimientos para conservar alimentos, utilizados
individualmente en vegetales listos para usar, pueden inadvertidamente conducir a un
producto potencialmente peligroso para el consumidor. Teniendo en cuenta la calidad, no
es conveniente realizar un unico tratamiento en condiciones extremas para inhibir el
desarrollo de microorganismos Yy la actividad enzimatica. Ademas, se debe considerar que
las células vegetales estan vivas y deben permanecer asi, o el tejido perdera su deseable

calidad de fresco.

La tecnologia de factores combinados es una metodologia adecuada al efecto.
Propone usar una combinacion apropiada de diversos tratamientos individualmente
subinhibitorios que mantengan la seguridad, calidad sensorial y nutritiva, y extiendan la

vida util.

Por ello, se analizé el efecto combinado de un agente antimicrobiano como el acido
citrico, un agente antioxidante como el acido ascorbico y el tipo de envase utilizado, sobre

la calidad de espinaca minimamente procesada durante el almacenamiento refrigerado.

Se desarrollaron modelos matematicos que permitieron analizar y predecir el efecto
de las concentraciones de acido citrico y acido ascoérbico, y del tiempo de almacenamiento
sobre el desarrollo de la flora aerobia mesofila (FAM), el pH de espinaca, la concentracion
de CO, y O, en la atmdsfera desarrollada en el envase y los atributos sensoriales de

calidad.
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Se determind que las atmodsferas desarrolladas en los envases de polipropileno
monoorientado (OPP) y polietileno de baja densidad (LDPE), ejercieron el mismo efecto
sobre la FAM. La FAM disminuy6 con el aumento de la concentracion de acido citrico. El
acido ascarbico redujo la FAM, principalmente a bajas concentraciones de acido citrico. El
modelo para FAM permitio determinar las concentraciones del tratamiento quimico que
darfan recuentos inferiores a 5.10° UFC/g (FAM<5.70), limite impuesto a la fecha de

elaboracion.

Durante el procesamiento, no se encontraron diferencias entre la FAM de la materia
prima y de la materia prima acondicionada, pero ambas fueron superiores a las obtenidas
para espinaca lavada (STQ) vy la tratada quimicamente (TQ). La FAM de las muestras TQ
fueron significativamente inferiores a las de las muestras STQ. Las muestras TQ

presentaron recuentos inferiores al limite establecido.

El pH de espinaca disminuy0 con el aumento de la concentracion de acido citrico y
acido ascorbico. Este efecto fue menor luego de 7 y 14 dias. EI pH aument6 durante el
almacenamiento. EI pH de espinaca envasada en OPP fue mayor al de la envasada en

LDPE. No se obtuvieron valores de pH inferiores a 4.

La composicion gaseosa de la atmosfera desarrollada fue significativamente
diferente para los 2 envases. En ambos casos, %CO, aumentd y %0, disminuyd durante el
almacenamiento. En los envases de OPP, se alcanzaron %CO, superiores y %0, inferiores

a los obtenidos en los envases de LDPE.

La calidad sensorial disminuyé con el tiempo de conservacion refrigerada. El tipo
de film afectd significativamente el desarrollo de off-odors, pero no afect6 los atributos

sensoriales visuales.

La retencion de clorofila no fue afectada por el tratamiento quimico ni por el tipo

de envase. Ambos tipos de films redujeron efectivamente la pérdida de peso.

El desarrollo de FAM, off-odors 6 la apariencia general, serian los factores que
limitan la vida util de espinaca minimamente procesada, dependiendo del tipo de envase y

tratamiento quimico.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION



INTRODUCCION

1.1  CONSIDERACIONES GENERALES SOBRE LOS VEGETALES LISTOS
PARA USAR

En los ultimos afios se ha observado una demanda creciente de productos
vegetales que conserven su calidad de frescos y puedan ser directamente utilizados,
ahorrando el tiempo que insume el acondicionamiento, corte, lavado, de los vegetales

enteros.

Para satisfacer esta demanda aparecen en el mercado los productos de la 4%
gama, también Ilamados "listos para usar' o "minimamente procesados”. Esta
denominacion de 4 gama es atribuida en consideracion a otras tres gamas o formas de

comercializacién de vegetales:

e 1" gama: frescos enteros
e 2% gama: productos esterilizados por calor

e 3" gama: productos congelados

El objetivo de los vegetales listos para usar es ofrecer al consumidor un
producto con apariencia similar a la del vegetal fresco, con una vida util extendida y al
mismo tiempo producir un alimento seguro y que mantenga su calidad sensorial y

nutritiva.
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Los vegetales listos para usar surgieron en los Estados Unidos hace 30 afios,
principalmente para atender la demanda de alimentos institucionales y la industria de

comidas rapidas. Posteriormente, se desarrollaron en Europa para el mercado minorista.

Los productos listos para usar son actualmente un segmento de répido
crecimiento dentro de la industria frutihorticola. A pesar de que no existen estadisticas
definitivas para esta industria, algunos economistas estiman que las ventas de productos
minimamente procesados representan el 8 - 10 % del mercado total de frutas y verduras.
Algunos miembros de la industria anticipan que mas del 25 % de todos los productos
frutihorticolas se comercializaran en la forma de "listos para usar” en los proximos 5 - 10
afos (Cantwell, 1996).

Se estima que los vegetales minimamente procesados representaron en 1995 el
10% del volumen total de hortalizas comercializadas y de ese volumen, se considera que
mas del 90 % lo constituyeron las hortalizas de hojas (Fox, 1995). Las ensaladas frescas
precortadas y envasadas constituyen el segmento individual de méas rapido crecimiento
dentro de los alimentos de conveniencia (Kaufman, 1996) y hasta de la industria
alimentaria (Lin, 1996). En Argentina se comercializan principalmente en las grandes
cadenas de hipermercados, donde representan un 20 % de las ventas de verduras
(Gorodish,1997).

La calidad de los vegetales minimamente procesados estd dada por una
combinacion de atributos que determinan su valor como alimento. Estos factores de
calidad incluyen apariencia visual (frescura, color, defectos y decaimiento), textura
(crujibilidad, turgencia, firmeza e integridad del tejido), flavor (sabor y aroma), valor
nutritivo (vitamina A 'y C, minerales y fibra dietaria), y seguridad (ausencia de residuos
quimicos y contaminacion microbiana). La calidad de los productos minimamente
procesados depende de la calidad del producto intacto, del método de elaboracion, y de

las subsecuentes condiciones de manejo (Kader, Mitcham, 1996).

Los vegetales listos para usar son méas perecederos que las materias primas no
procesadas de las que se obtienen; es decir, el procesamiento minimo que reciben
frecuentemente aumenta la perecibilidad en vez de hacer a los productos méas estables
(Shewfelt, 1987). Esto contrasta con la mayoria de los sistemas de procesamiento, en los

cuales la conservacion se acrecienta por los tratamientos del proceso.
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Los vegetales listos para usar son productos frescos, metabolicamente activos,
que tienen un tratamiento postcosecha que puede incluir las siguientes etapas de
procesamiento:  acondicionamiento, cortado, lavado, escurrido, envasado,

almacenamiento, expedicion (Huxsoll, Bolin, 1989; Mazollier, Leteinturier, 1991).

Las etapas de elaboracion y el tratamiento especifico usado para cada etapa de
este procesamiento dependeran de cudl sea el producto. No obstante, se presentan a

continuacion los aspectos generales a considerar para los vegetales listos para usar.

La primera etapa que se realiza para la elaboracion de los vegetales minimamente
procesados es el acondicionamiento inicial. Esta etapa tiene dos objetivos: eliminar las
partes dafiadas, no comestibles, 0 que no puedan conservarse; y debe permitir efectuar
maés facilmente las operaciones siguientes (Mazollier, Leteinturier, 1991). Se realizan
usualmente pelado, retoques, recorte y corte. La mayoria de estas etapas son operaciones
mecanicas Yy deberd evitarse dafiar el producto, ya que los dafios ocasionados conduciran
indefectiblemente, al igual que en los productos frescos, a la pérdida de calidad y tiempo
de vida atil (Huxsoll, Bolin, 1989). Esta etapa del proceso sera, pues, determinante para
el costo y la calidad del producto acabado. Una buena calidad comercial y un estado
sanitario satisfactorio de la materia prima facilitaran mucho esta operacion. Un vegetal
muy degradado ocasiona pérdidas importantes en materia prima y en productividad. Esta
operacion produce una perdida del 20-70% del producto dependiendo del vegetal
(Scandella, Leteinturier, 1989).

A continuacion, el vegetal acondicionado es cortado. Esta operacion da la forma
definitiva al producto. Es una operacion traumatizante que disminuye fuertemente las
posibilidades de conservacion. La ruptura de tejidos eleva la velocidad de respiracion,
produccidn de etileno y transpiracion, lo que conduce a una degradacion rapida de la
calidad. Ademas, el corte aumenta las areas de tejido dafiado disponible para la
degradacion microbiana (Priepke et al., 1976). Por otra parte, el corte expone los tejidos
internos del producto, permitiendo a los microorganismos alterantes superar las capas
protectoras; y que los microorganismos normalmente inocuos actlen como agentes
deteriorantes oportunistas. En general, la vida atil de la mayoria de los productos puede

incrementarse reduciendo los impactos maquina-producto y producto-producto.
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Posteriormente el vegetal es lavado. Esta operacion no solo es indispensable para
eliminar tierra y otros elementos extrafios, sino también para reducir la carga microbiana
inicial. El lavado permite remover los contenidos celulares que han sido liberados
durante el cortado y que a través de reacciones enzimaticas pueden afectar
desfavorablemente la calidad de los vegetales listos para usar, en especial en verduras de
hoja. Estos fluidos contienen polifenoloxidasa (PPO) y compuestos fendlicos

responsables del amarronamiento (Bolin et al., 1977).

La operacion de lavado-desinfeccion puede realizarse usando agua clorada
(Mazollier, 1988; Zuang et al., 1995). La eficacia desinfectante de una solucion clorada
estd relacionada con diferentes pardmetros: concentracion, tiempo de contacto, pH,
naturaleza del agua a usar y temperatura. Una parte del cloro agregado serd consumido
(20%) por la materia organica y minerales presentes en el agua, y por lo tanto no actuara
como desinfectante (Scandella, Leteinturier, 1989). La temperatura afecta la solubilidad
y la capacidad germicida del cloro. Se sugiere realizar esta operacion a temperaturas
menores a 10 °C. La accion del agua clorada se ve favorecida en medio acido, ya que la
capacidad germicida del cloro esta asociada a su presencia como acido hipocloroso
(HOCI). A medida que el pH disminuye, sera mayor la proporcion de HOCI sin disociar
en solucién. Sin embargo si el pH es demasiado bajo (pH<4) provocara que parte del
cloro escape como gas de la solucion. Para lograr una buena proporcion de acido
hipocloroso y conservar la efectividad de la solucion, el pH no deberia ser superior a 7 ni
inferior a 4 (Pirovani, 1998). En cuanto al tiempo de contacto se debe tener en cuenta que
la mayor parte de la accién sanitizante del cloro se realiza en los primeros minutos de
exposicion. La exposicion prolongada en soluciones concentradas de cloro puede

producir un blanqueo superficial.

Mazollier (1988) sugirié una concentracion de 120 ppm de cloro activo y 1-2 min
para el lavado desinfeccion de vegetales de hoja. Pirovani (1998) determind que
concentraciones superiores a 90 ppm y tiempos de 2-8 min eran adecuadas para el lavado

desinfeccion de espinaca destinada a minimamente procesada.

Luego de la operacion de lavado desinfeccion se realiza un enjuague con agua de

calidad microbiolégica que permite la remocion del cloro residual.
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El agua liquida residual que esta en contacto con los vegetales debido a la
operacion previa de lavado, afecta la microflora presente. Envasar un producto muy
himedo favoreceria el desarrollo de microorganismos (Bracket, 1994). Por lo tanto se
debe eliminar el exceso de agua que se encuentra sobre el vegetal, permitiendo envasar
un producto con minima humedad residual. EI método elegido en la industria de los
vegetales minimamente procesados es la centrifugacion (Gorny, 1996). Bolin et al.
(1977) encontraron que el escurrido centrifugo extendia la vida util de lechuga cortada.
Esta operacion se realiza habitualmente en un equipo centrifugo y puede llegar a ser
traumatizante si no se controla adecuadamente. Una centrifugacion excesiva puede
resultar en dafio celular y causar una pérdida posterior de fluido celular del producto. De
acuerdo a Ryall y Lipton (1979) se nota un deterioro apreciable en textura si la pérdida

de humedad excede el 5%.

La cantidad de agua eliminada por el escurrido centrifugo es funcién de la fuerza
de centrifugacién y del tiempo de centrifugado. Fuerzas de centrifugaciéon de 3-340 G
(102-1082 rpm) aplicadas durante 5 min fueron efectivas para lechuga cortada (Bolin et
al., 1977). Pirovani (1998) encontr6 que el tiempo de centrifugacion no influye
significativamente sobre la cantidad de agua extraida, independientemente de la

velocidad de centrifugacion y sugiere una velocidad de 756 rpm y 5.8 min para espinaca.

A continuacion, el producto debe envasarse para facilitar su distribucion y venta.
Un envase adecuado debe ayudar a mantener la estabilidad y extender la vida dtil de los
vegetales minimamente procesados. Un envase apropiado debe proteger al producto del
dafio fisico y la abrasion superficial causada por la manipulacion, debe tolerar los
ambientes de almacenamiento rutinarios sin pérdida de funcionalidad y debe ser
compatible con el producto a envasar, prevenir la contaminacion microbiana, regular la
evaporacion de agua del producto, el marchitamiento, a la vez que mejorar su

presentacion y facilitar el autoservicio.

Las peliculas poliméricas plasticas son el material utilizado para el envasado de
vegetales minimamente procesados (Schlimme, Rooney, 1994). Existen dos tipos basicos
de envases para estos productos: envases preformados; y envases que se forman, llenan y
sellan (form-fill-seal) en una etapa en un equipo de envasado automatico. Ambos tipos

de envases son diferentes en su practicidad, funcion y conveniencia (Myers, 1989).
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Las bolsas de peliculas poliméricas son el tipo de envase preformado mas comun
y reconocible, teniendo como clara ventaja su conveniencia y disponibilidad en cualquier

tamafo. Ademas pueden manufacturarse en un amplio rango de permeabilidades.

Otro tipo de envase preformado son las bandejas formadas de un material rigido y
selladas en la parte superior con una pelicula plastica. A pesar de tener algun atractivo
estético, tienen algunas desventajas muy serias. Estdn formadas de un material rigido
grueso que no permite el suficiente intercambio gaseoso a través de él. Eso significa que
todo el O, debe entrar a través de la tapa usada. Esto prueba ser altamente impractico
porque el area superficial no es usualmente lo suficientemente grande para permitir que
entre la cantidad apropiada de O,. Este sistema es el méas difundido, hasta la fecha, en

nuestro pais.

El tipo de envase de mayor crecimiento y mas eficiente para los productos
minimamente procesados es aquel que se forma, llena y sella en una etapa en equipos de
envasado automético. Las maquinas pueden ser verticales para producir bolsas flexibles
tipo almohada (pillow-bag), o maquinas horizontales que realizan el termoformado de
bandejas semirrigidas, las llenan y recubren con un film. Este sistema de envasado
requiere mayor inversion de capital y se utiliza principalmente para altos volumenes de

produccion.

Debido a que los productos frescos son metabolicamente activos, tienen la
capacidad de cambiar ellos mismos el ambiente que los rodea. Mientras el producto
respira (consume O, y produce CO,) se genera en el interior del envase una atmosfera
modificada (AM). Después de la refrigeracion, el envasado en AM es considerado el
segundo método mas efectivo para extender la vida util de productos vegetales frescos y

minimamente procesados (Schlimme, Rooney, 1994).

Estas AM generadas en el interior del envase, pueden reducir la velocidad de
respiracion, demorar la senescencia, retardar el ablandamiento y hacer mas lentos los

cambios composicionales. No obstante, la exposicion a niveles de CO, elevados puede

causar dafos fisiologicos y a bajos niveles de O, conducir a una respiracion anaerobia y

desarrollo de sabores y olores extrafios (Kader, 1986; Zagory, Kader, 1988).
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Paraddjicamente, los mismos principios de las AM que justifican sus beneficios
son, a la vez, la principal causa de controversia alrededor de los riesgos a la salud que
esas AM conllevan (Beuchat, Brackett, 1990; Corlett, 1989). La flora aerdbica, que
normalmente deteriora organolépticamente el producto y previene el desarrollo de
patogenos, estan ahora en una atmdsfera desventajosa y su desarrollo es inhibido. Este
hecho, en combinacién con la emergencia de nuevas especies de patdgenos que
desarrollan en condiciones de refrigeracion, han puesto un gran énfasis en desarrollar

sistemas globales de alimentos seguros (Hao, Brackett, 1993; King, Bolin, 1989).

La AM generada en el envase resulta de un equilibrio dindmico entre la actividad
respiratoria del producto y la difusion de los gases a través de la pelicula plastica. La
correcta combinacion del material de envase, peso de producto y composicién gaseosa
Optima dentro de un envase son los componentes criticos que deben determinarse para
cada producto para mantener la calidad y extender la vida atil. ElI envasado no puede
corregir un manejo no sanitario del producto, abuso de la temperatura o pobre calidad de
la materia prima. La eleccion incorrecta del material de envase puede causar un deterioro

acelerado del producto (Gorny, 1996).

Finalmente el producto debe almacenarse y comercializarse bajo temperatura de
refrigeracion. El almacenamiento refrigerado ha sido y es ampliamente usado para
preservar frutas y hortalizas sin procesar (Wills, et al., 1981; Shewfelt, 1986). También
resulta fundamental para preservar vegetales frescos minimamente procesados (Bolin, et
al., 1977; Chambroy, 1987; King, Bolin, 1989), tanto por su efecto sobre las reacciones
quimicas y fisioldgicas, como sobre la velocidad de reproduccion de microorganismos
(Willocx et al., 1994).

La vida util de los vegetales minimamente procesados depende de la temperatura
del producto. La integridad de la cadena de frio desde la elaboracion, durante la
distribucion y hasta su consumo, es el componente mas critico para alcanzar la maxima
vida 0til, mantener la calidad, permitir que actue correctamente el envasado en atmdsfera
modificada y obtener un alimento seguro (Thompson, Suslow, 1996). Por lo tanto, una
condicion primordial para el éxito del desarrollo de la 4% gama es preservar

ininterrumpidamente la cadena de frio.
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En Francia, los vegetales minimamente procesados deben ser conservados a
0/4°C (Andnimo, 1989). En Holanda su legislacion exige una cadena de frio de 4/6 °C y
en Bélgica se comercializan a 8 °C (Carbonell, 1990). La responsabilidad por el
mantenimiento de la cadena de frio recae en el productor y el distribuidor, asi como
también en el consumidor, siendo las exhibidoras de ventas y las heladeras domésticas

los puntos criticos de la misma.

1.2  COMPOSICION Y CARACTERISTICAS DE LA ESPINACA

La espinaca (Spinacia oleracea L.) es el vegetal de hoja seleccionado para la
realizacion de la presente tesis. Es una planta anual de tallo recto, hueco, ramoso; con
hojas radicales alternas, rugosas, algo espesas pero tiernas; de color verde oscuro

brillante, mas palido en la parte inferior.

Existen tres tipos comerciales de espinacas, clasificadas de acuerdo a su tipo de

hoja:

e De hoja lisa o plana: el limbo de la hoja presenta desniveles leves con

respectos a sus nervaduras. Se utiliza para procesamiento.

e Crespa (tipo savoy): el limbo de la hoja presenta desniveles manifiestos con

sus nervaduras. Se utiliza para el mercado en fresco.

e Semi-savoy: presenta caracteristicas intermedias entre las dos anteriores. Se

usa tanto para mercado en fresco como para procesamiento.

Las variedades comerciales mas importantes son Hibrida 424, Viroflay, Ultraflay,

Super Dorrego, Virginia Savoy, Super Green, Samos F1.

La espinaca esta disponible casi todo el afio. Existe un ligero aumento en la
produccion durante los meses de mayo a septiembre y una disminucion en los meses de

verano (diciembre a marzo).

En nuestro pais, la espinaca se produce en la zona del Gran Buenos Aires, Mar
del Plata y Santa Fe. En la provincia de Santa Fe se produce espinaca en el denominado

Corredor Frutihorticola. En los departamentos La Capital, Rosario, Constitucion y San
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Lorenzo se sembraron 419 has, con una produccion de 3633.5 ton durante el periodo
97/98 (Andnimo, 1999).

En los ultimos afios los nutricionistas han puesto énfasis en el uso de vegetales de
hojas en la dieta, debido a sus cualidades saludables (health-giving). Las hojas verdes
juegan un importante rol en la dieta humana como fuentes vitales de proteinas, fibra,

minerales y vitaminas.

Tablal.1

Composicion de espinaca por 100 g de porcion comestible

Agua 90.7¢
Proteina 3.2¢0
Grasas 03¢
Hidratos de carbono 43¢
Ca 93.0mg
P 51.0 mg
Fe 3.1 mg
Na 71.0 mg
K 470.0 mg
Mg 88.0 mg
Provitamina A 8100 Ul
Tiamina 0.1 mg
Riboflavina 0.2 mg
Niacina 0.6 mg
Vitamina C 51.0 mg
Energia 26 Cal

Salunkhe, Desai, 1984

La espinaca es rica en provitamina A (B caroteno) y contiene apreciables
cantidades de acido ascérbico, riboflavina, y una pequefia cantidad de tiamina (Tabla
1.1). También contiene cantidades significativas de calcio, hierro y fosforo, pero la
disponibilidad de calcio se cree que es baja debido a su reaccion con el acido oxalico

para formar oxalato de calcio (Salunkhe, Desai, 1984).

Las principales formas de comercializar la espinaca son como lista para cocinar, o
cortada y mezclada con vegetales para ensalada como la lechuga. Esta ultima forma,
consumir espinaca cruda, permite un mayor aprovechamiento de los nutrientes presentes

en este vegetal (Salunkhe, Desai, 1984).
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1.3 PRINCIPALES CAUSAS DE DETERIORO EN VEGETALES LISTOS
PARA USAR

Actualmente el mayor desafio para la industria de vegetales minimamente
procesados es la extension de la vida dtil, brindando al consumidor un producto

sanitariamente seguro.

El deterioro de vegetales minimamente procesados puede resultar de la pérdida o
degradacion de las caracteristicas fisicas, color, textura, sabor y aroma, asi como
también, inaptitud del producto por degradacion microbiologica. La vida util del
producto estd determinada como el tiempo requerido para que alguna de estas
caracteristicas de calidad se degrade hasta un nivel inaceptable. La importancia relativa
de cada factor de calidad varia de producto a producto y de mercado a mercado (Huxsoll,
Bolin, 1989).

Los vegetales listos para usar, al igual que los vegetales enteros, comienzan a
deteriorarse desde la cosecha debido al envejecimiento fisiologico y al deterioro
microbioldgico. La ruptura del tejido vegetal durante el procesamiento produce también
descompartamentalizacion o deslocalizacion de enzimas y sustratos que conducen a
varias reacciones biogquimicas deteriorantes tal como amarronamiento, off-flavors, y

cambios de textura (Varoquax, Wiley, 1994).

En las frutas y vegetales enteros, el agua en los espacios intercelulares no esta
directamente expuesta a la atmdsfera externa. Cuando el tejido vegetal es dafiado por el
corte 0 pelado, quedan expuestos los tejidos internos y aumenta la velocidad de
evaporacion del agua. La relacion entre la velocidad de pérdida de agua del tejido dafiado
y del tejido intacto varia de 5 a 10 veces para 6rganos como la zanahoria; de 10 a 100
veces para las hojas de espinaca; hasta 500 veces para tubérculos como la papa (Brecht,
1995). La pérdida de agua en vegetales listos para usar por evaporacion reduce la calidad
sensorial causando marchitamiento, arrugamiento y pérdida de turgencia que induce a la
pérdida de crujibilidad (Schlimme, 1995). Por lo tanto uno de los aspectos criticos para

mantener una apariencia visual aceptable es evitar la deshidratacion.

1.3.1 Desordenes fisiologicos

El efecto mas marcado de la ruptura del tejido vegetal es la activacion de su
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metabolismo. Las principales manifestaciones de este fendmeno son el aumento en la
velocidad de respiracion y en algunos casos, en la produccién de etileno (Rosen, Kader,
1989). Este aumento en el metabolismo producira un aumento en la velocidad de

deterioro.

El aumento en la velocidad de respiracion produce una mas rapida pérdida de
azlcares y otros compuestos que determinan el sabor y aroma. Ademas, el aumento del
metabolismo de vegetales minimamente procesados resulta en un consumo mas rapido de
O, en el envase. La velocidad de respiracion de lechuga cortada es 2-3 veces mayor que
la de la lechuga entera (Cantwell, 1996). La velocidad de consumo de O, de endibia
cortada es solamente 1.2 veces mayor que la del vegetal entero. Esta relacion aumenta a
3-7 veces cuando se compara la velocidad de respiracion de zanahoria rallada con

zanahoria entera (Varoquax, 1991).

Los cambios degradativos que ocurren durante la senescencia son inducidos o
acelerados por el procesamiento minimo que reciben los vegetales. Esta respuesta se nota
particularmente en las células o tejidos adyacentes a aquellos que han sido dafiados por la
accion del corte. El etileno producido en estas condiciones puede aumentar la
permeabilidad de las membranas y tal vez reducir la biosintesis de fosfolipidos, que
pueden alterar los procesos dindmicos de las estructuras celulares e integridad de las
membranas (Watada, et al. 1990).

La produccion de etileno inducida por los tejidos dafiados afecta principalmente a
las frutas ya que el etileno contribuye a la sintesis de numerosas enzimas involucradas en
la maduracion. La estimulacion de la sintesis de etileno por estrés ocurre generalmente
después de un tiempo lag de 10-30 minutos, alcanzando un pico dentro de las 6 a 12

horas y cediendo posteriormente (Varoquax, 1991).

El etileno producido puede acelerar el deterioro y senescencia en tejidos
vegetales. El etileno generado por los tejidos dafiados durante el procesamiento fue
suficiente para acelerar el ablandamiento de banana y kiwi, y la pérdida de clorofila en

espinaca, pero no en brocoli (Abe, Watada, 1991).
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1.3.2 Reacciones quimicas catalizadas por enzimas

Las enzimas y los sustratos se encuentran normalmente localizados en diferentes
compartimentos celulares, separados por membranas semipermeables, y su transferencia
esta activamente regulada. La membrana celular rodea el citoplasma de la célula y
establece un limite entre la célula y su ambiente externo. La membrana que rodea el
compartimento méas grande, la vacuola, separa el citoplasma con sus enzimas, de los
acidos organicos y compuestos fenolicos almacenados en ella. El dafio fisico que se
produce al tejido vegetal durante el procesamiento no sélo dafia fisicamente estas
membranas lipido-proteicas, sino que también altera sus funciones de manera que
compuestos incompatibles se mezclan y producen reacciones incontrolables y no
deseadas (Salveit, 1996).

Las reacciones enzimaticas en las células dafiadas son responsable del desarrollo
de cambios en la calidad sensorial del producto tales como el desarrollo de off-flavor,

cambios en el color y pérdida de firmeza.

Algunas enzimas como la peroxidasa y &cido ascorbico oxidasa catalizan la
oxidacion de vitamina C (acido ascorbico), afectando el valor nutritivo de las frutas y

vegetales listos para usar (Fennema, 1996).

Modificaciones en el color

La principal alteracion del color en los tejidos de frutas y hortalizas cortadas es el
amarronamiento enzimatico. EI amarronamiento oxidativo en la superficie del corte es el
factor que limita la vida atil de muchas frutas y vegetales minimamente procesados
(Carlin et al.; 1990).

Esta reaccion, como se ilustra en la figura 1.1, tiene lugar cuando los compuestos
monofendlicos de los tejidos vegetales, en presencia de oxigeno atmosférico vy
polifenoloxidasa (PPO), son hidroxilados a o-difenoles. Posteriormente, son oxidados,
también en presencia de O, y PPO, a o-quinonas. Estas 0-quinonas son quimicamente
muy reactivas e inestables en medio acuoso. Ellas condensan y reaccionan no
enzimaticamente con los numerosos constituyentes celulares como los aminoéacidos,

compuestos fendlicos y entre ellas, para producir pigmentos de estructura indeterminada,
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denominados genéricamente como melaninas (Sapers, 1993). La hidroxilacion de
monofenoles es el paso lento o determinante de la velocidad de amarronamiento. Las o-
quinonas pueden retrogradarse a los compuestos fenolicos iniciales en presencia de un

compuesto reductor (Fennema, 1996).

Figura 1.1
Reaccion de amarronamiento enzimatico
OH OH (o]
Complex
O e O mee O o —
R R OH R o Polymers
Monophenol O-Dihydroxy phenol O-Quinone  Amino Acids
Proteins
f I Phenolic Compounds
Quinones
Reducing Agent

Sapers, 1993

La PPO, la enzima méas importante en frutas y vegetales listos para usar, es
también conocida como tirosinasa, o-difenol oxidasa, catecol oxidasa. Esta enzima tiene

un pH optimo de 5-7 y una temperatura 6ptima de 25 °C (Mathewson, 1998).

La enzima es relativamente labil al calor y puede inhibirse por acidos, haluros,
acidos fendlicos, sulfitos, agentes quelantes, agentes reductores tal como acido ascorbico,
y cisteina. Una gran variedad de compuestos fenolicos son oxidados por la PPO; los
sustratos mas importantes son catequinas, ésteres del &cido cinamico, 3,4-
hidroxifenilalanina (DOPA), tirosina, acido cafeico y &cido clorogénico entre otros
(Sapers, 1993).

Las reacciones enzimaticas involucradas en el amarronamiento aun estan en
investigacion. Las actividades enzimaticas dependen marcadamente del pH; una
reduccién de 0.5 en el valor del pH natural de manzana resulta en una disminucién del

50% en la actividad de la polifenoloxidasa (Varoquax, Wiley, 1994).

El dafio producido al tejido induce la biosintesis de algunas de las enzimas

involucradas en las reacciones de amarronamiento o biosintesis de sustratos. Asi la
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intensidad del amarronamiento en diversos tejidos puede estar afectada por las

actividades relativas de las oxidasas y las concentraciones de sustratos (Brecht, 1995).

Los métodos para inhibir el amarronamiento enzimatico se basan en la
eliminacién de la reaccién de uno o mas de sus componentes esenciales que son O,
enzima, sustrato o Cu que se encuentra en la enzima como grupo prostético. El
amarronamiento enzimatico puede controlarse en algunas frutas y vegetales por
escaldado para inactivar la PPO. Pero no puede usarse con algunos productos ya que
afectaria adversamente el sabor, olor y textura. Consecuentemente, deben usarse otros
tratamientos tales como exclusion de O, y/o aplicacion de inhibidores de

amarronamiento (Sapers, 1993).

Otras reacciones pueden alterar el color natural de frutas y vegetales frescos
(Varoquax, 1991). La pérdida de color verde en frutas y hortalizas procesadas, y listas
para usar esta asociada con la disminucion en la calidad de tales productos. La clorofila,
el pigmento responsable del color verde de varias frutas y hortalizas, puede degradarse a
compuestos tales como feoférbido y feofitina. En esta degradacion participan un acido o
la enzima clorofilasa que produce la remocién de la cadena de fitol de la clorofila. El
feoférbido puede posteriormente metabolizarse a compuestos sin color en tejidos
metabolicamentes activos. La conversion incluye la descomposicién del anillo de
porfirina y es un probable resultado de la accion de una dioxigenasa. Por lo tanto, la
velocidad y camino para la degradacion de la clorofila diferira entre alimentos altamente
procesados, que pierden su actividad metabdlica, y alimentos minimamentes procesados,

que aun mantienen actividad metabdlica (Heaton, Marangoni, 1996).

Las clorofilas también son blanqueadas en presencia de lipoxigenasa, ciertos
acidos grasos y oxigeno. Los antioxidantes ascorbil palmitato y acido ascorbico reducen
el blanqueo. Esto indica que el oxigeno esta involucrado en el proceso de degradacion de
la clorofila (Baardseth, von Elbe, 1989).

De todas maneras, el camino de degradacion de la clorofila probablemente difiere
entre las distintas especies de plantas. El sistema peroxidasa-peréxido de hidrogeno
parece estar involucrado en el camino de degradacion de la clorofila en espinaca, basado
en la alta actividad notada y la presencia de un compuesto fendlico, apigenin, que es

necesario para que la reaccion de degradacion prosiga (Watada et al. 1990).
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La clorofila no se degrada por accion de la luz durante la fotosintesis en las
células vegetales sanas porque esta protegida por los carotenoides y otros lipidos que la
rodean. Una vez que esta proteccion se pierde por senescencia o por dafio celular causado
por el procesamiento, las clorofilas son susceptibles a la fotodegradacion. Cuando estas
condiciones prevalecen y estan presentes luz y O,, las clorofilas se decoloran

irreversiblemente (von Elbe, Schwartz, 1996).

La lipoxigenasa también oxida pigmentos como los -carotenos y xantofilas; y la
peroxidasa cataliza la degradacion de carotenoides en ausencia de acidos grasos

insaturados y la decoloracion de las antocianinas (Fennema, 1996).

Pérdida de firmeza

La pared de las células de tejidos vegetales estd compuesta principalmente por
fibras celuldsicas embebidas en una matriz de hemicelulosas y sustancias pécticas. Las
sustancias pécticas dan a la pared celular la capacidad de absorber grandes cantidades de
agua y contribuyen a su textura, mientras la celulosa da rigidez a las células. Entre las
células individuales esta la laminilla media, que contiene principalmente sustancias
pécticas que sirven de material de cementacidn para mantener las células unidas entre si.
Existe una variacion sustancial en la composicion de la pared celular entre los tejidos de

frutas y hortalizas y aun entre varios grupos botanicos (King, Bolin, 1989).

Cuando la red polimérica de las células se rompe irreversiblemente, ocurre un
debilitamiento de las células, resultando en una pérdida de turgor celular y textura.
Durante la senescencia puede ocurrir conversion de protopectina insoluble a pectina,
disminucion en la cristalinidad de la celulosa, disminucion en acido galacturénico,

reduccion en volumen celular, adelgazamiento y/o replegado de las paredes celulares.

Las enzimas pécticas hidrolizan los compuestos pécticos, resultando en pérdida
de turgor celular. La sensibilidad del tejido vegetal a la hidrolisis enzimatica varia
considerablemente entre cultivares y aun con la madurez del tejido o composicion

mineral.
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La pectin esterasa (PE) y las poligalacturonasas (PG) son las principales enzimas
enddgenas presentes en los tejidos vegetales que pueden alterar las sustancias pécticas
(Figura 1.2). Las enzimas pécticas producidas por microorganismos pueden ser también
responsables del deterioro de frutas y vegetales frescos y minimamente procesados
(Fennema, 1996).

Figura 1.2
Degradacion de sustancias pécticas por accion enzimatica

A Q

Fennema, 1996

La pectin esterasa (PE), remueve los grupos metoxilos de las unidades de &cido
galacturdnico esterificado, dando pectina de bajo metoxilo o &cido poligalacturénico. Esta
enzima también se conoce como pectasa, pectin demetoxilasa y pectin metil esterasa. Las
poligalacturonasas (PG) hidrolizan los enlaces glicosidicos del &cido poligalacturénico
preferentemente en las unidades desmetiladas. EI pH 6ptimo de estas enzimas se encuentra

en el rango de 4.5-7.5, y tienen una temperatura éptima de 30-35 °C (Mathewson, 1998).

Enzimas tales como B-galactosidasa y exo-PG inician la mayoria de los cambios
indeseables en textura. Ambas solubilizan la pectina y degradan la pared celular (King,
Bolin, 1989).

El rol de la celulasa en el ablandamiento de la pared celular no es claro. Se
presume que hidroliza la celulosa, debilitando estructuralmente la pared celular. La
celulasa puede complementar la accion de la pectin esterasa y poligalacturonasa
(Fennema, 1996). Su pH &ptimo es de 4.5-6.5 y su temperatura Optima de 45 °C
(Mathewson, 1998).
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Desarrollo de off-flavors

Entre los diferentes tipos de alteraciones bioquimicas del aroma propio de un
organo vegetal, la peroxidacion enzimatica de &cidos grasos poliinsaturados es una de las
mas rapidas. Esta reaccion, catalizada por la lipoxigenasa, conduce a la formacién de
numerosos compuestos volatiles aldehidicos y cetonicos que confieren un aroma
desagradable (Carlin et al.; 1990). También las enzimas peroxidasa (PO) y catalasa estan

primariamente asociadas con cambios en sabor y aroma (Wiley, 1994).

La lipoxigenasa cataliza la peroxidacion de ciertos acidos grasos para formar
hidroperoxidos conjugados, generando radicales libres que pueden atacar membranas
celulares intactas y asi causar una posterior ruptura de la membrana. La actividad de la
lipoxigenasa estd también involucrada en la produccién de volétiles responsables del
aroma (Brecht, 1995). La lipoxigenasa tiene un pH 6ptimo de 7-8 y temperatura dptima
de 25 °C (Mathewson, 1998).

1.3.3 Desarrollo microbiolégico

La proliferacién y accién de los microorganismos es una de las principales causas
de alteracion de los productos vegetales listos para usar. Los microorganismos alterantes
pueden causar hasta un 15% de las pérdidas postcosecha. Ademas de los microorganismos
que producen pérdida de calidad, pueden estar también presentes microorganismos

patdgenos para el hombre, afectando la seguridad de estos productos.

La microflora presente en los vegetales listos para usar incluye un gran nimero de
especies de hongos, levaduras y bacterias. Entre las bacterias Gram-negativas prevalecen
las familias de las Pseudomonas y Enterobacterias (Varoquax, Wiley, 1994). También se
han detectado bacterias Gram-positivas, principalmente representadas por bacterias
lacticas, y numerosas especies de levaduras, en mezclas para ensaladas y zanahoria rallada
(Denis, Picoche, 1986).

Sin embargo las proporciones entre las diferentes floras (Enterobacterias,
Pseudomonas, flora léactica, levaduras, hongos) dependen de varios factores, todos

relacionados con la capacidad invasiva de los microorganismos para establecerse y crecer:
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composicién de la materia prima, contaminacién inicial, condiciones de procesamiento,

almacenamiento y expedicion (King, Bolin, 1989).

El tipo de microorganismos presentes en los productos vegetales frescos varia
ampliamente. Estos microorganismos acceden a los productos a través del polvo o tierra,

aire, agua de irrigacién, abonos, insectos, o animales.

Por su contenido en nutrientes, los vegetales son capaces de permitir el
crecimiento de hongos, levaduras y bacterias. El elevado contenido de agua de estos
productos favorece la proliferacion de bacterias productoras de alteracion, y las
proporciones relativamente bajas de carbohidratos y grasas, son indices de que la mayor
parte de este agua se encuentra en forma disponible para el crecimiento de virtualmente

todos los microorganismos.

Los niveles de pH de la mayoria de los vegetales se encuentran comprendidos
dentro de los limites de crecimiento de gran nimero de bacterias y hongos (pH > 4). No
obstante, como consecuencia del temprano y mas rapido crecimiento de las bacterias, los
hongos son escasos, por lo que no resulta sorprendente que las bacterias sean los agentes
que originen méas frecuentemente alteraciones en estos productos vegetales (Brackett,
1994).

Microorganismos alterantes

Una amplia variedad de microorganismos pueden ser aislados de los vegetales de
hoja listos para usar. Muchas de las bacterias aisladas son pectinoliticas y causan deterioro
de los tejidos. Las principales bacterias pectinoliticas encontradas son Erwinia carotovora
y Pseudomonas fluorescens. Otras bacterias pectinoliticas son Bacillus spp vy
Xanthomonas campestris. Estos microorganismos creceran a bajas temperaturas donde

muchas otras no lo haran (King, Bolin, 1989).

Estos productos contienen también bacterias que no necesariamente son
destructivas para los tejidos, tal como Enterobacter spp, Pseudomonas no fluorescens y

bacterias acido lacticas.

Entre las bacterias aisladas en el producto final, una parte importante de la

microflora posee un neto poder de alteracion. La microflora representada en su mayoria
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por bacterias gram-negativas, representa la esencia de la flora de alteracion. Los dos
principales grupos los constituyen las Enterobacterias y las Pseudomonas (Varoquax,
1991).

La flora lactica es relativamente débil y esta constituida principalmente por los
géneros Leuconostoc y Lactobacilos en proporciones similares. Las corynebacterias y

levaduras se encuentran en bajas proporciones.

Las Enterobacterias estdn esencialmente representadas por las coliformes y mas
precisamente por el género Erwinia que se encuentran en una proporcion del 80-85%. El

15-20% restante esta representado por el género Enterobacter.

Las Pseudomonas corresponden en su mayoria a las especies Pseudomonas

fluorescens, Pseudomonas putida, Pseudomonas marginalis y Pseudomonas viridiflava.

La flora lactica, como ya se menciond, se compone de géneros Lactobacillus y
Leuconostoc. Las especies mas frecuentemente encontradas son Lactobacillus brevis y

Leuconostoc mesenteroides (Denis, Picoche, 1986).

La Erwinia carotovora y las Pseudomonas como la Pseudomonas marginalis son
responsables de la podredumbre blanda bacteriana. Estos microorganismos descomponen

las pectinas dando lugar al reblandecimiento, con disminucion de la firmeza del tejido.

La podredumbre blanda producida por la bacteria Erwinia carotovora es la
principal enfermedad de las espinacas recolectadas (Namesny, 1993). Babic et al. (1996)
encontraron que la mayoria de las bacterias aisladas en espinaca cortada pertenecian al
género Pseudomonas. La principal especie se identifico como Pseudomonas fluorescens.
El 80 % de las Pseudomonas aisladas tenia actividad pectinolitica, proteolitica, y

lipolitica.

Los hongos presentan poblaciones despreciables y no ocasionan problemas
particulares durante la conservacion. En espinaca fresca se mencionan dos hongos como
importantes: Penospora spinaciae, causante del mildiu pulverulento y Botrytis, causante

de la podredumbre gris (Namesny, 1993).
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Microorganismos patogenos

Los vegetales pueden estar contaminados por un gran nimero de microorganismos
patogenos para el hombre. Clostridium perfringens, Clostridium botulinum, Bacillus
cereus, Salmonella, Shigella, Escherichia coli enteropatdgena, Listeria monocytogenes,
Yersinia enterocolitica y Aeromonas hydrophila son las més frecuentemente aisladas de

productos vegetales (Carlin,et al.; 1990).

Sin embargo, los vegetales listos para usar, son conservados bajo cadena de frio y,
ademas, se trata de productos frescos, portadores de una abundante microflora saprofita,
susceptible de eliminar los microorganismos poco competitivos y de alterar rapidamente
la calidad del producto antes que desarrollen los microorganismos peligrosos (Brackett,
1994).

Los riesgos para la salud por esta clase de productos se deben pues a
microorganismos que pueden desarrollarse a 4 °C y competir con la microflora saprofita.
Por esta razén, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Aeromonas hydrophila,
Shigella, Clostridium botulinum y Escherichia coli 0157:H7 enteropatdgena presentan un

riesgo potencial en los productos listos para usar.

Ademas, existen otras bacterias que sobreviviran largos periodos a 5 °C, como

Campilobacter jejuni y Brucella spp.

Otro grupo de bacterias patdgenas creceran a temperaturas mas altas que 5 °C y
podrian ser un peligro para la salud si los alimentos refrigerados son mantenidos a
temperaturas abusivas. Este grupo incluye Bacillus cereus, Salmonella, Staphylococcus

aureus y Vibrio parahaemolyticus (King, Bolin, 1989).

La mayoria de los microorganismos de interés en vegetales creceran mejor a pH

cercanos a la neutralidad.

El pH 6ptimo de crecimiento de Yersinia enterocolitica estd comprendido entre 7-

8. El Clostridium botulinum usualmente no crecera a pH <4.6 (Brackett, 1994).

La acidez es un factor importante en el desarrollo de Listeria monocytogenes. La

bacteria no se desarrolla a pH de 4.4 - 46 a 10 °C y 5.0 - 5.2 a 4 °C. La presencia de
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aniones organicos como el citrato elevan el valor de pH minimo de crecimiento (Carlin, et
al.; 1990).

Por lo tanto, una acidificacién compatible con el mantenimiento de la calidad de
los vegetales listos para usar podria reducir los riesgos para la salud asociados a estas

bacterias.

1.4  METODOS DE CONSERVACION PARA VEGETALES LISTOS PARA
USAR

Un objetivo anhelado por los tecn6logos de alimentos ha sido extender la vida til
de productos frescos. Hasta hace poco tiempo, la investigacién estuvo principalmente
dedicada a extender la vida util de frutas y hortalizas enteras. EI nuevo desafio es extender
y expandir el conocimiento sobre las frutas y hortalizas minimamente procesadas. La
produccion de alimentos minimamente procesados crecerd rapidamente en los préximos
afios, si se desarrollan nuevas técnicas para extender la vida atil mientras se asegura la
inocuidad del alimento. El desarrollo de estas nuevas técnicas para producir y
comercializar frutas y hortalizas listas para usar es un desafio para la industria de

alimentos.

Como se menciono en el apartado anterior, la extension de la vida Gtil de frutas y
hortalizas minimamente procesadas confronta dos problemas basicos. Primero el tejido
vegetal es un tejido vivo que respira, en donde muchas reacciones quimicas estan
interaccionando. Algunas de las reacciones, si no se controlan, pueden conducir a rapida
senescencia o cambios de calidad. Segundo, la proliferacion microbiana debe retardarse.
El crecimiento de microorganismos patdgenos es de interés para la seguridad del alimento,
especialmente con vegetales de mayor pH en contraste con el menor pH de las frutas. El
crecimiento visible u olor causado por microorganismos es estéticamente inaceptable
(King, Bolin, 1989).

Para resolver estos problemas, deben superarse numerosas barreras técnicas. El
control de la fisiologia del tejido vegetal y el crecimiento microbiolégico es critico para
frutas y hortalizas minimamente procesadas. El tejido debe permanecer vivo y mantener la
calidad con razonable vida dtil. El envasado debe también desarrollarse para ayudar a

alcanzar estos objetivos.
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La distribucion necesita responder a las demandas que seguramente seran

requeridas para presentar estos productos al consumidor.

Finalmente, deben desarrollarse las regulaciones que aseguraran la inocuidad de

estos productos y permitiran el desarrollo comercial de esta industria.

Los métodos de conservacion para extender la vida atil de vegetales minimamente
procesados pueden utilizar muchos de los procedimientos clasicos para conservar
alimentos. Estos métodos pueden ser: refrigeracion; tratamiento quimico con acidulantes,

antioxidantes, o antimicrobianos; envasado en atmdésfera modificada.

En algunos casos, la reduccion de la actividad de agua (ay) por remocion de la
humedad reduciria seriamente la turgencia y apariencia de fresco de los vegetales
minimamente procesados. En cambio, si la reduccién de a,, se produce por el agregado de
agentes osmaticos como azucar o sal, el producto resultante podria tener sabor y aroma

indeseables, diferentes al del vegetal fresco (Huxsoll, Bolin, 1989).

La conservacion por congelacion tiende a causar cambios en textura y otras

caracteristicas del vegetal fresco.

Los tratamientos térmicos necesarios para la eliminacion de Listeria
monocytogenes, numerosas especies de Salmonella y eliminacion de la produccion de
toxina de C. botulinum podrian ser perjudiciales para preservar el sabor, aroma, textura,

color y calidad nutritiva del vegetal fresco (Wiley, 1994).

Los tratamientos con radiaciones ionizantes (irradiacion) son frecuentemente
propuestos como un medio para extender la vida util de frutas y vegetales frescos.
Desafortunadamente, los niveles de radiacion que se requieren para prevenir el deterioro

microbioldgico inducen el ablandamiento de tejidos (Huxsoll, Bolin, 1989).

1.4.1 Conservacion refrigerada

El almacenamiento refrigerado a temperatura por encima de la temperatura de
congelacion, durante la distribucidon y venta, es una etapa necesaria en los vegetales
minimamente procesados. Las temperaturas de refrigeracion disminuyen la velocidad de
crecimiento microbioldgico y son efectivas para reducir la actividad enzimatica. La

mayoria de las reacciones metabdlicas de los microorganismos patégenos para el hombre
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y fitopatdgenos, estan catalizadas por enzimas. La importancia de la actividad enzimatica
en los vegetales minimamente procesados hace que temperaturas de refrigeracion sean una
necesidad absoluta para estos productos. La velocidad de las reacciones catalizadas por
enzimas esta controlada en gran medida por la temperatura. Por cada 10°C de aumento de
temperatura (en el rango bioldgico) existe un aumento de 2-4 veces en la velocidad de
reaccion. Esto es conocido como el coeficiente de temperatura Q0. Inversamente, cada
10°C de reduccion de temperatura se obtiene una disminucion similar en la velocidad de la
actividad bioldgica. La baja temperatura es efectiva en disminuir la velocidad metabdlica
y asi demorar el deterioro del tejido. Esto indica que la refrigeracion debe ser un factor
continuo en la conservacion de vegetales minimamente procesados (Wills, et al.;1981;
Wiley, 1994).

La reduccion de la temperatura disminuye la velocidad de respiracion y retarda la
senescencia. A temperaturas superiores a 10°C, la generacién de CO, aumenta

marcadamente debido al aumento en el metabolismo y desarrollo microbiano.

La disminucion de la temperatura reduce el desarrollo de off-flavor en arvejas y la
pérdida de firmeza en rodajas de kiwi (Varoquax, Wiley, 1994). También reduce los
cambios de color en los tejidos dafiados, reduciendo la actividad de las enzimas tirosinasa
y o-difeniloxidasa. La pérdida de color verde en lechuga cortada es mucho menor a 2°C
que a 10 °C (Bolin et al., 1977). La pérdida de vitamina C en espinaca se reduce de 79 % a
33 % cuando la temperatura de almacenamiento se disminuye de 20 °C a 4 °C (Fennema,
1975).

Paralelamente, la disminucion de la temperatura de almacenamiento permite
disminuir el crecimiento del conjunto de la microflora de los vegetales listos para usar.
Reducir la temperatura efectivamente aumenta el tiempo lag y disminuye la velocidad de
reproduccion o tiempo de generacion de microorganismos (King, Bolin, 1989). La
poblacion de microorganismos meséfilos en muestras de repollo minimamente procesado
luego de 10 dias de almacenamiento a 4°C fue 100 a 1000 veces menor que las
poblaciones observadas en las muestras almacenadas a 12°C y 20°C (Piagentini et al.,
1997).

Pero los microorganismos presentan reacciones diferentes a la disminucion de la

temperatura de conservacion. En los vegetales de hoja almacenados a baja temperatura, la
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flora estd principalmente formada por bacterias Gram-negativas, y a medida que la
temperatura aumenta la flora cambia a bacterias Gram-positivas productoras de acido
lactico (King, Bolin, 1989).

En el pasado, una temperatura de 6°C era considerada segura para evitar el
desarrollo de las bacterias patdgenas. No obstante, con el advenimiento de alimentos
minimamente procesados que exhiben vida Gtil extendida, se debe prestar mucha atencion
a microorganismos que crecen debajo de 6°C tales como C. botulinum tipo E y cepas no

proteoliticas B y F, cepas de V. parahaemolyticus, y Y. enterocolitica (Wiley, 1994)

Otra enfermedad transmitida por alimentos es la causada por L. monocytogenes, un
anaerobio facultativo, capaz de sobrevivir y multiplicarse a temperaturas de 1°C hasta
45°C con una temperatura éptima de crecimiento de 30-37°C y se ha convertido en uno de
los principales problemas de seguridad en vegetales minimamente procesados, ya que

puede desarrollar a temperaturas cercanas a 0°C y hasta -1.5 °C.

Un mayor problema asociado a frutas y vegetales minimamente procesados es la
posibilidad de abuso de temperatura durante la distribucion, transporte, almacenamiento o
venta. Las frutas y hortalizas son normalmente clasificadas como alimentos de vida dtil
extendida y bajo las mejores condiciones deberian tener indicadores de
tiempo/temperatura que alerten tanto a consumidores como elaboradores sobre el abuso de
temperatura (Wiley,1994).

1.4.2 Tratamientos quimicos

Para la realizacion de tratamientos quimicos, se han utilizado compuestos
quimicos naturales o sintéticos que controlan el deterioro y mantienen la calidad de los
productos. Existen compuestos antimicrobianos, y antioxidantes que previenen el
amarronamiento, la decoloracion de pigmentos, y protegen contra la pérdida de sabor y

aroma, cambios en la textura y pérdida de la calidad nutritiva.

La accion del compuesto antimicrobiano depende del tipo, género y especie de
microorganismo. La eficiencia de un antimicrobiano depende en gran medida también de
otros factores tales como el pH, actividad de agua, temperatura, atmosfera gaseosa, carga

microbiana inicial y tipo de alimento.
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La eficiencia de los compuestos que actGan como antioxidantes depende de
numerosos factores: pH, actividad de agua, temperatura, luz, tipo y actividad del sistema
enzimatico, atmosfera gaseosa, tipo de alimento y contenido de metales pesados. La
efectividad de los antioxidantes estd controlada por las condiciones ambientales del
sistema alimenticio, su concentracion, y permanencia durante el almacenamiento o vida

atil del producto.

En los vegetales minimamente procesados se debe considerar el uso de ambos
compuestos, antimicrobianos y antioxidantes, para proveer un producto seguro o inocuo y
de alta calidad de fresco durante toda su vida datil. Esto sugiere que las barreras de
conservacion usadas para vegetales minimamente procesados deben actuar tanto sobre la
carga de flora microbioldgica como sobre las enzimas claves que podrian causar

problemas de calidad.

1.4.2.1 Antimicrobianos

Muchos compuestos encontrados naturalmente en los alimentos tienen actividad
antimicrobiana. El desafio es utilizarlos como conservantes sin afectar adversamente a los

alimentos a los que son agregados.

Los compuestos antimicrobianos, ya sean naturalmente presentes en los alimentos,
agregados a los alimentos o formados en respuesta a un esfuerzo fisico o quimico pueden

contribuir a extender la vida atil de alimentos no procesados y procesados.

Acidos organicos y compuestos relacionados

Los acidos organicos, ya sea que estén presentes naturalmente en los alimentos,
acumulados como resultado de fermentacion, o intencionalmente agregados durante el
procesamiento, se han utilizado por afios para controlar el deterioro microbiolégico.
Algunos &cidos organicos se comportan principalmente como fungicidas o fungistaticos,
mientras otros tienden a ser mas efectivos al inhibir el crecimiento bacteriano. Los datos
actuales sugieren que el modo de accién de los acidos organicos es atribuido a la directa
reduccion del pH del sustrato, reduccion del pH interno celular por ionizacién de la
molécula de &cido no disociada, o la interrupcion del mecanismo de transporte a través de

la membrana celular (Beuchat, Golden, 1989).
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Ya que la forma no disociada de la molécula de acido es en primer lugar
responsable de la actividad antimicrobiana, la efectividad depende de la constante de
disociacion (pKa) del acido. Debido a que el pKa de la mayoria de los acidos organicos
esta entre 3 y 5, los acidos organicos son generalmente mas efectivos a valores de pH
bajos. Asi, la acidificacion de alimentos de baja acidez mejora grandemente las
caracteristicas antimicrobianas del alimento. No obstante, este mecanismo depende de la
completa difusion del &cido a traveés de la muestra y al centro de cada particula de

alimento involucrada en la acidificacion (Wiley, 1994).

Numerosos 4&cidos organicos han sido utilizados como antimicrobianos en
diferentes tipos de alimentos: &cidos citrico, succinico, malico, tartarico, acético, sorbico,
benzoico, lactico y propionico, entre otros. A continuacion se detalla el efecto del acido
citrico sobre el desarrollo microbioldgico. El acido citrico es un compuesto que se
presenta naturalmente en frutas y hortalizas, es considerado GRAS (Generalmente
Reconocido como Seguro); utilizado en concentraciones adecuadas no afecta
adversamente las caracteristicas sensoriales, nutritivas y la seguridad del vegetal fresco, y
es el recomendado por numerosos autores para ser usado en vegetales minimamente
procesados (Wiley, 1994; Gorny, 1996; Sapers, 1993).

Acido citrico

Se encuentra presente en numerosas frutas, especialmente las citricas, y en
hortalizas. Se ha encontrado que la accién del acido citrico fue mas efectiva que la de los
acidos acético y lactico para inhibir el crecimiento de bacterias termdfilas. El acido citrico
es inhibitorio de la bacteria flat-sour aislada del jugo de tomate, y es mas inhibitorio de la
bacteria Salmonella que los acidos lacticos y clorhidrico. También se demostré que el
acido citrico a concentraciones tan bajas como 0.3% reducia efectivamente la poblacion

de Salmonella viable en carcasas de pollo (Beuchat, Golden, 1989).

Se encontré que una combinacién de acido ascorbico y acido citrico inhibe el
crecimiento y la produccién de toxina de Clostridium botulinum tipo B en papas cocidas
envasadas en vacio. El &cido citrico también es efectivo al reducir poblaciones de

bacterias en huevos duros cocidos (Beuchat, Golden, 1989).
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La reduccién del pH influye sobre el desarrollo de Listeria monocytogenes y
Yersinia enterocolitica. Estas bacterias no se desarrollarian a pH bajo. Para Listeria
monocytogenes el valor de pH minimo de crecimiento se eleva en presencia de aniones

organicos como el citrato (Carlin et al., 1990).

Omary et al. (1993) trataron repollo cortado con una solucién de &cido citrico y
eritorbato de sodio. Este tratamiento tuvo un efecto antibacteriano sobre Listeria innocua,

posiblemente al haber reducido el pH del sistema.

Wolters, et al. (1993) encontraron que el agregado de acido citrico aumentaria la

biodisponibilidad de calcio, magnesio y zinc en numerosos alimentos.

Como ya se ha indicado, los antimicrobianos en general, y el &cido citrico en
particular, reducen el pH del alimento, inhibiendo la actividad enzimética (Langdon,
1987). Esto puede mejorar la estabilidad de algunos alimentos, especialmente aquellos
vegetales con un pH natural en el rango de 5-7, donde el deterioro microbiologico es
rapido y es el rango Optimo de numerosas enzimas que provocan la pérdida de calidad de
los vegetales. EI pH de las soluciones de tratamiento fue un factor importante en la
conservacion de lechuga cortada. La lechuga tratada con las soluciones de menor pH
tuvieron una vida util mas larga (Bolin et al., 1977). Desafortunadamente, cuando el pH
del vegetal se disminuye por debajo de 3.5 — 4.0 se pierden las caracteristicas

organolépticas de fresco (Huxsoll, Bolin, 1989).

Numerosos estudios han indicado que la actividad antimicrobiana del &cido citrico
se debe a la quelacion de iones metalicos esenciales para el crecimiento microbioldgico.
El &cido citrico forma complejos con agentes prooxidantes tal como los iones cobre y

hierro a través del par de electrones no compartido de su estructura molecular.

El &cido citrico es un agente quelante GRAS, y se usa conjuntamente con acido
ascorbico para quelar prooxidantes que podrian causar rancidez e inactivar enzimas tal
como las PPO que causa reacciones de amarronamiento (Wiley, 1994). Estas enzimas
contienen cobre como grupo prostético (parte no proteica de la enzima). Como un ejemplo
de esta aplicacion, la tirosinasa, que oxida la tirosina a dihidroxifenol y conduce a la
formacion de pigmentos marrones, contiene cobre en su estructura molecular. El
amarronamiento se previene cuando el cobre enzimético es secuestrado por el acido

citrico. El &cido citrico cuando se usa conjuntamente con el acido ascérbico, ejerce un
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efecto protector sobre este ultimo, haciendo més lenta su autooxidacién y secuestrando los

metales trazas que tendrian efectos negativos sobre el acido ascorbico (Dziezak, 1986).

Castafier et al. (1996) encontraron que el tratamiento de lechuga con soluciones de
acido citrico fue efectivo para inhibir el amarronamiento enzimatico. Los resultados
mostraron que la disminucion en el valor de pH fue importante, debido a que se modifico

el pH del rango 6ptimo para la PPO de la lechuga.

1.4.2.2 Antioxidantes

La FDA (Food and Drug Administration - USA) ha definido a los antioxidantes
como sustancias usadas para conservar a los alimentos, retardando la rancidez deteriorante
0 decoloracion debida a la oxidacion. En vegetales minimamente procesados existen
numerosos tipos de reacciones oxidativas. Estas reacciones causan amarronamiento,
decoloracion de pigmentos endogenos, pérdida o cambio de sabor u olor del producto,
cambios en la textura, y pérdida del valor nutritivo por destruccién de vitaminas A, C, D,
0 E vy acidos grasos esenciales tal como el acido linoleico. En las reacciones de oxidacion
intervienen numerosos factores como oxigeno, luz, metales, pigmentos, condiciones
alcalinas (Dziezak, 1986).

Los compuestos mas importantes usados para estabilizar frutas y vegetales
minimamente procesados son los agentes reductores y ciertos agentes quelantes, que si
bien no son estrictamente antioxidantes, contribuyen a prevenir las reacciones oxidativas
en frutas y hortalizas. Los sulfitos han sido usados efectivamente para conservar la calidad
de fresco de frutas y hortalizas cortados, pero estan sujetos a restricciones regulatorias
debido a sus efectos adversos sobre la salud. La FDA ha modificado la clasificacion de los
agentes sulfitantes, estableciendo que los sulfitos no son GRAS para el uso sobre frutas y
vegetales que han de servirse o venderse como crudos. Los alimentos que contengan un
nivel de agente sulfitante detectable, definido como 10 ppm, deben declarar su contenido
en la etiqueta. Estos requerimientos tienen la intencion de proveer alguna proteccion a los

individuos sensibles al sulfito (Dziezak, 1986).

Con la restriccion del uso de sulfitos sobre frutas y vegetales que van a consumirse
o0 venderse crudos al consumidor, o presentados como frescos, mucha investigacion esta

siendo conducida para encontrar sustituyentes adecuados. Los sulfitos son agentes
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multifuncionales. La busqueda de alternativas ha conducido a compuestos que son
sustitutos efectivos solamente para una o mas de las funciones obtenidas con los sulfitos.
Probablemente la mejor alternativa al sulfito es el acido ascorbico o combinaciones de
acido ascorbico con &cido citrico u otros acidos organicos (Wiley, 1994; Sapers, 1993;
Gorny, 1996; Barrett, 1996).

Acido ascérbico

El 4&cido ascorbico es un agente reductor, un antioxidante. Inhibe el
amarronamiento en varias frutas y vegetales (Borenstein, 1987; Sapers, Ziolkowski, 1987;
King, Bolin, 1989).

El acido ascorbico (vitamina C) tambien funciona como un secuestrante
(scavenger) de oxigeno, haciéndolo particularmente Gtil en productos que tienen aire en el
espacio de cabeza. Alrededor de 3.5 mg de acido ascorbico se requiere para secuestrar el

oxigeno en 1 cm® de aire de espacio de cabeza (Dziezak, 1986).

El &cido ascérbico y varias de sus sales neutras y otros derivados han sido
utilizados como antioxidantes GRAS en frutas y vegetales y sus jugos para prevenir el
amarronamiento y otras reacciones oxidativas. ElI O, secuestrado por el &cido ascérbico
hace que el mismo se oxide para formar acido dehidroascérbico perdiendo asi su actividad
antioxidante. El acido ascorbico es considerado GRAS y no tiene restricciones sobre su
nivel de uso (Dziezak,1986).

El acido ascorbico se agrega junto con el &cido citrico que tiende a mantener mas
acido el nivel de pH y también actia como un agente quelante sobre enzimas que
contienen cobre como la PPO. El &cido ascorbico es un compuesto reductor
moderadamente fuerte, es de naturaleza acida, forma sales neutras con las bases, y es muy
soluble en agua. Debido a que niveles tan bajos como 100 ppm de &cido ascérbico pueden
inducir efectos prooxidativos, se sugiere usar niveles de 2000 ppm para prevenir estas
reacciones (Wiley, 1994; Dziezak, 1986).

El &cido ascorbico es un inhibidor altamente efectivo del amarronamiento
enzimatico, en principio debido a su capacidad de reducir las quinonas, generadas por la
oxidacion catalizada por la PPO de los polifenoles, hacia los compuestos fendlicos, antes

que continden la reaccion que conduce al amarronamiento (Figura 1.1). No obstante una
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vez que el acido ascérbico agregado ha sido completamente oxidado a &cido
dehidroascorbico por esta reaccion, las quinonas pueden acumularse y conducir al
amarronamiento. A altas concentraciones el &cido ascorbico también puede inhibir
directamente la PPO (Sapers, 1993).

El agregado de antioxidantes, como el acido ascérbico, previene la degradacion de

clorofila en espinaca (Baardseth, von Elbe, 1989; Heaton, Marangoni, 1996).

El agregado de &cido ascérbico aumentaria la biodisponibilidad de hierro en

numerosos alimentos (Wolters et al., 1993).

Los tratamientos realizados sumergiendo papas peladas enteras o en rodajas en
soluciones de acido ascorbico y acido citrico fueron efectivos para reducir el
amarronamiento, manteniendo la apariencia, olor y textura del producto fresco (Langdon,
1987; Sapers, Miller, 1993).

Sapers y Ziolkowski (1987) determinaron que las soluciones de acido ascorbico y
acido citrico utilizadas para el tratamiento de manzana cortada y jugo de manzana fueron
efectivas para reducir el amarronamiento. EI amarronamiento enzimatico de pulpas de

manzana pudo prevenirse con el uso de acido ascorbico (Lozano et al., 1994).

Los tratamientos con soluciones de acido citrico y acido ascérbico podrian
extender la vida util de repollo cortado, principalmente evitando los cambios de color
(Chen, Peng, 1980).

1.4.3 Envasado en atmosfera modificada

A las herramientas para la conservacion de vegetales minimamente procesados
mencionadas en parrafos anteriores, se debe sumar el envasado en atmosfera modificada
(EAM). Estas herramientas trabajan juntas para mantener la frescura, extender la vida util,
asegurar la sanidad y promover las ventas. Ni las bajas temperaturas, ni los tratamientos
quimicos, ni el EAM pueden actuar solos para ofrecer al consumidor un producto con todo

su valor (Zagory, 1996).

Después de la conservacion refrigerada, el EAM es considerado el segundo
método mas efectivo para extender la vida util de productos minimamente procesados. No

obstante se reconoce que el EAM no puede reemplazar a un adecuado control de la
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temperatura, y la modificacion de la temperatura es el factor mas importante en controlar
la respiracion (Shewfelt, 1986). EI EAM es frecuentemente incluido como uno de los
pasos cruciales en la secuencia o etapas de conservacion que caracteriza a los productos
minimamente procesados (Huxsoll, Bolin, 1989). EI EAM de un producto vegetal es un
proceso dinamico donde el envase sellado interactia con el producto contenido (bajo
cuidadoso control de la temperatura) para proveer una atmosfera interna de equilibrio que
reducira la velocidad de respiracion, la sensibilidad al etileno y la pérdida de humedad asi
como también extender la fase lag del crecimiento microbiano y aumentar el tiempo de

generacion de la microflora (Schlimme, Rooney, 1994).

Otro de los beneficios del envasado en AM es el mantenimiento de alta humedad
relativa (HR) ambiental alrededor del producto. Muchas barreras naturales son removidas
durante el procesamiento, dejando a los productos muy susceptibles a la deshidratacion.
La seleccion del material de envase apropiada puede reducir significativamente la
velocidad de pérdida de agua de productos minimamente procesados creando un ambiente
que esta cercano al 100% de HR. No obstante, la condensacion de agua dentro del envase
promoverd el crecimiento de microorganismos alterantes. Esto puede evitarse
seleccionando un film flexible con una apropiada velocidad de transmision de vapor de

agua y/o incorporando aditivos antiempafiamiento (Gorny, 1997; Zagory, Kader, 1988).

La seleccion de un EAM para productos minimamente procesados debe incluir
ensayos empiricos bajo condiciones que simulen operaciones comerciales. Los avances en
el disefio y manufactura de peliculas poliméricas con un amplio rango de permeabilidad a
los gases ha estimulado el interés en crear y mantener atmosferas modificadas (AM)

dentro de los envases con peliculas flexibles.

Debido a que la atmosfera modificada es considerada un tratamiento inocuo en si
mismo, y no deja residuos indeseables sobre el producto, el uso de AM para vegetales
minimamente procesados aumentara y sera necesaria mucha investigacion para establecer

las condiciones Optimas para cada producto (Huxsoll, Bolin, 1989)

Dada la alta variabilidad de las respuestas de los distintos productos y distintos
cultivares a las modificaciones en la concentracion de oxigeno y anhidrido carbdnico,
resulta imprescindible la determinacion experimental de las combinaciones ideales para

cada producto (Gorny, 1997).
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1.4.3.1 Efecto de las AM sobre la fisiologia y reacciones bioquimicas de los vegetales

listos para usar

Los tejidos de los vegetales minimamente procesados son tejidos vivos. Para
mantener la vida, sus procesos metabolicos deben generar energia, principalmente a través
del proceso de respiracion. La respiracion incluye el consumo, de O, atmosférico, de
carbohidratos y acidos organicos y la consecuente produccion de energia metabdlica,
calor, y CO,, etileno y vapor de agua. La mejor manera de reducir el metabolismo
respiratorio y asi conservar las reservas de carbohidratos, a&cidos y humedad de la planta,
es reducir la temperatura. Teniendo un excelente control de la temperatura, puede usarse

el envasado en AM (Zagory, 1996).

La reduccion de los niveles de O, y el enriquecimiento en CO, pueden reducir la
intensidad de respiracion, retrasar la maduracion, disminuir la produccion y la sensibilidad
al etileno, retrasar la pérdida de textura, reducir los cambios de la composicion asociados
con la maduracién, reducir la degradacion de la clorofila y el pardeamiento enzimatico
paliando las alteraciones fisioldgicas y los dafios por frio, manteniendo el color, y
protegiendo las vitaminas de los productos frescos, de ese modo se consigue la calidad
durante una vida util méas amplia. Los efectos de la reduccion de los niveles de O, y el
enriquecimiento en CO, sobre la respiracion y la maduracion de frutas son aditivos y
pueden ser sinérgicos. Sin embargo, la exposicion de los productos frescos a niveles de O,
0 de CO, fuera de los limites de tolerancia de un producto concreto puede iniciar la
respiracion anaerobia con la produccion de olores y sabores indeseables, asi como

provocar otras alteraciones fisioldgicas (Kader et al., 1989; Day, 1995).

A medida que el O, cae por debajo del 10%, la respiracion comienza a disminuir.
Esta disminucion de la respiracion continta hasta que el O, alcanza el 2-4 % para la
mayoria de los productos. Si el O, disminuye mas, dependiendo del producto y la
temperatura, comienza el metabolismo fermentativo que reemplaza el metabolismo
aerébico normal y se produce la consecuente acumulacion de etanol, &cido lactico o
aldehidos, causando olores y sabores desagradables (off-flavors, off-odors), y volatiles
indeseables (Kader et al., 1989). En concentraciones bajas de oxigeno, la proporcién de

CO,/0O, puede aumentar como resultado de reacciones de fermentacion.
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Similarmente, a medida que el CO, aumenta por encima del 0.03% encontrado en
el aire, se produce una disminucion de la respiracion en el producto (Zagory, 1996;
Varoquax, 1994).

La tolerancia de frutas y vegetales a bajas concentraciones de O, y altas de CO, ha
sido determinada generalmente para los productos enteros. Las frutas y hortalizas
minimamente procesadas difieren de ellos por tener niveles de actividad metabdlica mas
altos, incluyendo mayores velocidades de respiracion y produccion de etileno. Asi, existe
una razonable expectativa que la tolerancia de los vegetales minimamente procesados a las

AM difiera significativamente de aquellos productos enteros (Brecht, 1995).

Las atmosferas modificadas disminuyen la degradacion de la clorofila, reteniendo
el color verde de los vegetales (Kader et al., 1989). Se encontr6 que una atmosfera
enriquecida con 10% de CO, retardaba el amarillamiento de espinaca entera y extendia la
vida atil del producto en una semana a 5°C. También se observo que la espinaca entera
podria tolerar un nivel elevado de CO,, pero se recomendd un nivel del 10 %, ya que por
encima de ese nivel no existirian beneficios adicionales y podrian ocurrir desérdenes
fisiologicos (Salunkhe, Desai, 1984).

Las AM pueden inhibir los sistemas enzimaticos responsables del deterioro de la
calidad. La disminucion de O, en la atmosfera reduce la velocidad de las reacciones de
oxidacion catalizadas por enzimas, debido a que el O, es uno de los sustratos. Asi un
producto envasado en una atmdésfera con muy baja concentracion de O, no presentara

amarronamiento (Varoquax, Wiley, 1994).

El CO; puede inhibir la actividad de la PPO. EIl uso de AM ha sido muy efectivo
para disminuir la velocidad de amarronamiento producido por la PPO en lechuga y papa
minimamente procesadas. Ademas las altas concentraciones de CO, también inhiben la
biosintesis de los sustratos de reaccién del amarronamiento enzimético (compuestos
fendlicos) (Gorny, 1997).

Otro efecto importante del CO; es que aumenta la acidez en los tejidos vegetales.
Debido a que los valores del pH celular estdn normalmente regulados entre un limite
estrecho, solamente elevadas concentraciones de CO, (tanto como el 5%) disminuirian el

pH intracelular, afectando la actividad enzimatica. Como los productos minimamente
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procesados deben conservarse bajo temperatura de refrigeracién, en esas condiciones el

CO; es més soluble, favoreciendo su accion (Varoquax, Wiley, 1994).

Las AM reducen la actividad de la enzima poligalacturonasa, lo que produce una
reduccion en la descomposicion de sustancias pécticas y por lo tanto disminuye el
ablandamiento de los tejidos vegetales. También reduce las pérdidas de provitamina A

(B—caroteno) y de vitamina C (&cido ascérbico) (Kader et al., 1989).

1.4.3.2 Efecto de las AM sobre el desarrollo microbiolégico en vegetales listos para

usar

Las AM pueden tener un efecto directo o indirecto sobre los microorganismos y
consecuentemente influir sobre la incidencia y severidad del deterioro que producen.
Tanto las bajas concentraciones de O, como las altas de CO, en un envase de AM
influiran en la velocidad de crecimiento y tipo de microorganismos que proliferaran en un
producto minimamente procesado. Ambientes con una concentracion de CO, superior al
10% tiene efecto fungistatico, demoran el ablandamiento de tejido y aumenta la
resistencia al deterioro microbioldgico. No obstante, el EAM no disminuira el crecimiento
de patogenos para el hombre sobre productos minimamente procesados. Ademas, debe

tenerse en cuenta que la reduccion de O2 puede alterar el equilibrio de la microflora en

favor de bacterias anaerdbicas. Ambientes con extremadamente baja concentracion de O,
en un envase de AM de productos minimamente procesados tienen el riesgo potencial,
respecto a la seguridad del alimento, de permitir el crecimiento de Clostridium botulinum.
Entonces deberian tomarse precauciones para asegurar absolutamente que condiciones

anaerobicas no ocurran en estos productos (Gorny, 1997).

En general, concentraciones menores de O, y mayores de CO, reprimiran a las
bacterias Gram-negativas y hongos, pero seleccionaran a las bacterias acido lacticas y
levaduras (Tabla 1.2). Si las concentraciones de O, son suficientemente bajas, creceran

bacterias anaerobias (Farber, 1991).

Tabla 1.2
Efecto relativo del CO; en el desarrollo de varios microorganismos

Desarrollo microbiano
No inhibido Inhibido Estimulado

Microorganismos
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Bacterias Gram-Negativas

Aeromonas hydrophila +
Campylobacter jejuni + +
Enterobacter spp. +
Escherichia coli
Pseudomonas spp.
Salmonella spp.
Vibrio spp.

Yersinia enterocolitica

+ + + + + +

Bacteria Gram-positivas

Clostridium botulinum + +
Lactobacillus spp. + +
Listeria monocytogenes +

Levaduras +

Hongos +

Adaptado de Farber, 1991

Concentraciones de CO; del 10-15 % son efectivas para inhibir el crecimiento de

Botrytis en frutillas y otras frutas (Wills et al, 1981).

Debido a que condiciones de anoxia de la AM pueden favorecer el crecimiento de
anaerobios facultativos y/o obligados sobre los microorganismos aerobios deteriorantes, el
envasado de alimentos en atmosferas con muy baja concentracion de oxigeno podria
resultar en una ausencia peligrosa de olores nocivos u otros signos de deterioro producidos
por los microorganismos aerobios, que alerten al consumidor sobre un potencial peligro

microbioldgico (Kader et al., 1989).

En general se necesita mas del 5% de CO, para reprimir el crecimiento
microbiano. Las AM mejoran la calidad sensorial aparente del producto al inhibir el
crecimiento de las bacterias que causan deterioro al vegetal, pero algunos

microorganismos patdgenos para el hombre pueden sobrevivir.

Por lo tanto la atmdsfera a la cual los microorganismos son expuestos puede tener

un efecto profundo sobre su crecimiento y supervivencia.
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1.5 TECNOLOGIA DE LOS FACTORES COMBINADOS

En el pasado reciente se consideraba que las temperaturas de refrigeracion
controlarian el crecimiento de microorganismos patdgenos y psicrotrofos alterantes.
Actualmente existe considerable evidencia de que las bajas temperaturas no son
suficientes para controlar algunos microorganismos psicrotrofos. Las nuevas especies de
patogenos que crecerian bajo condiciones de refrigeracion, han hecho que se realicen
mayores esfuerzos para desarrollar sistemas alimenticios seguros. Tales sistemas
prevendrian el desarrollo de cualquier peligro potencial para la salud por la incorporacion

de barreras de seguridad adicionales (Zagory, Kader, 1988).

Los vegetales minimamente procesados han sido calificados como productos
altamente perecederos, minimamente procesados, envasados y que deben ser refrigerados
por razones de seguridad. Ademas son productos con un pH > 4.6; actividad de agua, a,, >
0.85; que no reciben un tratamiento térmico adecuado para inactivar patdgenos; que
podrian causar un peligro para la salud bajo condiciones de abuso moderado de
temperatura durante el almacenamiento y distribucién; que no tienen barreras impartidas
por factores intrinsecos o factores extrinsecos (por ej. tratamiento térmico) cientificamente
demostrado para eliminar o prevenir el crecimiento de patégenos (Wiley, 1994). Los
vegetales minimamente procesados reunen estas caracteristicas, y por lo tanto podrian
potencialmente ser un peligro para la salud publica si se los maneja de manera

inapropiada.

El uso de la refrigeracion mantiene la calidad, pero provee una proteccion
inadecuada contra los microorganismos patogenos. Numerosas bacterias patogenas

pueden sobrevivir y aln reproducirse bajo condiciones de refrigeracion.

Algunas de las tecnologias desarrolladas para extender la vida til de los vegetales
minimamente procesados pueden inadvertidamente conducir a un producto que es

potencialmente mas peligroso para el consumidor (Hurst, 1995).

El acondicionamiento y lavado no s6lo pueden reducir la presencia de la
microflora alterante normalmente presente, sino también introducir y dar a los patdégenos

una ventaja competitiva para su crecimiento.
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El cloro es ampliamente utilizado como sanitizante en la etapa de lavado de
vegetales minimamente procesados. No obstante, su efectividad esta limitada con algunos
productos. El lavado con agua clorada no reprime el crecimiento de Listeria
monocytogenes en lechuga cortada (Beuchat, Brackett, 1990). Tampoco elimina
completamente la Salmonella montevideo de tomates inoculados (Zhuang et al., 1995).
Los resultados encontrados en el lavado con soluciones cloradas de espinaca cortada
inoculada con Salmonella hadar indicaron que la bacteria puede sobrevivir y que las
reducciones logradas fueron insuficientes para garantizar la inocuidad del producto
(Pirovani, 1998).

Mientras las AM inhiben el desarrollo de muchos microorganismos alterantes,
algunos patodgenos, por ejemplo Listeria monocytogenes, pueden realmente prosperar bajo
estas condiciones (Berrang et al., 1989). Cuando el producto se somete a condiciones
abusivas de temperatura (T > 8 °C) durante el almacenamiento, distribucion o venta,
ocurrird el crecimiento de otras bacterias patdgenas como Clostridium botulinum,
Bacillus, Salmonella spp., y Staphylococcus aureus (Corlett, 1989; Piagentini et al.,
1997).

De esta manera, deben considerarse otros tratamientos para asegurar la inocuidad

de los vegetales minimamente procesados.

Las células vegetales son unidades vivas que estan constantemente tomando
nutrientes y expulsando deshechos. En este proceso, los nutrientes tienen que pasar a
través de la pared y la membrana celular. En los procesos de conservacion tradicionales
aplicados a las frutas y hortalizas (tratamiento térmico, congelacion, secado) se mata a las
células vegetales. En el producto minimamente procesado, estas células vegetales estan
aun vivas y deben permanecer asi, o el tejido perdera su deseable calidad de fresco (King,
Bolin 1989). Por lo tanto los tratamientos de conservacién aplicados a estos productos

deben tener en cuenta estas caracteristicas.

Una metodologia interesante para inhibir el crecimiento de microorganismos y
mejorar la estabilidad de los alimentos, es el desarrollo del concepto de barreras u
obstaculos también conocida como tecnologia de factores combinados. En esta

metodologia, los procesos de degradacion deben superar la barrera u obstaculo que le
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presenta cada tratamiento de conservacion. De esta manera la velocidad de degradacion va

disminuyendo por la presencia de mas obstaculos (Huxsoll, Bolin, 1989).

Se ha sugerido que no es productivo, desde el punto de vista de la calidad, realizar
un solo tratamiento en condiciones extremas para inhibir el desarrollo de los
microorganismos Y la actividad enzimatica en los productos refrigerados. Se sugiere que
una combinacion apropiada de factores que limiten el crecimiento pueden usarse como
método de conservacion, y se considera que estos pueden incluir numerosos tratamientos

individualmente subinhibitorios (Wiley, 1994).

La combinacion de diferentes métodos de conservacion puede producir tres tipos
de resultados: sinergismo, efecto aditivo, y antagonismo. Las barreras provistas deben ser
como minimo aditivas en su accion (preferiblemente sinérgicos) y no antagénicas (Wiley,
1994).

La tecnologia de factores combinados debe aplicarse cuidadosamente a los
vegetales minimamente procesados. Las barreras seleccionadas deben mantener la

seguridad, la calidad sensorial y nutritiva, y extender la vida Gtil del producto.

El uso de la tecnologia de factores combinados en vegetales minimamente
procesados es muy complejo debido a las enzimas y a los sistemas biolégicos vivos de la
planta con los que hay que tratar, asi como también los microorganismos pat6genos y

alterantes, para extender la vida util y proveer un producto con calidad de fresco.

Por lo tanto para lograr vegetales listos para usar seguros, especialmente aquellos

de mas alto pH, se deben incluir otras barreras en adicion a la baja temperatura.

Por ello se ha pensado en la utilizacion de algunos de los métodos de conservacion
ya usados en otros alimentos como otra barrera para proveer vegetales listos para usar
seguros, prevenir o reducir los factores que provocan alteracion, manteniendo la calidad y
extendiendo la vida atil. Estos métodos de conservacion pueden incluir conservacion
quimica, comprendiendo acidulantes, antioxidantes, antimicrobianos; envasado en

atmosfera modificada y conservacion refrigerada.
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1.6 OBJETIVOS

El objetivo de la presente tesis es analizar el efecto combinado de un agente
antimicrobiano como el &cido citrico, un agente antioxidante como el acido ascorbico y el
tipo de envase utilizado, sobre la calidad de espinaca minimamente procesada durante el

almacenamiento refrigerado.

Se desarrollaran modelos matematicos que permitan analizar y predecir el efecto
de las concentraciones de acido citrico y acido ascorbico, y del tiempo de conservacion
sobre el desarrollo de la flora aerobia mesofila, el pH de la espinaca, la concentracion de

CO, y O, en la atmdsfera desarrollada en el envase y los atributos sensoriales de calidad.

Se analizara el efecto de cada etapa de procesamiento sobre la calidad

microbioldgica de espinaca minimamente procesada.

Se determinara el efecto del tratamiento quimico aplicado y el tipo de envase

utilizado sobre la retencion de clorofila y la pérdida de peso.

Se analizara cudl de los atributos de calidad analizados limita la vida util de la

espinaca minimamente procesada.

Se determinaran combinaciones de las concentraciones de &cido citrico, acido
ascorbico y material de envase que permitan mejorar la calidad y extender la vida util de

espinaca minimamente procesada.
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MATERIALES Y METODOS

2.1 PROCESAMIENTO DE ESPINACA
5.1.1. Materia prima

Se utiliz6 espinaca (Spinacia oleracea L., var. Hibrida 424), procedente del
departamento La Capital (Provincia de Santa Fe - Argentina). El producto recién cosechado
se transportd por la mafiana a temperatura ambiente, hasta el Instituto de Tecnologia de
Alimentos (I.T.A.), y se procesOd inmediatamente. La materia prima presentaba hojas
externas grandes, de color verde oscuro y las internas de tamafio menor y de color verde un

poco mas claro. En cada procesamiento se utilizaron 2600 - 3000 g de materia prima.

5.1.2. Acondicionamiento y cortado

La espinaca se acondicion6 cuidadosamente, eliminando hojas dafiadas, quebradas,
manchadas o amarillentas, raices y tallos. En esta etapa se produjo alrededor del 50 - 55 %
de las pérdidas. A continuacion el producto se cortd en trozos de 3 cm por 4 cm con

cuchillo de acero inoxidable bien afilado.
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5.1.3. Lavado y enjuague

Las condiciones para el lavado de espinaca se seleccionaron teniendo en cuenta los
antecedentes ya mencionados en la introduccion (Mazollier, 1988; Zuang et al., 1995;
Scandella, Leteinturier, 1989; Pirovani, 1998).

Condiciones del agua de lavado:

e Concentracion inicial de cloro: 120 mg/L

e Temperatura: 4 °C

e Tiempo: 2 minutos

e pH: 7, ajustado con solucion de HCI 2N

e Relacion [agua de lavado/peso de producto]: 17 L/Kg

El lavado se realizé colocando 630 - 650 g de espinaca cortada en un recipiente
cilindrico de polietileno de 12 L de capacidad, con perforaciones de 5 mm de diametro (24
perforaciones/100 cm?). Este recipiente se sumergi6 en otro que contiene el agua de lavado
preparada. Este Gltimo es cilindrico, tiene un volumen total de 24 L y es de polietileno
blanco.

Para la realizacion de esta etapa se cont6 con dos recipiente perforados para colocar
la espinaca cortada, y dos para el agua de lavado, por lo tanto en cada procesamiento de

espinaca se lavaron aproximadamente 1300 - 1400 g del vegetal cortado.

A continuacion la espinaca se enjuagé por inmersiéon durante un minuto, con agua
de red (0.2 mg de cloro total/L, 4 °C). Luego, la espinaca se dejo escurrir por gravedad

durante 30 segundos en el recipiente perforado, y se realizo el tratamiento quimico.

5.1.4. Tratamiento quimico

El tratamiento quimico se realizé por inmersion de la espinaca en soluciones de
acido citrico y acido ascorbico en las concentraciones y combinaciones que se indican en
el Disefio Experimental (2.2). El tiempo de inmersion fue de 2 min., la temperatura de la
solucion de 4 °C y la relacién [volumen de solucion/peso de producto] se mantuvo en
17L/Kg.
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514.1 Metodologia para la determinacion del dominio experimental

En la tabla 2.1 se presentan los antecedentes bibliograficos a partir de los cuales se
preseleccionaron los rangos de concentracién de acido citrico y acido ascorbico para

determinar el dominio experimental para la realizacion del tratamiento quimico.

Tabla 2.1
Concentraciones de &cido citrico y acido ascorbico usadas por otros autores
Producto Acido citrico | Acido ascorbico Referencia
(9/100 ml) (9/100 ml)
General - 0.20 Wiley, 1994
0.10-0.30 0.01-0.02 Dziezak, 1986
- 1.00 Gorny, 1996
- 1.00 Barrett, 1996
Lechuga entera 1.00 - 10.00 5.00 Castafier et al., 1996
Endibia, lechuga - 1.00 Priepke et al., 1976
Repollo 0.20 0.20 Chen, Peng; 1980a
Manzana 0.20 0.25 Monsalve-Gonzalez et al., 1993
1.00 0.80-1.60 Sapers, Ziolkowski; 1987
Papa 0.30- 1.00 0.30-1.00 Langdon, 1987
1.00 2.50 Sapers, Miller; 1993

Para la determinacion del dominio experimental se ensayaron soluciones de acido

citrico y &cido ascérbico en el rango de concentraciones de 0.00 - 2.00 %.

Preparacion de las muestras

La espinaca destinada a este ensayo se acondiciono, corto, lavo y enjuag6 en forma
similar a la descripta en los incisos 2.1.2 y 2.1.3. Se obtuvieron aproximadamente 1000 g

de espinaca lavada. Se separaron muestras de 40 - 50 g de espinaca y se realizo el
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tratamiento quimico en las concentraciones y combinaciones que se detallan a continuacion
en Disefo experimental. Luego las muestras fueron centrifugadas a 540 rpm por 3 minutos
en el equipo que se describe en el punto 2.1.5, y finalmente se determiné el pH de las
muestras de espinaca. El disefio experimental se realizo por duplicado y el promedio de los

valores de pH obtenido se utiliz6 para realizar el analisis estadistico.

Disefio experimental

Para la determinacion del dominio experimental para la realizacion del tratamiento
quimico se utilizé un disefio factorial con 2 variables en 3 niveles (3%), con 2 repeticiones

en el punto central.

Se supuso que existia una funcion matematica para la respuesta en funcion de las

dos variables independientes de proceso.
Yi =T« (cc, ca) Ec. 2.1
donde: Yy = Respuesta: pH de la espinaca

cc = Concentracion de acido citrico, [g/100ml]

ca = Concentracion de &cido ascorbico, [g/100ml]
Para aproximar las funciones se usaron ecuaciones polinomiales de 2%° orden:

2 2 2

.xf+j2 By, XX, Ec.2.2

i=1 i=1 =i+l

donde: B., By, Bui y Bi: son los coeficientes

X, : son las variables codificadas.

Estas variables codificadas estan linealmente relacionadas con los valores reales de

las variables usadas (Cci, Cai).
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Para la concentracion de ac. citrico : X1 =2(Cci-1)/2
Para la concentracion de ac. ascorbico: X, =2 (cai-1)/1

Las variables independientes, las variables codificadas y no codificadas, y sus
niveles son presentados en la Tabla 2.2

Tabla 2.2
Variables independientes no codificadas y codificadas. Simbolos y niveles usados para la

determinacion del dominio experimental

Simbolo Niveles
Variables independientes No | Codifi- NO Codificads
Codif. | cado | codificado
Concentracion de acido citrico 2 1
(9/100ml) Cc X1 1 0
0 -1
Concentracion de acido ascorbico 2 1
(9/100ml) Ca X2 1 0
0 -1

Analisis estadistico

El andlisis de los resultados experimentales se realiz6 con el programa estadistico
STATGRAPHICS Plus 7.1. Dicho programa permitié ajustar la ecuacién polinomial de 2%
orden a los datos experimentales, realizar el analisis de variancia (ANOVA) y graficar la
superficie predicha a partir del modelo.
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514.2 Determinacion del dominio experimental

La Tabla 2.3 muestra los resultados experimentales del pH de la espinaca para los

distintos ensayos experimentales.

Tabla 2.3
Resultados experimentales para la determinacion del dominio experimental
) Niveles de las
Nu(rjnero variables codificadas H
e p

X1 X3

Ensayo (ce (ca
1 0 0 3.90
2 1 1 3.55
3 1 -1 3.58
4 -1 1 3.35
5 -1 0 4.65
6 1 0 3.58
7 -1 -1 6.25
8 0 0 4.12
9 0 -1 3.98
10 0 1 3.89
11 0 0 3.94

En primer lugar, se comprobé la idoneidad del modelo elegido con los tests de
diagnosticos basados en los residuos. Los tres tests de diagndsticos se presentan en el
Anexo, en la figura 5.1 a, b y ¢. Como puede verse, se cumple adecuadamente con las
suposiciones de homogeneidad de la variancia (figura 5.1 a), independencia de los errores
(figura 5.1 b) y normalidad de los errores (figura 5.1 c), por lo que se supone que no hay

transgresiones severas y se puede aplicar el ANOVA (Tabla 2.4).
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Tabla2.4

Andlisis de variancia para el modelo propuesto para pH

Fuente de variacion ~ Suma de cuadrados G.L. Cuadrado medio F calc.
Modelo 5.66735 5 1.13347 10.98**
X1 (cc) 3.64627 1 3.64627 35.32**
Xz (ca) 0.68649 1 0.68649 6.65*
X1. X, 0.89623 1 0.89623 8.68*
X, 0.37577 1 0.37577 3.64%
X2 0.06254 1 0.06254 0.61M
Residuo 0.51616 5 0.103232
F. de ajuste 0.48869 3 0.162897 11.86°
Error puro 0.027467 2 0.01373
Coef. Determinacion (R?) 0.91269
NS: no significativo; * significativo al 5%; ** significativo al 1%
La ecuacion de 2% orden propuesta como modelo es:
pH =bg + by. X1+ by X5 + b11.X12+ bzz.Xzz + b12.X1. X5 Ec. 2.3

donde: bo, bi y bjj son los coeficientes

X; son las variables codificadas.

Los subindices de los coeficientes o variables codificadas indican: 1 =

concentracion de acido citrico y 2 = concentracion de acido ascoérbico.

Los coeficientes de regresion del modelo de 2% orden propuesto para el pH se

presentan en la Tabla 2.5
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Tabla 2.5

Valores de los coeficientes de regresion de la ecuacion de 2 orden para pH

Coeficientes
b, 3.909
b, -0.757
b, -0.337
b11 0.323
b2y 0.143
b12 0.468

A partir del ANOVA (Tabla 2.4) se puede ver que el modelo de prediccion
desarrollado para el pH de espinaca resultd significativo (p<0.01) y adecuado, siendo la
falta de ajuste no significativa (p>0.05). Analizando el coeficiente de determinacién (R?)
que orienta sobre el porcentaje de la variacion que ha sido explicada por el modelo, se

puede ver que el modelo explica el 91.27% de la variabilidad de los datos experimentales.

El término lineal de la concentracion de &cido citrico (X;) es muy significativo
(p<0.01), y el término lineal de la concentracion de acido ascorbico (X») es significativo a
p<0.05. Esto puede verse en la Figura 2.1 que muestra la superficie de respuesta para el pH
de espinaca. En ella se observa que el pH de la espinaca disminuye mas rapidamente con el
aumento de cc que con el aumento de ca. Ademas el término correspondiente a la
interaccion (X3.Xz) es significativo a p<0.05, lo que indica que el efecto de la ca sobre el
pH es diferente para los distintos niveles de cc. Los términos cuadraticos de ambas

variables independientes (X1% y X»?) son no significativos (p>0.05).
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Figura 2.1

Superficie de respuesta para pH

Ac. Citrico (%)

La Figura 2.2 muestra el gréafico de contorno para pH. El rango de concentraciones
de &cido citrico y acido ascérbico que podrian utilizarse para la realizacion de tratamientos
quimicos de espinaca se determina para aquellos tratamientos que no reducen el pH de la
espinaca por debajo de 4, nivel debajo del cual se alterarian sus caracteristicas
organolépticas (Huxsoll, Bolin; 1989). En consecuencia, el area rayada (pH > 4) de la

Figura 2.2 muestra el dominio experimental determinado.

Para estudiar el efecto de los tratamientos quimicos sobre la conservacion de
espinaca minimamente procesada, se selecciond el siguiente rango de concentraciones

dentro del area experimental determinada:

Cc : [0.00 - 1.00]

Ca 2 [0.00 - 1.00]

48



Materiales y Métodos

Figura 2.2

Gréfica de Contornos para pH de espinaca

Ac. Ascorbico (%)
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Verificacion del modelo para pH

Las condiciones experimentales para la verificacion del modelo de prediccién del
pH se fijaron en ca= 1.50 %, y cc = 0.00; 0.50; 1.00; 2.00 %.

Los datos experimentales y los predichos con el modelo se encuentran graficados en

la Figura 2.3.

En la Tabla 2.6 pueden verse los valores predichos (Yk), los intervalos de confianza
correspondientes con una probabilidad del 95%, los valores experimentales (yx) y los
errores porcentuales de cada uno de los valores estimados con el modelo [100.(yk-Y«)/yk]
(Bowker, Lieberman, 1985).
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Figura 2.3
Datos experimentales y predichos por el modelo de pH
(ca =1.50 %)
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Tabla 2.6

Valores predichos y experimentales para la verificacién del modelo para pH

Cc Ca pH Intervalo de pH Error
[9/2100ml] | [g/100ml] modelo confianza experilmenta [%0]
0.00 1.50 4.62 [4.03;5.21] 441 -4.76
0.50 1.50 4.12 [3.71;4.52] 4.12 0.00
1.00 1.50 3.78 [3.36;4.19] 3.93 3.82
2.00 1.50 3.58 [2.99;4.16] 3.56 -0.56

Teniendo en cuenta los valores de los errores porcentuales y que todos los valores

experimentales se encuentran dentro del intervalo de confianza correspondiente al valor

estimado para cada valor puntual de las variables independientes, se puede aceptar al

modelo como buen predictor del valor del pH de la espinaca.
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5.1.5. Escurrido

Basandose en los antecedentes recopilados, se construy6 un escurridor centrifugo
discontinuo para vegetales de hoja. Se disefio para mantener la velocidad elegida constante,
independientemente de la carga. El canasto removible es el mismo utilizado en la etapa de

lavado:

e Recipiente cilindrico con perforaciones de 5 mm de didmetro (24 perforaciones/100
cm?)

e Didmetro: 24 cm

e Altura: 26 cm

Antes de colocar el recipiente con la espinaca en la centrifuga, se deja escurrir por

gravedad durante 30 segundos.

Se selecciond la velocidad de 540 rpm y el tiempo de 3 minutos, teniendo en cuenta
los antecedentes ya mencionados en la introduccion. Para dichas condiciones se obtiene una

fuerza centrifuga (Fc):
Fc=1,42.10°.n°.d Ec. 2.4

Donde : Fc: Fuerza centrifuga, [G]
n : Velocidad de centrifugacion, [rpm]

d : Diametro del canasto removible, [pulgadas]
Fc=39,13G

Se compararon los datos obtenidos segun el modelo propuesto por Pirovani (1998)

y los obtenidos experimentalmente, para el indice de escurrido (le) definido como:

le=100. (Pd-Pa)/Pa Ec. 2.5

En la figura 2.4 puede verse que:
Pd: Peso de espinaca después del escurrido centrifugo, [g]

Pa: Peso de espinaca antes del lavado, [g]
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Figura 2.4

Determinacion del peso de espinaca para calcular le

—»| CORTADO ; LAVADO > | ESCURRIDO

TRATAMIENTO QUIMICO

=

>
v

El indice de escurrido asi definido indicaria el porcentaje en peso que el producto ha

ganado después de las operaciones de lavado, tratamiento quimico y escurrido.

Se tomaron los pesos de la espinaca segin esquema, después de diferentes tiempos
de centrifugacion (0, 1, 2, 3 minutos), y se calcularon los le, graficandose los valores

promedios de 4 experiencias y los respectivos errores estandares (figura 2.5).

Figura 2.5

Indice de escurrido teérico y experimental
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En la figura 2.5 se observa que el porcentaje de agua que quedd en las muestras de
espinacas después de 3 minutos de centrifugado es mayor que el valor obtenido a través del
modelo tedrico. De todas maneras, de ambas graficas se puede concluir que la mayor
cantidad de agua es eliminada durante el primer minuto de escurrido y que no se logran

descensos muy significativos en el valor de le después de los 2-3 minutos.

5.1.6. Envasado
5.1.6..1 Factores para el disefio de un envase de atmdsfera modificada (AM)

La seleccion y disefio de un envase de AM tiene como objetivo obtener un
equilibrio entre la velocidad de respiracion del producto dentro del envase y la
permeabilidad del film, para obtener y mantener una aceptable atmosfera de equilibrio
dentro del envase, es decir una AM que demorard la madurez, senescencia y por lo tanto
extendera la vida util del producto. Este equilibrio ocurre cuando la respiracion del
producto consume O, a la misma velocidad que el film permite entrar O, al envase, y la
respiracion del producto produce CO, a la misma velocidad que el envase permite al CO,
salir. Para alcanzar este objetivo se depende del conocimiento de numerosos parametros

que afectan la atmdsfera en el interior del envase.

Los factores que dependen del tipo de producto a envasar son la velocidad de
respiracion a la temperatura de almacenamiento, el cociente respiratorio a la temperatura de
almacenamiento (CR = Rco2/Ro?), cantidad de producto a envasar y las concentraciones

Optimas de O, y CO, a alcanzar en el equilibrio (Schlimme, Rooney, 1994; Zagory, 1996).

La intensidad respiratoria de la espinaca es considerada extremadamente alta
(Namesny, 1993), y en la tabla 2.7 puede verse el calor de respiracion de espinaca entera a

distintas temperaturas.
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Tabla 2.7
Calor de respiracion de espinaca entera
Temperatura Calor de respiracion

(°C) (Kcal /t. 24 h)

0 1250 - 1700

5 2650 - 4100

10 4300 - 6450
20 13000 - 18500

Namesny, 1993

Los factores que dependen del material de envase son la permeabilidad al O,, CO, y
vapor de agua a la temperatura de almacenamiento; el efecto de la humedad relativa sobre
la permeabilidad al O, y CO, del film; el area superficial total del envase sellado; la
integridad del sello del envase y la resistencia mecéanica del material de envase (Schlimme,
Rooney, 1994; Zagory, 1996).

Otros factores que deben tenerse en cuenta son el volumen libre dentro del envase y

la velocidad y humedad relativa del aire alrededor del envase.

Tanto la velocidad de respiracién como la permeabilidad del film aumentan con un
aumento de la temperatura. La velocidad de respiracion aumenta generalmente mucho mas
rapido que la permeabilidad del film con el aumento de la temperatura. Debido a que tanto
la velocidad de respiracion como la permeabilidad del film dependen de la temperatura,
pero responden a diferentes velocidades ante los cambios de ésta, solamente puede
esperarse que el envase mantenga la atmosfera deseada dentro de un rango de temperatura
especifico. Si la temperatura cambia mas que unos pocos grados, la atmésfera del envase
también cambiara y puede volverse inapropiada o ain peligrosa para el producto (Zagory,
1996).

El embalaje tiene otros efectos adicionales a la AM. Al ser barreras al movimiento

del vapor de agua, contribuyen a mantener una alta H.R.% y turgencia del vegetal. Por el
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contrario, una inadecuada eleccion puede provocar la condensacién interna de humedad

creando condiciones ideales para el desarrollo de microorganismos (Zagory, Kader, 1988).

5.1.6..2 Seleccion del material y tipo de envase

El envasado en atmosfera modificada (EAM) de productos minimamente
procesados requiere de una cuidadosa seleccion del material polimérico de envase
especialmente con respecto a su permeabilidad al O,, CO, y vapor de agua. Es importante
que el film del envase utilizado para vegetales minimamente procesados tenga una
relativamente alta relacion de permeabilidades entre CO,y O,, de manera de permitir que la
concentracion de oxigeno disminuya sin excesiva acumulacion de anhidrido carbénico en el

interior del envase (Schlimme, Rooney, 1994).

Es necesario que el film polimérico seleccionado sea 3 a 6 veces mas permeable al
CO; que al O,. En general, la mayoria de los films empleados tienen una relacion de
permeabilidades de 3-5. Las peliculas poliméricas que potencialmente podrian usarse para
EAM de productos minimamente procesados son polietileno de baja densidad (LDPE),
polietileno lineal de baja densidad (LLDPE), polietileno de mediana densidad (MDPE),
politileno de alta densidad (HDPE), polipropileno (PP), cloruro de polivinilo (PVC), y
poliestireno (PS) (Schlimme, Rooney, 1994; Zagory, 1996).

Se pueden usar bandejas de poliestireno expandido o bandejas de plastico
termoformado de PVC, PE 6 PP, trasllcidas o pigmentadas. La pelicula plastica usada para
envolverlas debe quedar tensa para inmovilizar, en lo posible, al producto, manteniéndolo
acomodado y evitando golpes y rebotes entre si durante el manipuleo y transporte. Esto ha
conducido al uso de peliculas plasticas estirables o termocontraibles, las primeras basadas
tipicamente en PVC y las ultimas en LDPE. Como ya se ha mencionado, en este tipo de
envase todo el intercambio gaseoso se realiza a través de la tapa, la cual provee
generalmente un &rea superficial insuficiente para permitir que ingrese la cantidad

apropiada de oxigeno. Esta limitacion no existe en los envases tipo bolsa flexible.
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Los envases tipo bolsa flexible son muy utilizados en Estados Unidos, Francia y
Espafia para la venta al detalle, principalmente debido al bajo costo del material. Los
materiales mas usados son polietileno de baja densidad (LDPE) de 25-40 um de espesor;
polietileno de alta densidad (HDPE) de 12-20 um ¢ polipropileno monoorientado (OPP) de
20-40 um. EI HDPE es menos transparente que el LDPE. EI OPP presenta buenas
caracteristicas de brillo, transparencia y crujibilidad aunque su permeabilidad a los gases

es, en muchos casos, insuficiente.

Di Pentima et al. (1996) utilizaron bolsas de OPP de 30 um y de LDPE de 20 um
para envasar hojas enteras de espinaca. Los resultados encontrados indicaron que las bolsas
de LDPE de 20 um no modificaron significativamente la atmdsfera interna del envase
comparada con la del aire, luego de 8 dias de almacenamiento a 4 °C (20.7 % O, y 0.5 %
CO,). En cambio las muestras envasadas en OPP presentaron una concentracion de la
atmosfera interna de 1.8 % de O, y 10.3 % de CO,. Por otra parte, las muestras envasadas
en OPP fueron calificadas como muy buenas en apariencia general ( 7.94 sobre una escala
de 1: muy pobre, 9: excelente), mostrando diferencias significativas frente a las envasadas
en LDPE. Sin embargo, la espinaca envasada en bolsas de OPP presentd la menor
calificacion en cuanto a olor (7.00 sobre una escala de 1: nauseabundo, 9: normal), mientras
las muestras envasadas en LDPE de 20 um obtuvieron una calificacion de 9. En los demas

atributos analizados no presentaron diferencias significativas.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos por Di Pentima et al. (1996), y
considerando que en el trabajo a desarrollar en esta tesis se trabajard con espinaca cortada
la cual tendra una intensidad respiratoria mayor, se propone utilizar bolsas preformadas de
OPP de 30 umy bolsas preformadas de LDPE de 40 um (de menor permeabilidad que la de
20 pum) para analizar su efecto sobre la calidad de espinaca minimamente procesada. Los

datos de permeabilidad de las peliculas se presentan en la tabla 2.8.
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Tabla 2.8

Especificaciones de las peliculas plasticas

Permeabilidad Permeabilidad
Material | Espesor (cm®/m?. 24h . atm) Relacion | vapor de agua
(Mm) 02 COz Pcozl P02 (g / m2. 24 h)
OPP 30 2000 6000 - 7000 3-35 3-5
LDPE 20 7900 26000 3.3 20-25
40 3500 - 4000 12000 - 15000 3-4.3 10

Di Pentima et al., 1996

Las bolsas de OPP de 30 um y de LDPE de 40 um utilizadas, fueron adquiridas en

un comercio de la ciudad de Santa Fe.

Se coloco una cantidad de 70 g de espinaca escurrida en el interior de la bolsa
correspondiente, se identifico y se controlé el peso. Luego cada bolsa se termosello,
obteniéndose un &rea de intercambio de 600 cm?. El termosellado por impulso de las bolsas

se realizo con una termoselladora marca KF modelo KF - 300H para bolsas de PP/PE.

La limpieza de la barra de sellado, la temperatura y el tiempo de sellado se
controlaron cuidadosamente para asegurarse que se estaban realizando buenos sellos.
También se controlaron la integridad de los sellos, asi como los sellos laterales y de fondo
en las bolsas preformadas. Un sellado apropiado es critico para mantener la calidad del
producto ya que las bolsas con sellados imperfectos tendrdn concentraciones de O, mas

altas y amarronamiento acelerado (Gorny, 1996).

5.1.7. Almacenamiento

Finalmente, las muestras de espinaca envasadas se almacenaron en una exhibidora

refrigerada comercial a 4°C y 90 % de HR.
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5.2. DISENO EXPERIMENTAL

Para el andlisis conjunto del efecto de la concentracién de &cido citrico, la
concentracion de acido ascorbico y el tiempo de conservacion, se utilizé un disefio factorial
con 3 variables en 3 niveles cada una (3%, con 2 repeticiones en el punto central,

ampliamente utilizados en investigacién (Montgomery, 1991).
Se supuso que existia una funcion matematica para cada una de las respuestas (Y)

en funcion de las tres variables independientes del proceso (cc, Ca ,1):

Y =fc(cc ,ca b) Ec. 2.6

donde: Y : Respuesta:
e Flora Aerobia Mesofila, FAM, [log(UFC/g)]

e pH de espinaca minimamente procesada
e Concentracion de CO;, y O; en el interior del envase, [mI/200 ml]

¢ Intensidad de los atributos sensoriales: off-odor, apariencia

general, marchitamiento, amarronamiento y color.

cc: Concentracion de acido citrico, [g/100ml]
ca: Concentracion de &cido ascérbico, [g/100ml]

t: Tiempo de conservacion a 4°C, [dias]
La representacion matematica exacta de las funciones Yy es desconocida o
extremadamente compleja.

Los disefios experimentales con tres niveles por cada variable independiente
analizada permiten modelar con una funcién cuadrética la relacién entre la respuesta y cada

factor (Montgomery, 1991).
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Se han utilizado polinomios de 2% orden para modelar el recuento de bacterias en
funcién del tiempo, nivel del in6culo y temperatura de almacenamiento. También se
desarrollaron funciones cuadréaticas para predecir el efecto de la concentracion de NacCl, pH

y temperatura (Roberts, 1989).

Yang y Chinnnan (1988) han desarrollado modelos de prediccion expresando las
velocidades de consumo de O, y produccién de CO, como un polinomio de 2% orden de las

concentraciones de O, y COy, y el tiempo.

Watada et al. (1987) utilizaron funciones cuadraticas para analizar la variacion de
peso, contenido de clorofila, vitaminas C y B; durante el almacenamiento de pimiento y

espinaca.

Por lo tanto, para aproximar la funcion (Ec. 2.6), se usaron ecuaciones polinomiales

de 2% orden:

Y.=B,+2 B, -X.+2 B.-X/+2 2 B.-X.-X, Ec. 2.7

donde: B,, Bii, Byii ¥ Biij: son los coeficientes

Xi: son las variables independientes codificadas.

Estas variables codificadas estan linealmente relacionadas con los valores reales de

las variables usadas (Cci, Cai, ti).

Para la concentracion de &c. citrico: Xy =2(cci-05)/1
Para la concentracion de ac. ascoérbico: X, =2 (cai-0.5)/1

Para el tiempo de conservacién a4°C: X3 =2 (ti-7)/14
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Otra variable independiente del proceso que se analizé fue el tipo de envase (). A
diferencia de las otras tres variables estudiadas, la variable “tipo de envase” es una variable
discreta. El disefio experimental anteriormente descripto se realizd tanto para las muestras
envasadas en las bolsas de polipropileno monoorientado de 30 um de espesor (OPP), como
para aquellas muestras envasadas en bolsas de polietileno de baja densidad de 40 um de
espesor (LDPE).

Las variables independientes, las variables codificadas y sus niveles se presentan en

la Tabla2.9

Tabla 2.9

Variables independientes no codificadas y codificadas. Simbolos y niveles usados

Simbolo Niveles
Variables independientes No | Codifi- No
_ - Codificado
Codif. | cado codificado
Concentracion de acido citrico 1 1
(g/100ml) Cc X1 0.5 0
0 -1
Concentracion de acido ascérbico 1 1
(9/100ml) Ca X5 0.5 0
0 -1
Tiempo de conservacion 14 1
(dias) t X3 7 0
0 -1
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5.3. ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis estadistico de los resultados experimentales se utilizé el programa
estadistico STATGRAPHICS Plus 7.1

En primer lugar, para analizar el efecto de cada una de las variables independientes
(concentracién de &cido citrico, cc; concentracién de acido ascOrbico, ca; tiempo de

conservacion, t; y tipo de envase, f), se realiza un andlisis de variancia multifactorial.

Luego se comprueba la idoneidad de los modelos propuestos a través del analisis de
los residuos. Se ajustan las ecuaciones polinomiales de 2% orden a los datos experimentales
correspondientes a cada tipo de envase, se realiza un andlisis de variancia (ANOVA) y se
grafican las superficies de respuesta predichas a partir de cada uno de los modelos

obtenidos.

5.4. TOMA DE MUESTRAS DURANTE EL PROCESAMIENTO

Para analizar el efecto de las diferentes etapas de procesamiento sobre la calidad
microbiologica de la espinaca, se realizo el recuento de flora aerobia mesofila sobre la
materia prima (MP), luego del acondicionamiento (MPA), del lavado y desinfeccion
(STQ), y del tratamiento quimico (TQ).

En la Figura 2.6 se detalla el diagrama de flujo para el procesamiento de espinaca

minimamente procesada y la denominacion de las muestras tomadas.

Los resultados de los analisis microbioldgicos de las muestras tomadas durante las
diferentes etapas de procesamiento se evaluaron mediante el andlisis de variancia
(ANOVA) y el andlisis de rango multiple de Duncan para determinar diferencias

significativas entre medias.
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Figura 2.6
Diagrama de flujo y toma de muestras durante el procesamiento de espinaca

minimamente procesada
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5.5. ANALISIS MICROBIOLOGICO

Para la determinacion de microorganismos aerobios meséfilos se aplicd la técnica
de APHA (1984). Se tomaron 10 g de cada muestra y se homogeneizaron con 90 ml de
agua de peptona al 0.1% durante 2 min en stomacher. Se efectuaron diluciones decimales
con agua de peptona, sembrando 0.1 ml de las diluciones decimales, en la superficie de
placas agarizadas (PCA) por duplicado. Las placas se incubaron a 30°C durante 48 h. Los
resultados se determinaron por recuento del nimero de colonias, expresandose como
UFC/g. Para el analisis estadistico de los resultados se realiz6 la transformacion de la

respuesta en su logaritmo, es decir log UFC/g (FAM).

5.6. DETERMINACION DEL pH

El pH de la espinaca minimamente procesada se determind tomando una muestra de
10-20 g de espinaca, la cual se trituré en molino, se filtro, y sobre el filtrado se determind el
pH utilizando el método del electrodo de vidrio (AOAC, 1995), con un pHmetro CARDY
TWIN pH B-113 Horiba.

5.7. ANALISIS DE LA COMPOSICION GASEOSA EN EL INTERIOR DEL
ENVASE

Las muestras se analizaron por cromatografia en fase gaseosa en un cromatografo
SRI, modelo 8610, usando un detector de conductividad térmica (TCD). La respuesta de
este detector es proporcional a la diferencia de conductividad térmica entre el gas portador
y la muestra. Cuanto mayor sea esta diferencia, mayor sera la linealidad de la respuesta. La

selectividad del TCD es universal.

El analisis de la composicion gaseosa en el envase se realizé inyectando 1 ml de gas
extraido de la bolsa con una jeringa Hamilton. Se usé una columna CTRI (concéntrica) Cat.
N° 8700 que permitid la determinacion simultanea de oxigeno, dioxido de carbono y
nitrogeno. La temperatura del horno se fijo en 55°C, y el inyector y el detector se

mantuvieron en 110°C. El flujo del gas portador utilizado (H,) se mantuvo en 65 ml/min.
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La sefial del detector se procesa directamente con el Programa de integracion

cromatografica Peaksimple 11 version 3.91.

5.7.1. Determinacion de la concentracion de los gases

Para la determinacion de la concentracion de un determinado componente se utilizé
el método de normalizacion de las areas. Este método determina el porcentaje de un
compuesto en una mezcla y consiste en referir el contenido de un determinado compuesto

al total de areas en el cromatograma (Ec. 2.8).

i Areadel o0 A 5 Ec.28
Area total Z A

donde: % i: Concentracion del componente i, [ml/100 ml]
i CO,, Oy 0 N,
A;: Area bajo el pico de i, [mV.s]

Las areas de los compuestos no son directamente proporcionales a la composicion
porcentual, es decir, el detector tienen respuestas diferentes para los diferentes compuestos,
por lo tanto, es necesario determinar los factores de respuesta para cada sustancia
(Browning, 1971). Una vez determinados, estos factores de respuesta pueden usarse para

calcular la composicién porcentual (Ec. 2.9).

%izm.lOO Ec. 2.9

Z(Ai/ FRi)

donde: Fg;: Factor de respuesta del componente i, [mV.s/ml]
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5.7.2. Calculo de los factores de respuesta

Para la determinacion de los factores de respuesta del didxido de carbono, oxigeno
y nitrégeno, se inyectan cantidades exactas de cada uno de ellos, dentro del rango de
trabajo. Los valores de las areas del pico correspondiente se grafican en funcion del
volumen conocido inyectado. Esta gréafica deberia ser lineal y pasar a través del origen (Ec.

2.10). La pendiente de dicha recta es el factor de respuesta correspondiente.

Ai=a+Fgi.Vi Ec. 2.10

donde: a;: ordenada al origen de la regresion lineal para i, [mV.s]

Vi: volumen inyectado de i, [ml]

La determinacion de los factores de respuesta se realizo utilizando un gas patron
con las siguientes caracteristicas:
e Tipo de gas: Mezcla.
e Composicion porcentual: 5,2% CO,; 21,2% O, ; 73,6% N, .

e Certificado de Anélisis N° 55297, Laboratorio de Control de
Calidad de AGA S.A. Divisidn Gases Especiales, planta

Pilar (Buenos Aires).

57.2.1 Célculo del factor de respuesta para CO,

En la tabla 2.10 se presentan los valores de areas obtenidos como respuesta para
diferentes voliumenes de CO,. En la figura 2.7 se grafica la recta de regresion y los valores

experimentales.
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Tabla 2.10

Valores experimentales para la determinacion del Frco.

Volumen de CO, Area de CO; (*)
(ml) (mV.s)
0.000 0.00
0.026 15.43
0.052 27.72
0.078 36.46
0.104 47.88

(*) Los valores de area son el promedio de 3 determinaciones

Figura 2.7

Recta de regresion para CO,
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La tabla 2.11 muestra el analisis de regresion para el modelo propuesto (Ec. 2.10).
El test de Student (t-test) aplicado a los coeficientes del modelo indica que la ordenada al
origen (aco,) es no significativa (p>0.05) y la pendiente (Frco.) es altamente significativa
(P<0.001).
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Tabla2.11

Estimacion de los parametros de regresion y resultados del t-test para el CO,

Parametros | Estimacion | Error estandar Valor t P justo
acox 1.78444 0.869312 2.05271 0.0593
Frcoz 453.755 14.0975 32.187 0.0000

También se realizé un analisis de variancia (ANOVA) de una via para comprobar la
idoneidad del modelo lineal, analizando conjuntamente el coeficiente de determinacion (R?)
que orienta sobre el porcentaje de la variacion que ha sido explicada por el modelo (Tabla
2.12).

Tabla 2.12

Analisis de variancia para el modelo lineal correspondiente al CO,

Fuente de variacion Suma de cuadrados G.L. Cuadrado medio F calc.
Modelo 4697.4622 1 4697.4622 1036.003***
Residual 63.479010 14 4534215
Total (correg.) 4760.9412
Coef. Correlacion (R) 0.993311
Coef. Determinacion (R?) 0.986667

*** Significativo al 0.1%

El coeficiente de determinacion indica que el 98.67 % de la variabilidad es
explicada por el modelo y el ANOVA reafirma que el modelo elegido es altamente
significativo (p<0.001), es decir que la respuesta del detector es lineal en el rango

ensayado.
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5.7.2.2 Célculo del factor de respuesta para O;

Los valores experimentales obtenidos para el O, se presentan el la Tabla 2.13. En la

Figura 2.8 se grafican los datos experimentales y la regresion lineal correspondiente.

Tabla 2.13

Valores experimentales para la determinacion del Fro,

Volumen de O, Area de O, (*)
(ml) (mV.s)
0.000 0.00
0.106 119.43
0.212 245.92
0.318 374.72
0.424 499.06

(*) Los valores de area son el promedio de 3 determinaciones

Figura 2.8
Recta de regresion para O,
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Tabla 2.14

Estimacion de los parametros de regresion y resultados del t-test para el O,

Parametros | Estimacion | Error estandar Valor t P justo
aoy -2.37778 1.36804 -1.73809 0.10413
Fro2 1180.96 5.44167 217.022 0.0000

En la Tabla 2.14 se muestra el analisis de regresion. El t-test aplicado indica que la

ordenada al origen (ao,) no es significativa (p>0.05) y la pendiente (Fro,) €S altamente

significativa (p<0.001).

El ANOVA (Tabla 2.15) confirma que el modelo lineal es altamente significativo

(p<0.001) y explica el 99.97 % de la variabilidad de los datos experimentales.

Tabla 2.15

Analisis de variancia para el modelo lineal correspondiente al O,

Fuente de variacion Suma de cuadrados G.L. Cuadrado medio F calc.
Modelo 528878.93 1 528878.93 47098.3***
Residual 157.20948 14 11.22925
Total (correg.) 529036.14
Coef. Correlacion (R) 0.999851
Coef. Determinacion (R?) 0.9997

*** Significativo al 0.1%
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5.7.2.3 Célculo del factor de respuesta para N,

En la Tabla 2.16 se presentan los valores experimentales obtenidos y en la Figura

2.9 se grafica la regresion lineal correspondiente.

Tabla 2.16

Valores experimentales para la determinacion del Fgy,

Volumen de N, Area de N (*)
(ml) (mV.s)
0.000 0.00
0.368 119.43
0.736 929.08
1.104 1435.13
1.472 1919.68

(*) Los valores de area son el promedio de 3 determinaciones

Figura 2.9

Recta de regresién para N,
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Tabla2.17

Estimacion de los parametros de regresion y resultados del t-test para el N,

Parametros | Estimacion | Error estandar Valor t P justo
an: -14.3189 8.62988 -1.65922 0.11930
Frnz 1307.77 9.88771 132.262 0.00000

El analisis de regresion (Tabla 2.17) indica que la ordenada al origen (an2) no es

significativa (p>0.05) y la pendiente (Frn,) es altamente significativa (p<0.001).

El ANOVA (Tabla 2.18) confirma que el modelo lineal es altamente significativo

(p<0.001) y el 99.92 % de la variabilidad de los datos experimentales es explicada por el

modelo.

Tabla 2.18

Analisis de variancia para el modelo lineal correspondiente al N,

Fuente de variacion Suma de cuadrados G.L. Cuadrado medio F calc.
Modelo 7816890.8 1 7816890.8 17493***
Residual 6255.8910 14 446.8494
Total (correg.) 7823146.7
Coef. Correlacion (R) 0.9996
Coef. Determinacion (R?) 0.9992

*** Significativo al 0.1%
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Finalmente, en la tabla 2.19 se presentan los valores de los factores de respuesta

obtenidos para cada uno de los compuestos.

Tabla 2.19

Factores de respuesta obtenidos

Frco2: 453.76 [mVs/mI]
Fro2 : 1180.96 [mV.s/ml]
Frnz © 1307.77 [mV.s/ml]

5.8. EVALUACION SENSORIAL

La evaluacion sensorial de los atributos de calidad realizada por un panel experto es
una técnica muy usada, cuando no se dispone de medidas fisicas o quimicas que se

relacionen con dichos atributos.

Cada panelista debe ser calificado antes de su participacion, y este requisito debe
cumplirse para cada ensayo, mas alld de experiencias previas. Para la realizacion de
ensayos descriptivos, los panelistas deben demostrar su habilidad para percibir diferencias,

expresarlas verbalmente, cuantificarlas y trabajar como grupo.

La primera etapa de la evaluacion sensorial consisti6 en la seleccion y
entrenamiento de los panelistas con vegetales minimamente procesados, que se realizd
dentro del marco del Proyecto CAI+D 12/H062, dirigido por el Ing. Jorge Di Pentima. La
metodologia utilizada y los resultados obtenidos se encuentran detallados en el trabajo de
Pirovani, et al. (1997).

El panel seleccionado realizé un entrenamiento especifico para evaluar espinaca
minimamente procesada. Se realizaron sesiones con todos los miembros del panel donde se

seleccionaron los atributos de calidad a evaluar en este producto.
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Los atributos seleccionados por consenso fueron: off-odors, apariencia general,

marchitamiento, amarronamiento y color.

Off-odors: relacionado con la aparicién o desarrollo de cualquier olor
extrafio (off-odor), diferente al olor natural del producto, en las muestras de

espinaca minimamente procesada.

Apariencia general: relacionada con la calidad de compra, compuesta por
aquellas caracteristicas que son importantes para el consumidor cuando

decide comprar un producto en particular y cual articulo seleccionar.

Marchitamiento: relacionado con la pérdida de turgencia a causa de la

deshidratacién por evaporacion de agua.

Amarronamiento: relacionado con el desarrollo de coloracion marron,
debida al amarronamiento enzimatico, especialmente en los cortes de las

hojas de espinaca.

Color: relacionado con los cambios de color, desde el verde oscuro al

amarillo.

La evaluacion sensorial de las muestras de espinaca minimamente procesadas se
realizo en el Area para Evaluacion Sensorial que dispone el Instituto de Tecnologia de
Alimentos. Se disponen de 4 cabinas realizadas en madera recubierta con laminado plastico
de color crema. Cada cabina consiste de una mesada ubicada a 80 cm del suelo con 3
paneles ( 2 laterales y 1 en el fondo), de 60 cm de altura por encima de la mesada. Cada
panelista se ubica frente a la mesada correspondiente sin posibilidad de ver a otros
panelistas. La iluminacion se realiza con luz fluorescente, y la ventilacion en la sala es

adecuada.

Cada panelista evaluo las muestras identificadas con nimeros aleatorios y completo
una planilla similar a la de la figura 2.10. La intensidad de cada atributo se indico
colocando una marca sobre una escala lineal no estructurada, con términos ancla ubicados a
1 cm de cada extremo de la linea de 10 cm. La cuantificacion de las respuestas se hizo

midiendo la distancia desde el extremo izquierdo hasta la marca sefialada por el panelista.
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Figura 2.10

Planilla para la evaluacion sensorial de espinaca minimamente procesada

Nombre:

Fecha:

Por favor, evalle las muestras que se le presentan con respecto a los atributos

mencionados a continuacion. Coloque una linea vertical sobre la escala para indicar su

calificacion, y el nimero correspondiente a la muestra evaluada.

Abra una bolsa por vez y evalle el atributo off-odor inmediatamente, luego continde con la

evaluacién de los demaés atributos.

Off-odor

Apariencia general

Marchitamiento

Amarronamiento

Color

Importante Nada

| |

| |
Muy pobre Excelente

| |

| |
Muy severo Ninguno

| |

| |
Muy severo Ausencia

| |

| |
Amarillo Verde oscuro
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5.9. DETERMINACION DE CLOROFILA

Para la determinacion de clorofila se utilizd el método espectrofotométrico de
Vernon (1960). Este método permite determinar cuantitativamente clorofila a, clorofila b,

clorofila total, feofitina a, feofitina b y feofitina total realmente presentes en las muestras.

Este método considera a los extractos de acetona al 80 % como sistemas de 4
componentes, lo que hace al método aplicable a cualquier tejido vegetal conteniendo

cualquier relacion de clorofila a / clorofila b.

Equipamiento y reactivos

e Espectrofotdmetro SPECTRONIC? GENESYS™ 5 de Milton Roy Company.
Permite realizar espectros de absorcion y medidas individuales a las longitudes
de onda necesarias. Para las medidas se utilizan cubetas de vidrio con tapa.

e Licuadora con vaso de vidrio

e Filtro de vidrio poroso

¢ Kitasato, trampa de vacio

e Matraces aforados de 500 ml y 100 ml

e Solucidn de acetona:agua al 80 % en volumen

e Carbonato de calcio

e Acido oxalico

e Papel de aluminio

Determinacion

Se realizaron ensayos previos para ajustar detalles experimentales y determinar la
cantidad de muestra necesaria para que los valores de absorbancia se encuentren en el

rango de 0.22 a 0.69, donde el error fotométrico es minimo.

Se elige el material vegetal cuidadosamente para asegurarse que sea una muestra
representativa. Se pesan 7 g de espinaca y se colocan en el vaso de la licuadora. Se agregan
1g de CaCOsy 150 ml de solucién acuosa de acetona al 80 %. Se tapa la licuadora y se

licia durante 3 min a maxima velocidad. Se filtra el extracto a través de un filtro de vidrio
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poroso realizando vacio. Se lava el residuo con acetona al 80 % hasta que el tejido vegetal

y los liquidos de lavados sean incoloros.

Se transfiere el filtrado a un matraz aforado de 500 ml y se diluye a volumen con

acetona 80 %. Se homogeneiza y esta solucidn constituye la Muestra Original.

Se toman 100 ml de la Muestra Original y se transfieren a un matraz de 100 ml con
0.5g de &cido oxalico para pasar toda la clorofila a feofitina. Esta nueva solucion constituye

la Muestra Convertida.

Ambos matraces se tapan, se cubren con papel de aluminio y se mantienen en la

oscuridad por tres horas a temperatura ambiente.

5.9.1. Medida espectrofotométrica

Se coloca cada una de las soluciones obtenidas en cubetas de vidrio y se tapan. La

solucién acuosa de acetona al 80 % se utiliza como blanco de referencia.

Se determinan las absorbancias de las Muestras Original y Convertida a 645, 662 y

700 nm. Ademas se mide la absorbancia de la Muestra Convertida a 536, 655 y 666 nm.

La lectura a 700 nm, donde existe poca absorcion debido a las clorofilas, sirve para
controlar la claridad dptica de las soluciones. Las muestras claras dan lecturas de
absorbancia a 700 nm de 0.014 o menores. Las longitudes de onda de 662 y 645 se
seleccionaron para medir los cambios en la absorbancia entre las dos muestras, que es
proporcional a la clorofila realmente presente. Las longitudes de onda de 666 y 655 nm se
seleccionaron para medir absorbancia después del tratamiento con acido oxalico, que es
proporcional a la clorofila total (Vernon, 1960). La clorofila total seria la suma de la

clorofila y la feofitina realmente presentes en la muestra de espinaca analizada.

5.9.2. Calculo de las concentraciones

Para el calculo de las concentraciones de clorofila a , clorofila b y clorofila total se

utilizan las ecuaciones 2.11, 2.12 y 2.13, propuestas por Vernon (1960).
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Cla=25.38 (A Aesz) + 3.64 (A A645) Ec. 2.11

Clb = 30.38 (A Ags) - 6.58 (A Aseo) Ec.
2.12

Clt= 18.80 (A Aeeg) + 34.02 (A A645) Ec. 2.13

donde: Cl a, Cl b, CI t = Concentracion de clorofila a, b y total realmente presente en la
muestra de espinaca, [mg/L]
A Ass2, A Asss = Indica la diferencia de absorbancia entre la Muestra original y

Convertida a 662 y 645 nm respectivamente .

También se usaron las siguientes ecuaciones para determinar la concentracion de
feofitina a, feofitina b y feofitina total en los extractos de acetona al 80 % después de la

conversion con acido oxalico.

Fa=20.15 (Aees) -5.87 (A655) Ec. 2.14
F b = 31.90 (Agss) - 13.40 (Aces) Ec. 2.15
F t = 6.75 (Asss) + 26.03 (Asss) Ec. 2.16

donde: F a, Fby Ft= Concentracion de feofitina a, b y total en el extracto convertido con
acido oxalico, [mg/L]

Asss, Asss = Absorbancia de la Muestra Convertida a 666 y 655 nm.

La lectura a 655 nm es poco exacta ya que se hace sobre una parte inclinada de la
curva de absorcion del extracto después de la adicion de acido oxalico, y un pequefio
cambio en la longitud de onda produce una cambio relativamente grande en absorbancia.
Esto puede observarse en la figura 2.11 donde se presentan los espectros de absorcion para
los extractos de espinaca en acetona al 80 % antes y después de la conversion con acido

oxalico.

Por eso se desarrollaron, similarmente a las anteriores, otra serie de ecuaciones
donde se utilizaron las absorbancias determinadas a 666 y 536 nm después de la

conversion. La eleccion de la longitud de onda de 536 nm para reemplazar a la de 655 nm
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se hizo porque ocurre un pico de absorcion de feofitina a, a esa longitud de onda, y también
porque el cambio en la absorcion de feofitina b en esta area fue pequefio (Vernon, 1960).

Las ecuaciones asi desarrolladas son las siguientes:

Fa=21.67 (Aee@) -17.42 (A536) Ec. 2.17
F b = 95.00 (Asss) - 22.0 (Aegs) Ec. 2.18
F t = 77.58 (Asas) - 0.33 (Asso) Ec. 2.19

Vernon (1960) recomienda utilizar los valores promedios obtenidos de las
ecuaciones 2.14 y 2.17 para F a; de las ecuaciones 2.15 y 2.18 para F b; y de las ecuaciones
216y 2.19 para F t.

Figura 2.11
Espectros de absorcion para los extractos de espinaca

Absorbancia
1

Original — Convertido

0.8

0.6

0.4

0.2

(N _— /\/ k

615 700
Longitud de onda (nm)

0

53

Para determinar la concentracion de feofitina a, b 6 total realmente presente en la

muestra de espinaca, se deben restar el valor promedio obtenido por las ecuaciones 2.14 y
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2.17 del obtenido por la ecuacion 2.11 para obtener el valor de feofitina a; el valor
promedio obtenido por las ecuaciones 2.15 y 2.18 del obtenido por la ecuacion 2.12 para
obtener el valor de feofitina b; el valor promedio obtenido por las ecuaciones 2.16 y 2.19
del obtenido por la ecuacion 2.13 para obtener el valor de feofitina total realmente presente

en la espinaca.

Por otra parte, los resultados se expresaran como miligramos de clorofila o feofitina

presentes por cada 100 gramos de vegetal fresco (% Clj 6 % F j), entonces,

% Cl j=Clj(mg/L).0.500 (L) . [100 (g) / 7 (9)] Ec.
2.20

% Fj=Fj(mg/L).0.500 (L) . [100 (g) / 7 ()] Ec.
2.21

donde: j = a, b, 0 total

% CI j; % F j = Concentracion en el vegetal fresco, [mg/100g]

Las determinaciones se realizaron sobre las muestras de espinaca minimamente
procesada a los 0 y 14 dias de almacenamiento. Se determing, para cada muestra de
espinaca, el porcentaje de retencion con respecto a la cantidad inicial de clorofila presente
el dia O:

% RClj= % Clj(dia14) . 100 Ec.2.22
% Clj (dia0)

5.10. PERDIDA DE PESO

Se determind la pérdida de peso que sufren las muestras envasadas en las bolsas de
OPP y en las bolsas de LDPE a los 7 y 14 dias. Se pesaron las muestras a los 0, 7 y14 dias
de almacenamiento. La pérdida de peso se expresé como porcentaje respecto al peso inicial
(Ec. 2.23)

% Ppy = 100 . (Mo - My) / Mo Ec. 2.23

donde: %Ppy = pérdida de peso de la muestra a los x dias, [g/100g]
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Mo = peso de la muestra a los 0 dias, [g]

My = peso de la muestra a los x dias, [g]
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RESULTADOS Y DISCUSION

31 FLORA AEROBIA MESOFILA

La calidad microbioldgica de los productos de la 4® gama, como la de todo
producto alimenticio, comprende no solamente la calidad higiénica que influye sobre la
salud del consumidor, sino también la calidad de comercializacion o de mercado que

representa el potencial de conservacion del producto (Scandella, Leteinturier, 1989).

Para la estimacion de la calidad microbioldgica de comercializacion de los
vegetales minimamente procesados se recomienda realizar el recuento de flora aerobia
mesofila, como indicador de flora capaz de afectar la calidad comercial (Denis, Picoche,
1986; Andnimo, 1989).

La Tabla 3.1 muestra los resultados experimentales de los recuentos de flora
aerobia mesofila (FAM) de la espinaca, para los distintos ensayos experimentales y para

los dos tipos de films utilizados.
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Tabla 3.1

Resultados experimentales para la FAM de espinaca

Niveles de las variables

Ndamero codificadas OPP LDPE
De

Ensayo X Xz Xs N FAM N FAM

(cc (ca () [UFC/g] | [log(UFC/g)] | [UFC/g] | [log(UFC/g)]

1 0 0 0 40.10° 7.60 60.10’ 8.78
2 1 1 1 70.10° | 10.85 | 20.10° | 10.30
3 0 0 0 45.10° 6.65 30.10’ 8.48
4 0 1 0 20.10’ 8.40 25.10’ 8.40
5 0 -1 -1 70.10* 5.85 70.10* 5.85
6 1 0 -1 14.10* 5.15 14.10* 5.15
7 -1 -1 1 11.10% | 13.04 | 16.10% | 13.20
8 0 0 1 58.10° | 11.76 | 17.10% | 12.23
9 0 0 0 15.10° 7.18 90.10° 7.95
10 -1 0 0 60.10° 7.78 65.10° 7.81
11 -1 1 -1 98.10* 5.99 98.10* 5.99
12 1 -1 0 40.10° 6.60 85.10° 6.93
13 0 1 -1 30.10* 5.48 30.10* 5.48
14 0 0 -1 24.10* 5.38 24.10* 5.38
15 -1 1 1 80.10" | 12.90 |90.10%° | 11.95
16 -1 0 -1 80.10* 5.90 80.10* 5.90
17 0 -1 1 84.10%° | 11.92 |32.10" | 1251
18 1 -1 -1 57.10* 5.76 57.10* 5.76
19 1 0 1 20.10" | 1230 | 16.10%° | 11.20
20 1 1 0 20.10° 7.30 20.10° 7.30
21 1 1 -1 62.10° 4.79 62.10° 4.79
22 -1 -1 0 38.108 9.58 58.108 9.76
23 0 1 1 80.10° | 10.90 | 80.10° | 10.90
24 0 -1 0 43.10° 6.63 52.10° 7.72
25 -1 1 0 62.10° 6.79 24.10’ 8.38
26 1 -1 1 32.10" | 1251 | 30.10%° | 11.48
27 -1 -1 -1 36.10° 6.56 36.10° 6.56
28 1 0 0 48.10° 7.68 50.107 8.70
29 -1 0 1 24.10" | 12.38 | 90.10* | 12.95

3.1.1 Efecto del tratamiento quimico, tipo de envase y tiempo de conservacion sobre
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FAM

El primer andlisis que se realiza sobre los resultados experimentales es un analisis
de variancia multifactorial para determinar el efecto de los cuatro factores estudiados sobre
el desarrollo de flora aerobia mesofila. Los resultados del ANOVA se presentan en la tabla
3.2, donde:

X1 (cc) = Concentracion de &cido citrico

X3 (ca) = Concentracion de acido ascorbico
X3 (t) = Tiempo de conservacion refrigerada
X4 (f) = Tipo de film

Tabla 3.2

Andlisis de variancia multifactorial para FAM

Fuente de variacion ~ Suma de cuadrados G.L. Cuadrado medio  F calc.
Efectos principales
X1 (cc) 10.42952 2 5.2148 15.842***
X5 (ca) 3.55957 2 1.7798 5.407*
X3 (1) 369.44294 2 184.7215 561.173***
X4(f) 0.24807 1 0.2481 0.754Ns
Interacciones
X1. X2 3.14849 4 0.7871 2.391M
X1.X3 0.47864 4 0.1197 0.364"°
X1.X4 0.62886 2 0.3144 0.955"
X2.X3 2.17983 4 0.5450 1.656™°
X2. X4 0.13040 2 0.0652 0.198"
X3.X4 1.61505 2 0.8075 2.453N°
Residuo 9.21676 28 0.3292

NS: no significativo; * significativo al 5%; ** significativo al 1%; *** significativo al 0.1%

El analisis de variancia (Tabla 3.2) indica que la concentracion de acido citrico (X1)

y el tiempo de conservacion (X3) influyen significativamente (p < 0.001) sobre la flora
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aerobia mesofila. La concentracion de acido ascorbico (X;) también es significativa pero a
p<0.05.

El anélisis de variancia también indica que no existen diferencias significativas
(p>0.05) entre los recuentos de flora aerobia mesofila de las muestras envasadas en bolsas
de OPP y las envasadas en bolsas de LDPE. Esto significaria que la atmésfera modificada
desarrollada pasivamente en los envases de OPP y LDPE no afectd significativamente el
desarrollo de la FAM.

Resultados similares se obtuvieron en lechuga cortada almacenada bajo diferentes
atmosferas controladas (Barriga et al., 1991); y para lechuga minimamente procesada

envasada en bolsas de OPP y en bandejas recubiertas con PVC (Pirovani et al., 1998).

Omary et al. (1993) tampoco encontraron diferencias en los recuentos de flora
aerobia mesdfila de repollo cortado, envasado en cuatro tipos de bolsas con diferentes

permeabilidades a los gases.

Debido a que el tipo de film ( f) no tiene efecto significativo (p>0.05) sobre el
recuento de FAM, y ninguna de las interacciones en las que interviene este efecto (X1.Xy,
X2.X4, X3.X4) es significativa (p>0.05), se puede considerar que no existen diferencias
entre los recuentos de FAM de espinaca envasada en bolsas de OPP y LDPE, es decir que
ambas conforman una sola poblacion (Montgomery, 1991). Por esta razén se propone
modelar el efecto de la concentracion de los &cidos citrico (cc) y ascorbico (ca), y el tiempo

de conservacién refrigerada (t), en forma conjunta para ambos films.

3.1.2 Modelo para flora aerobia mesofila

En primer lugar, se comprobo la idoneidad del modelo elegido, con los tests de
diagnosticos basados en los residuos. Los tres tests de diagndsticos se presentan en la
Figura 5.2 a, b y c del Anexo. Como puede verse, se cumple adecuadamente con las
suposiciones de homogeneidad de la variancia (Figura 5.2 a), independencia de los errores
(Figura 5.2 b) y normalidad de los errores (Figura 5.2 ¢). Como no existen transgresiones

severas podemos aplicar el ANOVA para el modelo propuesto para FAM (Tabla 3.3).
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Tabla 3.3

Anélisis de variancia para el modelo propuesto para FAM

Fuente de variacion =~ Suma de cuadrados G.L. Cuadrado medio  F calc.

Modelo 193.09595 9 21.4551 69.87***
X1 (cc) 4.93091 1 4.93091 16.06***
Xz (cp) 1.79282 1 1.79282 5.84~
Xs (t) 179.25272 1 179.25272 583.73%**
X1. X 0.17876 1 0.17876 0.58N°
X1. X3 0.10938 1 0.10938 0.36"°
X2. X3 0.19437 1 0.19437 0.63"°
X 0.65833 1 0.65833 2.14"
X2 0.02637 1 0.02637 0.09N
X3 5.95230 1 5.95230 19.38%**

Residuo 5.83451 19 0.30708
F. de ajuste 5.57414 17 0.32789 2.52N
Error puro 0.26036 2 0.13018

Coef. Determinacion (R?) 0.97067

NS: no significativo; * significativo al 5%; ** significativo al 1%; *** significativo al 0.1%

A partir del ANOVA (Tabla 3.3) se puede ver que el modelo de prediccién
desarrollado para flora aerobia mesofila (FAM) resulté altamente significativo (p<0.001) y

adecuado.

El test F para la falta de ajuste en el anélisis de variancia mide la falla del modelo en
representar los datos en el dominio experimental. En la tabla 3.3 puede verse que la falta de

ajuste, basada en el error puro, no es significativa (p>0.05).

El coeficiente de determinacion (R?) es la proporcion de variabilidad en los datos
explicada o tenida en cuenta por el modelo. En este caso el modelo desarrollado para FAM

explica el 97.07 % de la variabilidad de los datos experimentales.

84



Teniendo en cuenta las consideraciones anteriores, se acepta el modelo propuesto
para representar los cambios en FAM en espinaca minimamente procesada. La ecuacion de

2% orden propuesta como modelo es:

FAM = by + by X+ by X5 + by Xz + by X2+ bop. X2+ D X2 + Do Xy Xo + bis Xy Xa+ bys X X3 Ec.3.1

donde: by, b; y bjj son los estimadores de los parametros de la ecuacion

X; son las variables codificadas

Los subindices de los coeficientes o variables codificadas indican 1: concentracién
de acido citrico; 2: concentracion de &cido ascorbico; y 3: tiempo de conservacion

refrigerada.

Los coeficientes del modelo de 2% orden propuesto para FAM se presentan en la
Tabla 3.4

Tabla 3.4

Valores de los coeficientes de regresion de la ecuacién de 2%° orden para FAM

Coeficientes
b, 7.7519
by -0.5234
b, -0.3156
bs 3.1557
b1s 0.2006
b2, -0.0397
b33 0.9462
b1, 0.1221
b13 -0.0955
b2s3 -0.1273

Las tres variables independientes estudiadas ejercen su efecto sobre los recuentos de

flora aerobia mesofila.
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Los términos lineales correspondientes a la concentracion de acido citrico (X;) y al
tiempo de conservacion refrigerada (X3) son altamente significativos (p<0.001). El término

correspondiente a la concentracion de acido ascorbico (X») es significativo a p<0.05.

Las interacciones de los factores (Xi.Xz, Xi.X3, X2.X3) no son significativas
(p>0.05), al igual que los términos cuadraticos correspondientes a las concentraciones de
4cido citrico (X:?) y écido ascorbico (X,?). En cambio el término cuadrético
correspondiente al tiempo de conservacion refrigerada (Xs?) es altamente significativo
(p<0.001).

En la figura 3.1 se representan las superficies de respuestas y los graficos de
contornos de FAM (log UFC/g) en funcion de la concentracién de acido citrico y acido

ascorbico obtenidos a los 0, 7 y 14 dias de almacenamiento.

En ellos se observa que la flora aerobia mesofila disminuye a medida que aumenta
la concentracion de &cido citrico. El acido ascorbico también reduce la FAM, siendo su

efecto mas notable cuando se trabaja con bajas concentraciones de acido citrico.

De todas maneras la flora aerobia mesdfila disminuye més rapidamente con el
aumento de la concentracion de acido citrico que con el aumento de la concentracién de
acido ascérbico, aunque ambos acttan reduciendo el valor de FAM durante la conservacion

refrigerada de la espinaca minimamente procesada.

Los recuentos de microorganismos aerobios mesofilos iniciales, predichos por el
modelo, se reducen de FAM =6.17, para cc = 0.00 % y ca = 0.50 %, a FAM = 5.31 cuando

la concentracién de &cido citrico se aumentaa cc = 1.00 % .

Después de 7 dias de almacenamiento, se obtiene un recuento de FAM = 8.47, para
Ccc =0.00 % y ca = 0.50 %, el cual se reduce a FAM = 7.43 al aumentar la cc a 1.00 %, de

acuerdo al modelo de prediccion desarrollado.
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Figura 3.1
Gréficos de superficies de respuesta y de contornos para FAM (log UFC/g)
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Por su solubilidad, sabor y baja toxicidad, los acidos organicos de cadena corta
como el &cido citrico, son muy utilizados como conservadores o acidificantes. La actividad
antimicrobiana de un acido orgéanico se debe a las moléculas no disociadas de este
compuesto. Algunos acidos organicos en su estado no disociado son muy solubles en las
membranas celulares. Estos compuestos inhiben el crecimiento de los microorganismos, o
los matan, por interferir con la permeabilidad de la membrana celular al producir un
desacoplamiento en el transporte de sustratos y en la fosforilacion oxidativa del sistema
transportador de electrones. Este fendmeno da lugar a la acidificacion del contenido celular,

que es probablemente la principal causa de la inhibicién y muerte de los microorganismos.

Los &cidos organicos se utilizan principalmente como agentes micostaticos. Sin
embargo, a concentraciones elevadas (superiores al 1.00 %), resultan muy eficaces frente a

diversos microorganismos (incluidos los virus) (ICMSF, 1980).

Chen y Peng (1980b) encontraron que una concentracion de &cido citrico del 0.20 %

fue efectiva para reducir los recuentos iniciales de flora aerobia mesofila en repollo.

En pruebas de laboratorio se ha demostrado que las concentraciones de acido citrico
no disociado necesarias para la inhibicion del crecimiento de la mayor parte de cepas de
levadura, hongos, Enterobacteriaceae, Micrococcaceae y Bacillaceae deben ser superiores
a 0.005 % en medios microbioldgicos en condiciones quasi-Optimas de crecimiento.
También se encontré que una concentracion de &cido citrico no disociado de 0.001 %
inhibe el crecimiento de Staphylococcus aureus en condiciones anaerdbicas (ICMSF,
1980).

Por lo general, la utilizacién de acidos organicos es compatible con la de otros
conservadores o sistemas de conservacion, y de hecho muchas combinaciones poseen un
efecto sinérgico. Por ejemplo, muestran mayor eficacia como inhibidores microbianos a
medida que disminuye la temperatura de almacenamiento y mayor como microbicidas a
medida que la temperatura aumenta (ICMSF, 1980). Similarmente, los acidos organicos, al
igual que la mayor parte de los inhibidores microbianos, suelen ser mas eficaces en

condiciones anaerdbicas que aerdbicas.

88



En la figura 3.2 se presentan las superficies de respuesta y los graficos de contornos
para FAM (log UFC/g) en funcion de la concentracion de acido ascorbico y el tiempo de
conservacion refrigerada obtenidos para concentraciones de acido citrico de 0.00, 0.50 y
1.00 %.

En ellos se observa que a medida que transcurre el tiempo de conservacion, la FAM
aumenta significativamente. También se observa que el efecto del &cido ascorbico es

significativo a bajas concentraciones de &cido citrico.

Si consideramos un tratamiento realizado con una solucion con cc =0.50 % y ca =
0.50 %, el valor inicial de FAM resulta ser 5.54. Luego de 7 dias de almacenamiento
refrigerado los recuentos de FAM (log UFC/g) aumentan a 7.75, y a 11.85 después de 14

dias, de acuerdo al modelo de prediccion desarrollado.

El aumento de la poblacion de microorganismos aerobios mesofilos durante la
conservacion refrigerada de vegetales listos para usar ha sido determinado por numerosos
autores. Omary et al. (1993) encontraron que la flora aerobia mesofila desarrollada en
repollo cortado, aumentd 4 6rdenes logaritmicos, de 5.28 a 9.35 (log UFC/g), después de 14
dias de almacenamiento a 11 °C. Barriga et al. (1991) reportaron que la flora aerobia

mesofila aumento 3 6rdenes en lechuga cortada, almacenada durante 12 dias a 4 °C.

En hojas de espinacas cortadas, la poblacion de microorganismos aerobios
mesofilos aumento rapidamente durante los primeros 8 dias de almacenamiento a 10 °C, 3
6rdenes desde una poblacién inicial de 10" UFC/g (Babic et al., 1996).

Babic y Watada (1996) reportaron que la flora aerobia mesofila aumenté 2-3
6rdenes logaritmicos, desde 10°-10®8 UFC/g, en espinaca cortada luego de 7 dias de
almacenamiento a 5°C. Similarmente, Mc Gill et al. (1966) reportaron que la poblacién de
microorganismos aerobios mesofilos, en hojas de espinaca, aumento 2 6rdenes después de

10 dias de almacenamiento a 7 °C.
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Figura 3.2
Gréficos de superficies de respuesta y de contornos para FAM
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3.1.3 Verificacion del modelo para FAM

Las condiciones experimentales para la verificacion del modelo de prediccién de la
flora aerobia mesofila se fijaron en cc = 0.20 %, ca= 1.00 % y t = 0, 7, 14 dias. Los datos

experimentales y los predichos con el modelo se encuentran graficados en la Figura 3.3.

Figura 3.3
Graéfica de datos experimentales y predichos por el modelo para FAM
(cc =0.20 %; ca = 1.00 %)
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En la Tabla 3.5 pueden verse los valores predichos (Yy), los intervalos de confianza
correspondientes con una probabilidad del 95%, los valores experimentales (yx) y los
errores porcentuales de cada uno de los valores estimados con el modelo [100.(yx-Yk)/yk]
(Bowker, Lieberman, 1985).
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Tabla 3.5

Valores predichos y experimentales para la verificacion del modelo para FAM

Cc Ca t FAM Intervalo de FAM Error
[9/100ml] |[g/100ml]| [dias] | Modelo | confianza |experimental| [%]
0.2 1.0 0 5.57 [4.87;6.27] 5.62 0.94
0.2 1.0 7 7.71 [7.15;8.27] 7.81 1.32
0.2 1.0 14 11.74 [10.81;12.67] 10.85 -8.27

Teniendo en cuenta los valores de los errores porcentuales y que todos los valores
experimentales se encuentran dentro del intervalo de confianza correspondiente al valor
estimado para cada valor puntual de las variables independientes, se puede aceptar al
modelo como buen predictor del valor de FAM de la espinaca envasada en bolsas de OPP y
LDPE.

3.1.4 Determinacion de las condiciones de trabajo

La legislacion francesa ha impuesto como limites superiores para la flora aerobia
mesofila los valores de log UFC/g = 5.70 a la fecha de elaboracion y log UFC/g = 7.70
como limite de vida util (Anénimo, 1989).

El area rayada de la figura 3.1b indicaria las posibles combinaciones de
concentraciones de acido citrico (cc) y acido ascorbico (ca) en las que se obtienen
recuentos de FAM < 5.70.

En la figura 3.4 se grafican los recuentos de FAM iniciales en funcion de la
concentracion de acido citrico para las concentraciones de acido ascorbico de 0.00; 0.50 y
1.00 %. También se indica en la gréafica el limite establecido por la legislacion francesa
para la fecha de elaboracion, FAM =5.70.

92



Figura 3.4
Recuento de FAM para el dia 0
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A partir de esto podemos determinar algunas combinaciones de concentraciones de
las soluciones de ambos &cidos que podrian utilizarse para la realizacion del tratamiento

quimico de espinaca, para la condicién inicial de que FAM <5.70:

e Cc2> 0.50 %

(X120)
Ca > 0.00% (Xo2 -1)

® cc2035% Xy > -
0.3)
ca>0.50% (X;>0)

e cc>0.10% (X;>-0.8)
ca=100% (X;=1)
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En las figuras 3.1 d; 3.2 b; 3.2 d; y 3.2 f se indica el area rayada correspondiente a
FAM < 7.70.

En la figura 3.1 d, vemos que trabajando con combinaciones de concentraciones de
acido citrico y acido ascorbico que se encuentren dentro del area rayada, se obtiene una
vida til, referida al limite impuesto por la legislacion francesa de FAM = 7.70, de al
menos 7 dias. Los tiempos de vida Gtil para una determinada concentracion de acido citrico
y éacido ascérbico, pueden determinarse graficamente o por resolucion de la ecuacién
cuadratica 3.1 para FAM = 7.70

Si se considera una concentracion cc = 0.50 % (X; =0) y ca=0.00% ( X, =-1), a
partir de la figura 3.2 d se determina que la vida util de la espinaca minimamente
procesada, tomando como limite FAM = 7.70, es aproximadamente de 6 dias (X3 = -0.1).
Si se aumenta la concentracion de acido citrico a 1.00 % (X; = 1), de la figura 3.2 f, se

tendria una vida util, estimada por el modelo, de aproximadamente 7 dias (X3 = 0.043).

Si se trabaja en el limite del dominio experimental, es decir, cc =1.00% (X;=1)y
ca=1.00 % ( X, = 1), de la figura 3.2 f vemos que se obtiene un tiempo estimado de vida
atil de 8 dias (X3 = 0.17).

La figura 3.2 b muestra un area rayada correspondiente a los recuentos de flora
aerobia mesofila FAM < 7.70 para una concentracion de &cido citrico de 0.00 %. Si
analizamos las combinaciones de concentraciones de &cido citrico y acido ascérbico que
quedan determinadas imponiendo el limite de FAM < 5.70 al final de la produccion (t = 0),
se observa que para cc = 0.00 % (X3 = -1) se obtienen recuentos superiores a dicho valor,
cualquiera sea la concentracion de acido ascérbico empleada (Figura 3.1 b). Por lo tanto,
para cumplir con ambas restricciones, se debera trabajar como ya se ha indicado, con una
concentracion de acido citrico cc > 0.10 % (X; >-0.8) cuando la ca = 1.00 % (X, = 1), 0
una concentracion de acido citrico cc > 0.50 % (X;> 0) cuando la ca > 0.00 % (X; > -1).

Finalmente, en la figura 3.1 f se puede ver que cualquiera sean las combinaciones de
concentraciones de acido citrico y acido ascorbico que se utilicen, siempre se supera el
limite impuesto por la legislacion francesa después de 14 dias de almacenamiento

refrigerado de espinaca minimamente procesada.
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3.1.5 Efecto de las etapas de procesamiento sobre FAM

Las etapas fundamentales en la preparacion de vegetales listos para usar pueden
tener efectos dramaticos sobre la microflora, particularmente en el desarrollo microbiano.
Las condiciones en que se realizan las diferentes etapas de elaboracidn de estos productos

influyen sobre su calidad microbiologica.

Durante el procesamiento se tomaron muestras de espinaca correspondiente a cada

etapa, de acuerdo a lo ya indicado en la figura 2.6.

Para evaluar la etapa de tratamiento quimico (TQ) se analizaron los recuentos de

flora aerobia mesofila obtenidos el dia 0 (Tabla 3.6).

Tabla 3.6

Resultados experimentales de FAM para el dia 0

Niveles de las variables

Nugweero codificadas N FAM
Ensayo X1 X2 X3 [UFC/g] | [log(UFC/g)]
(cc (ca (1)

5 0 -1 -1 70.10* | 5.85
6 1 0 -1 14.10° | 5.15
11 -1 1 -1 | 9810 | 5.99
13 0 1 -1 | 30.10* | 5.8
14 0 0 -1 24.10* | 5.38
16 -1 0 -1 | 80.10* | 5.90
18 1 -1 -1 | 57.10° | 5.76
21 1 1 -1 | 6210° | 4.79
21 -1 -1 -1 | 36.10° | 6.56

95



Entre todas las muestras que se presentan en la tabla 3.6, se preseleccionaron
aquellas cuyas combinaciones de concentracion de &cido citrico y &cido ascorbico se

encuentran dentro del area de trabajo determinada anteriormente en el inciso 3.1.4.

A continuacion se realiza un analisis de variancia para determinar si existen
diferencias significativas entre los recuentos de flora aerobia mesofila de estas muestras
(Tabla 3.7).

Tabla 3.7

Anélisis de variancia para FAM de las muestras TQ seleccionadas

Fuente de variacion Suma de cuadrados G.L. Cuadrado medio F calc.

Efectos principales

X1 (Co) 0.16935 1 0.1694 3.512M
X2 (Ca) 0.49894 2 0.2495 5.173"
Residuo 0.09645 2 0.0482

NS: no significativo, p>0.05

El resultado del analisis de variancia (Tabla 3.7) nos indica que no existen
diferencias significativas (p>0.05) entre las muestras preseleccionadas, en las que se realiz6
el tratamiento quimico en las condiciones que se establece en la tabla 3.6, y por lo tanto
podemos considerarlas como muestras TQ para analizar el efecto de las diferentes etapas de

procesamiento sobre el recuento de flora aerobia mesofila.

A continuacién, se analiza el efecto de las etapas de procesamiento sobre el
recuento de FAM. Para determinar si existen diferencias significativas en los recuentos de
flora aerobia mesdfila entre las diferentes etapas de procesamiento se realiza un analisis de

variancia (Tabla 3.8).

Tabla 3.8
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Analisis de variancia para FAM en las diferentes etapas de procesamiento

Fuente de variacion Suma de cuadrados G.L. Cuadrado medio F calc.

Muestra 57.99079 3 19.33026 31.955%**
Residuo 12.09853 20 0.60493

*** significativo al 0.1%

El andlisis de variancia (ANOVA) para el recuento de flora aerobia meséfila (FAM)
indica que existen diferencias significativas (p<0.001) entre algunas de las etapas de

procesamiento.

Para determinar cuales son las etapas en que el recuento de flora aerobia mesofila es

significativamente diferente se realiza el test de rango multiple de Duncan (95%).

En la tabla 3.9 se presentan los valores promedios obtenidos para cada etapa. El test
de rango multiple de Duncan determina que no existen diferencias (p>0.05) entre la materia
prima (MP) y la materia prima acondicionada (MPA). Scandella y Leteinturier (1989)
indican que un acondicionamiento bien realizado reduce a la mitad la carga microbiana de
la materia prima. Analizando los valores para MP y MPA, se ve que el acondicionamiento
reduciria a mas de la mitad la carga microbiana de la MP, pero debido a la dispersién de los
recuentos entre las distintas muestras analizadas, no pueden considerarse estadisticamente

diferentes.

Los recuentos de flora aerobia mesofila de la MP y MPA difieren significativamente
(p<0.05) de las muestras de espinaca lavada (STQ) y las tratadas quimicamente (TQ).
Scandella y Leteinturier (1989) indican que el lavado dividiria el ndmero de
microorganismos por 100 a 500. De la tabla 3.9, se ve que con el lavado se logra reducir en

aproximadamente 2 6rdenes logaritmicos el recuento de FAM.

También se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre las muestras
lavadas (STQ) y las tratadas quimicamente (TQ). En la tabla 3.9 se observa que con el

tratamiento quimico se logra una reduccién de méas de un orden logaritmico.
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Tabla 3.9
Anélisis de rango multiple de Duncan para FAM en las diferentes etapas de

procesamiento

Muestra gggfcrig::s [U FI\(IZ/g] [IogFSIIQ/(IZ/g] Error estandar
MP 6 19.10° 9.27° 0.3573
MPA 6 40.10’ 8.60° 0.4885
STQ 6 36.10° 6.55" 0.1074
TQ 6 25.10 5.40° 0.1597

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) por el test de Duncan

donde: MP:  materia prima
MPA: materia prima acondicionada
STQ: materia prima acondicionada, cortada y lavada
TQ: muestra STQ con tratamiento quimico (cc: 0.50-1.00 % y ca: 0.00-1.00 %)

En la Figura 3.5 se presentan los valores promedios para la flora aerobia mesofila
para cada etapa y el error estandar. También se indica el valor recomendado por la
legislacion francesa como limite superior para la flora aerobia meséfila (FAM = 5.70) a la

fecha de elaboracion.

Como puede observarse en la figura 3.5, las muestras tratadas quimicamente fueron

las Unicas que presentaron recuentos inferiores al limite establecido.
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Figura 3.5

Recuentos promedios de FAM para las diferentes etapas de procesamiento
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(*) Las barras en cada columna indican el error estandar.
Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) por el test de Duncan

3.2 pHDE ESPINACA

El pH se utiliza como indicador de acidez. En general, la acidez de los tejidos
vegetales disminuye durante la conservacion debido a que los procesos metabolicos
contindan desarrollandose. También, el pH puede modificarse por el tratamiento quimico

aplicado y la atmésfera modificada desarrollada en el envase.

La tabla 3.10 muestra los resultados experimentales del pH de espinaca obtenidos

para los distintos ensayos y para los dos tipos de envases utilizados.
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Resultados experimentales para el pH de espinaca

Tabla 3.10

Ndamero |  Niveles de las variables pH
de codificadas
Ensayo (i(é ()C(j 6“’ OPP LDPE

1 0 0 0 6.50 6.50
2 1 1 1 7.20 7.18
3 0 0 0 6.75 6.63
4 0 1 0 6.80 6.74
5 0 -1 -1 5.10 5.10
6 1 0 -1 4.52 4.52
7 -1 -1 1 7.15 6.79
8 0 0 1 7.29 6.81
9 0 0 0 6.72 6.65
10 -1 0 0 6.60 6.49
11 -1 1 -1 5.39 5.39
12 1 -1 0 6.79 6.50
13 0 1 -1 4.57 4.57
14 0 0 -1 4.66 4.66
15 -1 1 1 7.12 6.50
16 -1 0 -1 5.70 5.70
17 0 -1 1 7.23 6.51
18 1 -1 -1 4.60 4.60
19 1 0 1 7.25 6.79
20 1 1 0 6.80 6.74
21 1 1 -1 4.29 4.29
22 -1 -1 0 6.79 6.55
23 0 1 1 7.20 6.92
24 0 -1 0 6.83 6.50
25 -1 1 0 6.80 6.41
26 1 -1 1 7.28 6.43
27 -1 -1 -1 6.00 6.00
28 1 0 0 6.59 6.50
29 -1 0 7.20 6.90
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3.2.1 Efecto del tratamiento quimico, tipo de envase y tiempo de conservacion sobre

el pH de espinaca

El primer andlisis que se realiza sobre los valores experimentales de pH obtenidos
para los distintos ensayos, es un analisis de variancia multifactorial, para determinar el
efecto de las cuatro variables estudiadas sobre el pH de espinaca. Los resultados del
ANOVA se presentan en la tabla 3.11 donde:

X1 (cc) = Concentracién de cido citrico

X3 (ca) = Concentracion de &cido ascorbico
X3 (t) = Tiempo de conservacion refrigerada
X4 (f) =Tipo de film

Tabla 3.11

Andlisis de variancia para pH espinaca

Fuente de variacion ~ Suma de cuadrados G.L. Cuadrado medio  F calc.
Efectos principales
X1 (ce) 1.29204 2 0.64602 53.24%***
Xz (ca) 0.10012 2 0.05006 4.125*
X3 (1) 41.492429 2 20.7462 1709.74***
X4 (F) 0.611204 1 0.61120 50.37***
Interacciones
X1. X3 0.177821 4 0.044455 3.66*
X1.X3 3.640352 4 0.91009 75.00%**
X1.X4 0.001719 2 0.00086 0.07"
X2.X3 0.744074 4 0.186019 15.33***
X2.X4 0.065425 2 0.032713 2.70M
X3.X4 0.47439 2 0.237193 19.55%**
Residuo 0.339757 28 0.012134

NS: no significativo; * significativo al 5%; ** significativo al 1%; *** significativo al 0.1%
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El andlisis de variancia (tabla 3.11) indica que las cuatro variables estudiadas

influyen sobre el pH de la espinaca minimamente procesada.

La concentracion de acido citrico, el tiempo de conservacion refrigerada y el tipo de
film utilizado, son variables altamente significativas (p<0.001). En cambio, la
concentracion de acido ascérbico influye en menor medida sobre el pH de espinaca
(p<0.05).

Por lo tanto, se propone modelar el efecto de la concentracion de &cido citrico y
acido ascérbico, y el tiempo de conservacion refrigerada sobre el pH de espinaca envasada

en bolsas de OPP y envasada en bolsas de LDPE.

3.2.2 Modelos para pH de espinaca envasada en bolsas de OPP y LDPE

En primer lugar, se comprobd la idoneidad de los modelos elegidos a través de los
tests de diagndsticos basados en los residuos. Los graficos de diagnosticos correspondientes
a los modelos elegidos para pH de espinaca envasada en bolsas de OPP y LDPE se

presentan en las figuras 5.3 y 5.4 del Anexo, respectivamente.

Las figuras 5.3a y 5.4a muestran las graficas de los residuos en funcién de los
valores predichos, indicando que no existe ningun patrén inusual y que se cumple con la

suposicion de homogeneidad de la variancia.

Las figuras 5.3b y 5.4b indican que se cumple adecuadamente con la suposicién de
independencia de los errores, y a través de las figuras 5.3c y 5.4c se comprueba la

suposicion de normalidad de los errores.

Todos los tests de diagnésticos antes mencionados han demostrado la idoneidad de
los modelos propuestos para el pH de espinaca envasada en bolsas de OPP (pHopp) Y para

el pH de espinaca envasada en bolsas de LDPE (pHpg).

A continuacién se aplicara el analisis de variancia para los modelos propuestos para
pPHopp (tabla 3.12) y para pHpe (tabla 3.13).
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Tabla 3.12

Analisis de variancia para el modelo propuesto para pHopp

Fuente de variacion ~ Suma de cuadrados G.L. Cuadrado medio  F calc.

Modelo 27.43809 9 3.04769 84.12%*
Xi(cc) 0.65361 1 0.65361 18.03***
Xz (cp) 0.15200 1 0.15200 4.39*
X3 (t) 22.43384 1 22.43384 619.00%*+
X1. X 0.00521 1 0.00521 0.14"
X1. X3 1.29363 1 1.29363 35.69***
X2. X3 0.14410 1 0.14410 3.98N
X4 0.00023 1 0.00023 0.01"
X2 0.00148 1 0.00148 0.04"s
X3 2.75400 1 2.75400 75.99x*

Residual 0.68860 19 0.03624
F. de ajuste 0.65133 17 0.03831 2.06M°
Error puro 0.03727 2 0.01863

Coef. Determinacién (R?) 0.97551

NS: no significativo; * significativo al 5%; ** significativo al 1%; *** significativo al 0.1%

De los analisis de variancia correspondientes a los modelos propuestos para el pH
de espinaca envasada en bolsas de OPP (pHopp) Yy para el pH de espinaca envasada en
bolsas de LDPE (pHpg) (tablas 3.12 y 3.13), se puede ver que ambos modelos de
prediccion resultan altamente significativos (p<0.001) y la falta de ajuste de los dos

modelos es no significativa (p>0.05).

El valor del coeficiente de determinacion (R?) indica que el modelo desarrollado
para pHopp explica el 95.82 % de la variabilidad de los datos experimentales y el modelo

desarrollado para pHpg explica el 97.55 %.

Tabla 3.13
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Anadlisis de variancia para el modelo propuesto para pHpg

Fuente de variacion =~ Suma de cuadrados G.L. Cuadrado medio  F calc.

Modelo 20.0649 9 2.22943 48.41***
X1 (cc) 0.56357 1 0.56357 12.24*
Xz (cp) 0.00320 1 0.00320 0.07%
Xs (t) 14.20445 1 14.20445 308.46%**
X1. X, 0.24510 1 0.24510 5.32*
X1. X3 1.25777 1 1.25777 27.31%**
X2. X3 0.45241 1 0.45241 9.82**
X1 0.00228 1 0.00228 0.05"
X2 0.06764 1 0.06764 1.47"
X3 3.26844 1 3.26844 70.98%x*

Residual 0.87493 19 0.04605
F. de ajuste 0.86166 17 0.05069 7.64N
Error puro 0.01327 2 0.00663

Coef. determinacién (R?) 0.95822

NS: no significativo; * significativo al 5%; ** significativo al 1%; *** significativo al 0.1%

Las ecuaciones de 2% orden propuestas como modelo son:

PHopp = by + by Xyt b, X5 + b3, X5 + D11 X2+ Dyp. Xo?+ Dag. Xa? + bpo. Xy X + Dig Xy Xa+ b X, X5 Ec.3.2

PHee = by + by Xyt b X5 + b3, X5 + D1y X2+ Dyp. X2+ bag Xa? + Do Xy X + big Xy Xa+ b X, X5 Ec.3.3

donde by, b; y bjj son los coeficientes y X; son las variables codificadas.

Los subindices de los coeficientes o variables codificadas indican 1: concentracién

de 4&cido citrico; 2: concentracion de acido ascorbico; y 3: tiempo de conservacion

refrigerada.

Los coeficientes de los modelos de 2% orden propuestos para el pHopp Y pHee Se

presentan en la tabla 3.14.

Tabla 3.14

Valores de los coeficientes de las ecuaciones 3.2 y 3.3 para pHopp Y PHpe
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Coeficientes pHopp PHpe
b, 6.6526 6.5399
b, -0.1906 -0.1769
b, -0.0892 -0.0133
bs 1.1164 0.8883
b1 0.0772 0.0697
b2, 0.0547 -0.0245
bss -0.6436 -0.7011
b1z 0.0208 0.1429
b1s 0.3283 0.3238
b3 0.1096 0.1942

En el modelo desarrollado para el pH de espinaca envasada en bolsas de OPP
(pHorp), las tres variables independientes consideradas son importantes (tabla 3.12), siendo
la concentracion de acido citrico (X3) y el tiempo de conservacion refrigerada (X3) las que
ejercen una mayor influencia sobre el pH (p<0.001). También resultaron altamente
significativas la interaccion entre la concentracion de &cido citrico y el tiempo de

conservacion (X1.Xs) y el término cuadratico del tiempo de conservacion (Xz9).

La figura 3.6 muestra los graficos de superficies de respuesta y de contornos para el
pHopp en funcidén de la concentracion de acido citrico y la concentracion de &cido

ascorbico para los dias 0, 7 y 14 de conservacion.

Puede verse que el pH de espinaca disminuye con el aumento de la concentracion de
acido citrico y &cido ascérbico. Sin embargo el efecto del aumento en la concentracion de
acido citrico sobre la disminucion del pH es mucho mas significativo que el efecto

producido por el aumento de la concentracion de acido ascorbico.

Inicialmente (t = 0), el pH de espinaca envasada en bolsas de OPP, para una
concentracion de &cido citrico cc = 0.00 % y de acido ascérbico ca = 0.50 %, disminuye de
5.49 a 4.45 cuando la concentracion de acido citrico aumenta a 1.00 %, de acuerdo al

modelo de prediccion desarrollado.
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Sin embargo, en la figura 3.6 puede verse que el efecto que ejercen el acido citrico y
el acido ascorbico sobre el pH de espinaca es mucho menos importante a los 7 y 14 dias de
almacenamiento refrigerado. El pH de espinaca para cc =0.00 % y ca = 0.50 %, es a los 7
dias 6.92. Cuando se aumenta la concentracion de &cido citrico a 1.00 %, el pH de la
espinaca a los 7 dias es 6.54 de acuerdo al modelo de prediccion. Es decir, que la

diferencia inicial, de mas de una unidad de pH, no se mantiene durante el almacenamiento.

La figura 3.7 muestra las superficies de respuesta y sus contornos para el pH de
espinaca envasada en OPP en funcion de la concentracion de acido ascorbico y el tiempo de

conservacion, para las concentraciones de acido citrico de 0.00, 0.50 y 1.00 %.

Como puede observarse, a medida que transcurre el tiempo de conservacion se
produce un aumento en el pH de la espinaca, independientemente de las concentraciones de
acido citrico y acido ascorbico utilizadas en el tratamiento quimico. De este modo, para una
cc =050%y ca=0.50 %, el pH de la espinaca aumenta desde un pH inicial de 4.89 a
6.65 después de 7 dias de almacenamiento, y a 7.13 a los 14 dias de conservacion

refrigerada.

Los acidos organicos se encuentran en constante dinamica metabolica en la mayoria
de las frutas y hortalizas. Su contenido puede disminuir durante el almacenamiento ya que
las células vegetales son capaces de utilizar a los acidos organicos como sustrato para la
respiracién (Ulrich, 1970).

Babic y Watada (1996) encontraron que el pH de espinaca aumenté gradualmente

durante 7 dias de almacenamiento, desde 6.40 hasta 7.00 a 5°C y hasta 8.20 a 10°C.

Otros autores también registraron aumento de pH de espinaca durante el
almacenamiento. Aworh et al. (1980) indicaron que el pH de espinaca aument6 de 6.40 a
7.72'y 2 8.90 luego de 10y 15 dias de almacenamiento a 10°C respectivamente. Babic et al.

(1996) reportaron un aumento del pH de espinaca de 6.40 a 7.30 a 10 °C.
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Figura 3.6
Gréficos de Superficie de respuesta y de Contorno para pHopp

(t = constante)
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Figura 3.7

Gréficos de Superficie de respuesta y de Contorno para pHopp

(cc = constante)
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El andlisis de variancia para el modelo desarrollado para el pH de espinaca
envasada en bolsas de LDPE (tabla 3.13) indica que los términos lineales significativos son
los correspondientes a la concentracion de acido citrico (X1) (p<0.01), y al tiempo de
conservacion (X3) (p<0.001). También result6 altamente significativo el término cuadratico

correspondiente al tiempo (X32).

El término correspondiente a la interaccion (X;.Xy) es significativo a p<0.05. Esto
indica que el efecto de la concentracion de acido ascorbico sobre el pH de espinaca es

diferente para los distintos niveles de la concentracion de acido citrico.

En la figura 3.8, que muestra los graficos de superficie de respuesta y de contorno
para el pHpg, se ve que a medida que aumenta la concentracidn de acido ascorbico se nota
una ligera disminucién en el valor del pH inicial de espinaca para aquellas muestras
tratadas con soluciones de baja concentracion de acido citrico. Para cc altas, el acido

ascorbico no afecta el pH inicial de espinaca.

ElI ANOVA (tabla 3.13) también muestra que son significativas las interacciones
X1.X3 (p<0.001) y X,.X3 (p<0.01), lo que indica que el efecto de cc y ca sobre el pH de

espinaca envasada en LDPE es diferente para los distintos dias de almacenamiento.

En la figura 3.8, se ve que el pH inicial de espinaca disminuye significativamente
con el aumento de cc. Una muestra tratada con una solucion cc = 0.00% y ca= 0.30 % tiene
un pH inicial de 5.66. Si se aumenta la concentracion de &cido citrico a 1.00 %, el pH
inicial de la espinaca disminuira a 4.54. Sin embargo, en la figura 3.8 puede verse que,
similarmente a lo que sucede con el pHopp, €l pHpe se ve poco afectado por el &cido citrico
y el &cido ascarbico luego de 7 dias de almacenamiento. El pH de espinaca para cc = 0.00%
y ca= 0.30 % a los 7 dias es de 6.85, y disminuye a 6.38 para una muestra tratada con una

solucion con ¢cc = 1.00% y ca= 0.30 %.

En la figura 3.8 también podemos ver que el pHpe aumenta significativamente
durante la conservacién refrigerada, para cualquier combinacién de concentraciones de
acido citrico y acido ascorbico. Asi, para cc = 0.50% y ca= 0.30 %, el pH inicial de
espinaca es de 5.03, aumentando a 6.54 a los 7 dias y a 6.65 luego de 14 dias de

conservacion.
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3.2.3 Verificacion de los modelos para pH

Las condiciones experimentales para la verificacién de los modelos de prediccion
del pH de espinaca envasada en bolsas de OPP y LDPE, se fijaron en: cc = 0.20 %, ca=
1.00% yt=0, 7, 14 dias.

En las Tablas 3.15 y 3.16 pueden verse los valores predichos (Y), los intervalos de
confianza correspondientes con una probabilidad del 95%, los valores experimentales (yk) Y
los errores porcentuales de cada uno de los valores estimados con los modelos [100.(yk-

Y)/yk], para pHopp Y pHpe respectivamente.

Tabla 3.15
Valores predichos y experimentales para la verificacion del modelo para pHope
Cc Ca t pH Intervalo de pH Error
[9/100ml] | [g/100ml] |  [dia] modelo confianza |experimenta| [%]
I
0.2 1.0 0 5.08 [4.74;5.41] 4.77 -6.50
0.2 1.0 7 6.75 [6.55;6.94] 6.80 0.74
0.2 1.0 14 7.13 [6.89;7.37] 7.15 0.23
Tabla 3.16
Valores predichos y experimentales para la verificacion del modelo para pHpg
Cc Ca t pH Intervalo de pH Error
[9/100mI] | [g/100mI] |  [dia] Modelo | confianza |experimenta| [%]
I
0.2 1.0 0 4.96 [4.69;5.23] 4.77 -3.98
0.2 1.0 7 6.55 [6.33;6.77] 6.74 2.82
0.2 1.0 14 6.73 [6.46;7.01] 7.00 3.86

Teniendo en cuenta los valores de los errores porcentuales y que todos los valores

experimentales se encuentran dentro del intervalo de confianza correspondiente al valor
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estimado para cada valor puntual de las variables independientes, se puede aceptar a los
modelos desarrollados para predecir los valores del pH de la espinaca envasada en bolsas

de OPP y LDPE respectivamente.

3.24 pHYy Flora Aerobia Mesofila

La homeostasis, o estabilidad de los fluidos celulares internos (composicion y
volumen), es vital para la supervivencia y crecimiento de los microorganismos. Los
procesos de conservacion utilizados, seran efectivos cuando ellos superen, temporaria o
permanentemente, las numerosas reacciones homeostaticas que los microorganismos

desarrollan para resistir los esfuerzos a los que fueron sometidos (Alzamora, 1998).

Como ya se ha mencionado, el crecimiento y la supervivencia de los
microorganismos estan fuertemente influenciados por el pH y el contenido de acidos

organicos del alimento.

Los microorganismos necesitan mantener su pH intracelular (pHi) dentro de cierto
rango muy estrecho y cercano a la neutralidad, para poder crecer, es decir, tratan de lograr

homeostasis con respecto al valor de pH citoplasmatico (Alzamora, 1997).

Cuando el pH externo disminuye, aumenta el requerimiento energético de
mantenimiento de la célula microbiana: aumenta la actividad de ATPasa, la sintesis de
nuevas proteinas, y la sintesis de aminofosfolipidos cargados positivamente que imparten a
la superficie de la membrana celular una neta carga positiva, actuando como una barrera a

los protones externos y controlando, de esta manera, su pHi. (Alzamora, 1998)

El valor de pH minimo de crecimiento se alcanza cuando la velocidad de generacion
de energia es demasiado baja para permitir la sintesis de componentes celulares y la
expulsion de protones. A valores de pH por debajo del minimo de crecimiento, la célula

muere 0 permanece dafiada (Alzamora, 1997).
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A continuacidn, se analizara la relacion entre el pH de espinaca y la flora aerobia

mesofila, a través de diferentes gréficas.

En la figura 3.9 se han superpuestos las graficas de contornos para pH con la de
flora aerobia mesofila, para el dia 0. El area rayada indica las combinaciones de
concentracion de acido citrico y de acido ascorbico que cumplen con lo estipulado por la

legislacion francesa a la fecha de elaboracion, FAM< 5.70.

Se puede observar que las muestras de espinaca minimamente procesadas tratadas
con soluciones cuyas concentraciones se encuentran dentro del area de trabajo sefialada,
son aquellas cuyo pH inicial se reduce, por el tratamiento quimico, desde un valor de 5.80
para la espinaca sin tratar (cc = ca = 0.00 %) a pH < 5.2 para las muestras tratadas

quimicamente.

Figura 3.9
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En la figura 3.10, se presentan las gréficas de contorno para el pH de espinaca
minimamente procesada envasada en bolsas de OPP y en bolsas de LDPE, en funcién de la
concentracion de acido citrico y el tiempo de conservacion, para las concentraciones de
acido ascorbico de 0.00, 0.50 y 1.00 %, superpuestas con las graficas de contorno para flora

aerobia meséfila.

El &rea rayada de cada gréafica representa las condiciones de trabajo determinadas

anteriormente en 3.1.4.

De esta manera, podemos estimar el valor de pH de espinaca minimamente

procesada al final de su vida til, determinada por la condicion FAM = 7.70.

En la figura 3.11 vemos que para ca = 0.00 %, los valores de pH de las muestras de
espinaca a la fecha de vencimiento son pHopp < 6.70 y el pHpe < 6.50. Para ca = 0.50 %, el
PHopp < 6.70 y el pHpe < 6.60, y para ca = 1.00 % el pHopp < 6.80 y el pHpe < 6.80.

Como ya se menciond, tanto los recuentos de flora aerobia mesofila como el pH de
espinaca minimamente procesada aumentaron durante el almacenamiento a 4 °C, para los 2

films utilizados.

Resultados similares se encontraron para zanahoria cortada en rodajas. EI aumento
del pH de zanahoria coincide con el aumento en los recuentos microbioldgicos que podrian
haber resultado en una mayor utilizacion de los acidos organicos (Barry-Ryan, O"Beirne,
1998).

King et al. (1991) reportaron que el pH aumentdé durante los 15 dias de
almacenamiento en lechuga minimamente procesada, y este aumento fue paralelo al

aumento en los recuentos microbiolégicos.
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Figura 3.10

Graficas de contornos para pHy FAM
(ca = constante)
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3.3 COMPOSICION GASEOSA

El desarrollo de una atmdésfera modificada en el interior de un envase depende,
como ya se ha mencionado, de la interaccion de numerosos factores. Entre ellos podemos
citar la velocidad de respiracion del producto envasado, la permeabilidad a los gases del

material del envase, y la temperatura (Kader et al., 1989).

El uso satisfactorio de la tecnologia del envasado en atmdsfera modificada se basa
fundamentalmente en conocer el tipo de atmdsfera que es beneficiosa para una dado

producto y luego seleccionar el correcto material de envase para crear tal atmdsfera.

Para conocer la composicion gaseosa Optima para un determinado producto es
necesario realizar ensayos experimentales, ya que existe una amplia variabilidad en las
respuestas, que dependen de numerosos factores, como el tipo de corte y cultivar del

vegetal estudiado.

La composicién gaseosa Optima para un determinado vegetal minimamente
procesado puede ser muy diferente de la dptima para el vegetal entero del que proviene,
debido a los cambios fisiologicos que ocurren durante el procesamiento. La lechuga
Iceberg cortada es un buen ejemplo de esto. La lechuga entera no tolera niveles elevados de
CO,, pero por el contrario, la lechuga cortada se envasa rutinariamente en una atmosfera

con 10-15 % CO, para prevenir el amarronamiento de la superficie de corte (Gorny, 1997).

Los vegetales minimamente procesados son extremadamente perecederos y mas
susceptibles al deterioro que los productos enteros de los cuales provienen. La composicion
gaseosa desarrollada en el interior del envase en combinacion con un buen manejo de la
temperatura, puede extender la vida Gtil de muchos vegetales minimamente procesados por
reduccion de la pérdida de agua, velocidad de pérdida de la calidad sensorial y nutritiva,
amarronamiento de la superficie de corte, velocidad de respiracién, biosintesis y accion de

etileno asi como también el desarrollo microbioldgico.

A continuacion, la tabla 3.17 presenta los resultados experimentales de la
composicion gaseosa desarrollada en los envases de espinaca minimamente procesada
envasada en bolsas de polipropileno monoorientado (OPP) y polietileno de baja densidad
(LDPE), para los distintos ensayos realizados.

Tabla 3.17
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Resultados experimentales para la composicidn gaseosa en los envases de espinaca

Numero | Niveles de las variables OPP LDPE
eneyo | X | X | % | co, | o, | co, | o

(cc (ca (t) [m1/200mI] | [mI/200mI] | [mI/200mI] | [mI/100ml]
1 0 0 0 14.125 1.450 5.450 2.150
2 1 1 1 10.072 1.385 5.500 1.530
3 0 0 0 13.234 1.259 6.940 3.240
4 0 1 0 14.874 1.518 5.900 4.500
5 0 -1 -1 0.032 21.146 0.032 21.146
6 1 0 -1 0.050 21.506 0.050 21.506
7 -1 -1 1 9.058 1.560 4.976 2.268
8 0 0 1 11.405 3.679 4.253 3.658
9 0 0 0 12.865 1.205 5.940 2.240
10 -1 0 0 11.310 1.600 5.750 4.582
11 -1 1 -1 0.071 22.146 0.071 22.146
12 1 -1 0 14.402 1.190 5.535 4.430
13 0 1 -1 0.032 21.150 0.032 21.150
14 0 0 -1 0.0707 | 22.146 0.071 22.148
15 -1 1 1 11.053 1.756 4.000 4.119
16 -1 0 -1 0.032 21.146 0.032 21.146
17 0 -1 1 9.401 1.225 4.064 4.081
18 1 -1 -1 0.051 21.546 0.051 21.546
19 1 0 1 8.236 1.278 4.764 1.528
20 1 1 0 14.518 1.254 6.300 2.700
21 1 1 -1 0.032 21.150 0.032 21.150
22 -1 -1 0 14.303 1.190 4.855 4.865
23 0 1 1 10.145 1.678 4.700 1.300
24 0 -1 0 14,774 1.169 5.809 3.268
25 -1 1 0 16.291 1.155 5.290 3.012
26 1 -1 1 9.592 2.243 4.158 3.572
27 -1 -1 -1 0.052 21.546 0.052 21.546
28 1 0 0 12.250 1.245 5.925 2.280
29 -1 0 1 9.495 2.450 5.181 1.548
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3.3.1 Efecto del tratamiento quimico, tipo de envase y tiempo de conservacion sobre

la composicidon gaseosa

En primer lugar se realiza un analisis de variancia multifactorial para determinar el

efecto de las cuatro variables estudiadas sobre las concentraciones de CO, y Os.

Las tablas 3.18 y 3.19 presentan los resultados de los andlisis de variancia para las

concentraciones de CO; y O, respectivamente, donde:

X1 (cc)= Concentracion de &cido citrico

X, (ca)= Concentracion de acido ascorbico
X3 (t)= Tiempo de conservacion refrigerada
X4 (f)=Tipo de film

Tabla 3.18

Andlisis de variancia multifactorial para %CO,

Fuente de variacion =~ Suma de cuadrados G.L. Cuadrado medio  F calc.
Efectos principales
X1 (cc) 0.43632 2 0.21816 0.420M
Xz (ca) 3.48646 2 1.74323 3.359*
X3 (1) 929.62644 2 464.81322 895.82***
X4(f) 273.44205 1 273.44205 526.997**
Interacciones
X1.X3 1.33578 4 0.333945 0.644"
X1.X3 0.63965 4 0.159913 0.308"°
X1.X4 1.17139 2 0.585697 1.129N
X2.X3 4.15210 4 1.038026 2.001%
X2. X4 3.6684 2 1.834201 3.535*
X3.X4 158.18216 2 79.091082 152.430***
Residuo 14.528326 28 0.5188688

NS: no significativo; * significativo al 5%; ** significativo al 1%; *** significativo al 0.1%
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Tabla 3.19

Analisis de variancia multifactorial para %0,

Fuente de variacion =~ Suma de cuadrados G.L. Cuadrado medio  F calc.
Efectos principales
X1 (cc) 1.4741 2 0.737 1.255M
Xz (Ca) 0.6247 2 0.3124 0.532%
X3 (1) 4399.1617 2 2199.5809 3743.96***
Xa(F) 13.4077 1 13.4077 22.822%x*
Interacciones
X1.X2 4.431737 4 1.1079344 1.886"°
X1.X3 0.9879 4 0.2469751 0.420M
X1.X4 0.294603 2 0.1473017 0.251%
X2.X3 0.994713 4 0.2486783 0.423"
X2. X4 2.442484 2 1.2212418 2.079"
X3.X4 12.308409 2 6.1542045 10.475%**
Residuo 16.450031 28 0.5875011

NS: no significativo; * significativo al 5%; ** significativo al 1%; *** significativo al 0.1%

El andlisis de variancia para las concentraciones de dioxido de carbono y oxigeno
en el interior de los envases de espinaca minimamente procesadas (tablas 3.18 y 3.19)
indican que el tiempo de conservacion y el material de envase utilizado influyen
significativamente (p<0.001) sobre la composicion de la atmdsfera interna. También resulto
altamente significativa  (p<0.001) la interaccion entre el tiempo de conservacion

refrigerada y el tipo de film (X3.X4).

El andlisis de variancia para la concentracion de CO; indica que la concentracion de
acido ascorbico resultd significativa (p<0.05) al igual que la interaccion entre la
concentracion de acido ascorbico y el tipo de film utilizado (X2.X4), esto sefialaria que el

efecto de la ca sobre % CO; seria diferente para cada uno de los films utilizados.

Por lo tanto, se propone modelar el efecto de la cc, la ca y el tiempo de
conservacion sobre las concentraciones de CO, y O, en el interior de las bolsas de espinaca

minimamente procesada envasada en OPP y LDPE.
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3.3.2 Modelos para las concentraciones de CO,y O,

En primer lugar, se comprobo la idoneidad de los modelos elegidos con los tests de
diagnosticos basados en los residuos. Los tests de diagnosticos se presentan en el Anexo en
las Figuras 5.5 y 5.6 para la concentracion de CO, y de O, en los envases de OPP,
respectivamente; y en las figuras 5.7 y 5.8 para % CO, y % O; en los envases de LDPE,
respectivamente. Como puede verse, no existen transgresiones severas a las suposiciones de
homogeneidad de la variancia (figuras 5.5 a, 5.6 a, 5.7 a, 5.8 a), independencia de los
errores (figuras 5.5 b, 5.6 b, 5.7 b, 5.8 b), y normalidad de los errores (figuras 5.5 ¢, 5.6 c,
5.7 ¢, 5.8 ¢). Por lo tanto, se puede aplicar el analisis de variancia a los modelos propuestos
para las concentraciones de CO; y O, en el interior de los envases de OPP y LDPE (Tablas
3.20y 3.21).

Tabla 3.20
Andlisis de variancia para los modelos propuestos para % CO,y % O, en OPP

Fuente de variacion G.L. Suma de cuadrados
% CO, % O;
Modelo 9 989.924+»~ 2467.08***
X1 (cc) 1 0.33598" 0.17012"
Xz (ca) 1 1.63486"° 0.0786"°
X3 (1) 1 430.55464*** 1725.32518***
Xi1. X2 1 0.97749" 0.31674"
Xi1. X3 1 0.23637"° 0.00417"
Xa. X3 1 0.86354"% 0.01453"
X4 1 12.48060** 8.70341***
X 1 0.00771" 4.39070%*+
X3 1 542.83296*** 728.14368***
Residuo 19 16.39800 5.11654
Falta de ajuste 17 15.55878N° 5.0834"°
Error puro 2 0.83921 0.0331
Coef. Determinacion (R?) 0.98371 0.99793

NS: no significativo; * significativo al 5%; ** significativo al 1%, *** significativo al 0.1%
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Tabla 3.21

Analisis de variancia para los modelos propuestos para % CO,y % O, en LDPE

Fuente de variacion G.L. Suma de cuadrados
% CO; % O,
Modelo 9 177.224%** 2123.90***
X1 (cc) 1 0.24713" 1.38295"
Xz (cp) 1 0.29221"° 1.45426™°
X3 (t) 1 94.18503*** 1603.19814***
Xi1. X3 1 0.56798"° 1.89224"s
X1 X3 1 0.00681" 0.03733"
Xa2. X3 1 0.08361"° 0.84360M°
X, 1 1.40184* 8.45802++
X2 1 2.24105** 13.5102***
X3 1 78.19821**+ 493.12692++*
Residuo 19 3.7395 16.5462
Falta de ajuste 17 2.58611 15.8141M°
Error puro 2 1.1534 0.7321
Coef. Determinacion (R?) 0.97934 0.99237

NS: no significativo; * significativo al 5%; ** significativo al 1%, *** significativo al 0.1%

Los analisis de variancia correspondientes a los modelos propuestos para %CO, y
%0, en los envases de OPP (tabla 3.20) muestran que ambos modelos de prediccion son

altamente significativos (p<0.001).

Los tests F para las faltas de ajuste de los dos modelos no son significativas
(p>0.05), y a través de los valores de los coeficientes de determinacién (R?) se puede
observar que el modelo para %CO, en bolsas de OPP explica el 98.37% de la variabilidad

de los datos y el modelo para %0, en bolsas de OPP explica el 99.79%.

Las ecuaciones de 2% orden propuestas como modelos para la composicién gaseosa

en el interior de los envases de OPP son:

% CO,= by + by Xyt Dy X + b X + by X2+ by X2+ g Xa? + bip Xy X + bia Xy Xa+ by X, X5 EC.3.4
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% O, = by + by X+ by X + by Xz + by Xi? + byp. X2+ b Xa? + bip Xy Xo + big Xy X+ by Xp X3 EC.35

A partir de los analisis de variancia para los modelos propuestos para %CO; y %0,
en los envases de LDPE (tabla 3.21) puede verse que los dos modelos de prediccion

desarrollados resultaron altamente significativos (p<0.001).

Los tests F para las faltas de ajuste, que miden la falla de los modelos en representar

los datos en el dominio experimental, son no significativas (p>0.05).

Los coeficientes de determinacién (R?) indican que el 97.93% y 99.23% de la
variabilidad de los datos experimentales es tenida en cuenta por los modelos propuestos

para %CO, y %0, en bolsas de LDPE, respectivamente.

Teniendo en cuenta las consideraciones anteriores se pueden aceptar los modelos
propuestos para representar los cambios en la composicion gaseosa en los envases de LDPE

de espinaca minimamente procesada.

Las ecuaciones de 2% orden propuestas como modelos para la composicién gaseosa

en el interior de los envases de LDPE son:

% CO,= by + by Xg+ by Xo + g Xz + by X2+ bpp. X2+ b Xa? + bip Xy . Xo + bis Xg Xa+ by Xp X3 EC.3.6

% O, = by + by Xi+ by Xp + ba. X3 + iy X2+ bp Xo? + D Xa? + b1p. X1 . Xo + bia Xy Xa+ by Xy X5 EC.37

donde by, bi y bj; son los coeficientes y X; son las variables codificadas

Los subindices de los coeficientes o variables codificadas indican 1: concentracién
de 4&cido citrico; 2: concentracion de acido ascorbico; y 3: tiempo de conservacion

refrigerada.

Los coeficientes de los modelos de 2% orden propuestos para la concentracién de

CO,y Oy en las bolsas de espinaca envasadas en OPP y LDPE se presentan en la tabla 3.22.
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Tabla 3.22
Valores de los coeficientes de las ecuaciones de 2% orden
para % CO; y % O, en los envases de OPP y LDPE

Bolsas de OPP Bolsas de LDPE
Coeficientes

% CO, % O, % CO, % O,
b, 13.592 1.5248 5.9097 3.117
b, -0.1366 -0.0972 0.1172 -0.277
b, 0.3014 0.0209 0.1274 -0.284
bs 4.8908 -9.790 2.2875 -9.438
b11 -0.371 -0.1002 -0.0124 0.0102
b2, 0.943 -0.324 -0.2064 0.486
b33 -9.036 10.465 -3.4295 8.612
b1, -0.2854 -0.1625 0.2176 -0.397
b3 -0.1404 -0.0187 0.0238 -0.0558
b2s 0.2683 -0.0348 0.0835 -0.265

Los analisis de variancia correspondientes a los modelos propuestos para la
composicion gaseosa desarrollada en los envases de polipropileno (OPP) indican que el
factor que mas influye sobre la concentracion de CO, y O, es el tiempo de conservacion
(P<0.001). También resulta altamente significativo, para ambas concentraciones, el término
cuadratico correspondiente al tiempo (X3?). Para la concentracién de O, también resulta
significativo (p<0.001) el término cuadratico correspondiente a la concentracion de acido

ascorbico (X29).

En la figura 3.11, se presentan las graficas de superficie de respuesta para las
concentraciones de CO, y O, en las bolsas de OPP, en funcién del tiempo y la

concentracion de acido citrico, para ca = 0.50 %.

Puede observarse que la concentracion de CO, aumenta durante el tiempo de
almacenamiento desde una concentracion inicial de 0.032%, que es la concentracion de

CO; en el aire, hasta una concentracion de 13.59 % a los 7 dias, para luego disminuir a
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9.45% a los 14 dias, para cc = ca = 0.50%, de acuerdo al modelo de prediccion

desarrollado.

Otros autores también han reportado un comportamiento similar de la concentracion
de didxido de carbono en el interior de los envases de otros productos vegetales. Piagentini
et al.( 1997) encontraron que la concentracién de CO, aumenté a 12.00 % durante los
primeros 4 dias de almacenamiento a 4 °C, para luego disminuir a 7.40% a los 10 dias, en
el interior de las bolsas de OPP de repollo minimamente procesado. Rij y Stanley (1987)
indicaron que el % CO, en los envases de brécoli envueltos en PVC almacenados a 5°C,
aumentd a 11.00-12.00% durante los dos primeros dias y luego disminuyd hasta un nivel de
equilibrio del 9.00%.

La concentracion de O, disminuye de 21% (concentracion O, en aire) a 1.52% a los
7 dias, y 2.20% a los 14 dias, para cc = ca = 0.50%, de acuerdo al modelo de prediccion
desarrollado. De todas maneras, no existen diferencias significativas entre los valores de las

concentraciones de oxigeno después de los 7 dias de almacenamiento a 4 °C.

Figura 3.11
Graficos de Superficie de respuesta para % CO,y % O, en bolsas de OPP
(ca =0.50%)

% O,

o w o ©

: 0 . .
Tiempo (dias) 0.75 1 Tiempo (dias)
Ac. Citrico (%) Ac. Citrico (%)
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Los ANOVA correspondientes a los modelos propuestos para la composicién
gaseosa en el interior de las bolsas de LDPE de espinaca minimamente procesada, indican
que el tiempo de conservacion refrigerada influye significativamente (p<0.001) sobre las
concentraciones de CO, y O,, similarmente a lo encontrado en las bolsas de OPP. También

resultd altamente significativo el término cuadrético correspondiente al tiempo (X3%).

A diferencia de lo encontrado para %CO, en OPP, el término cuadratico
correspondiente a la concentracion de acido ascorbico resulté significativo (p<0.01) para la
concentracion de CO; en los envases de LDPE, de mayor permeabilidad a los dos gases que
el OPP.

Berger et al. (1997) envasaron lechuga minimamente procesada, tratada con una
solucién de 1.00% de &cido ascdrbico, en bolsas con diferentes permeabilidades. De los
resultados obtenidos, también encontraron que el 4&cido ascorbico afectd las
concentraciones de CO, y O, cuando se utilizaron las bolsas de mayor permeabilidad a
ambos gases. Sin embargo, para zanahoria en rodajas tratadas con una solucion de 1.00%
de &cido ascorbico, se determind que éste no afectd las concentraciones de O, 6 CO; en

ninguno de los envases estudiados (Galetti et al., 1997).

En la figura 3.12 se presentan los gréaficos de superficie de respuestas para las
concentraciones de CO, y O; en las bolsas de LDPE, en funcién de la concentracién de

acido citrico y el tiempo, para una concentracion de acido ascorbico de 0.50%.

De manera similar a lo encontrado en los envases de OPP, la concentracion de CO;
aumenta durante los primeros 7 dias de almacenamiento, pero alcanzando una
concentracion de 5.88 %, para disminuir a 4.75 % luego de 14 dias, para cc = ca = 0.50%,

de acuerdo al modelo de prediccion desarrollado.
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Figura 3.12
Graficos de Superficie de respuesta para % CO,y % O, en bolsas de LDPE
(CA = 050%)

ca=05% ca=05%

>

% CO;,
21
18
15
12

o W o ©

14 14

075 Tiempo (dias) 0.75 1 0 Tiempo (dias)
Ac. Citrico (%) Ac. Citrico (%)

En la figura 3.12, se ve que la concentracion de O, disminuye durante el
almacenamiento a 4°C, alcanzando una concentracion de 3.12 % a los 7 dias y de 2.29 % a
los 14 dias, para cc = ca = 0.50%, de acuerdo al modelo de prediccion desarrollado. Con un
nivel de confianza del 95%, se puede decir que la concentracion de oxigeno no se modifica

significativamente a partir de los 7 dias de almacenamiento refrigerado.

Los tratamientos quimicos pueden alterar los complejos mecanismos respiratorios
de los vegetales frescos. Se ha encontrado que los tratamientos con soluciones de &cido
citrico estimularon el proceso respiratorio en semillas de ricino (Chen, Peng; 1980b).
Cuando se investigo la actividad de la mitocondria de manzana frente a la adicion de varios
acidos organicos, se observo que después del agregado de los acidos citrico, malico o

succinico hubo una estimulacién en el consumo de oxigeno (Ulrich, 1970).

De los resultados obtenidos, podemos decir que los tratamientos quimicos aplicados
a la espinaca no produjeron modificaciones muy significativas a las concentraciones de

dioxido de carbono y oxigeno desarrolladas en el interior de los envases de OPP y LDPE.
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Comparando la composicion gaseosa alcanzada en los dos envases ensayados,
vemos gue se obtuvieron concentraciones superiores de CO; e inferiores de O, en las bolsas

de polipropileno monoorientado, como resultado de su menor permeabilidad a los gases.

Los efectos beneficiosos del envasado en atmdsfera modificada pueden revertirse si
las concentraciones de O, son demasiado bajas o los niveles de CO, son demasiados altos.
Por ejemplo, el aumento de la concentracién de CO, hasta el 13% causé una rapida
disminucion en el contenido de &cido ascorbico y desarrollo de off-odors en espinaca
almacenada a 7 °C (McGill et al., 1966). Atmosferas con baja concentracion de oxigeno
pueden ser efectivas en reducir la velocidad de respiracion, pero si la concentracién de O,
cae por debajo del punto de extincion (el nivel critico de O, al cual la produccién de CO, es
minima), la atmdsfera modificada podria tener efectos indeseables debido a la respiracién
anaerdbica (Ko et al., 1996).

Ko et al. (1996) determinaron que el punto de extincién para hojas enteras de
espinaca fue menor de 0.40 % pero mayor de 0.20 % O, a 0 y 5°C. También reportaron que
la velocidad de respiracion de espinaca era menor en atmaésferas con menor concentracion
de oxigeno y a menor temperatura. Indicaron que la velocidad de respiracion de las hojas
de espinaca mantenidas a 5°C en una atmosfera con 0.80 % de O, fue aproximadamente
igual a la velocidad de respiracion de las hojas mantenidas en aire a 0°C. Asi, el uso de
bajas concentraciones de O, (0.80%) bajo condiciones controladas podria, al menos
parcialmente, compensar la exposicion de la espinaca envasada a temperaturas de
almacenamiento de 5°C. En cuanto al deterioro de las hojas de espinaca, informaron que se
redujo de 30 a 54 % cuando la concentracion de O, se reduce al 0.80%. Por lo tanto, la
concentracion de O, podria disminuirse hasta 0.80% en los envases de atmosfera
modificada sin pérdida de la calidad debido a la respiracién anaerdbica, siempre que la

temperatura de almacenamiento no exceda los 5 °C y el % CO, no sea excesivo.

También se debe tener en cuenta que el efecto de las atmosferas modificadas puede
ser distinto para las distintas temperaturas de almacenamiento. Izumi et al. (1997) han
estudiado el efecto del almacenamiento en aire y en atmdsferas de baja concentracion de O,
(0.50;1.00 y 2.00 %) a 0; 10 y 20 °C sobre la calidad de hojas de espinaca. Encontraron que

la velocidad de respiracion y la pérdida de acido ascérbico en las hojas de espinaca

127



mantenidas en aire fue mayor a medida que aumento la temperatura de almacenamiento.
Las atmdsferas con baja concentracion de oxigeno redujeron la velocidad de respiracion en
las hojas almacenadas a 10 y 20 °C, siendo mayor el efecto a 20 que a 10°C, pero este

efecto beneficioso no se encontrd en las hojas de espinaca mantenidas a 0°C.

Namesny (1993) considera que la atmosfera méas idonea para envasar hojas de
espinaca es 7.00-10.00 % O, con 5.00-10.00 % CO; con una temperatura de 0-5 °C. Por
otra parte, Gorny (1997) recomienda para espinaca fresca lavada una atmosfera con una
concentracion de O, de 0.80-3.00 % y de 8.00-10.00 % CO,, ya que a concentraciones de
O, inferiores a 0.40 % se producen olores y sabores desagradables, y por encima del 13 %

de CO; se produce un rapido decaimiento.

Teniendo en cuenta las condiciones de trabajo determinadas en el inciso 3.1.4, y
considerando el recuento de FAM = 7.70 como determinante de la vida util, se podria
determinar a través de los modelos de prediccion desarrollados, cudles serian las

concentraciones de oxigeno y didxido de carbono alcanzadas.

Por ejemplo, si se considera una concentracion de acido citrico de 0.35% y una
concentracion de acido ascorbico de 0.50%, la vida Util estimada fue de aproximadamente 6
dias (X3 = -0.0786). Para dichas condiciones, y utilizando las ecuaciones 3.4 y 3.5, las
concentraciones en el envase de OPP son de 13.16%CO, y 2.38 % O,. Para la misma
solucién de &cido citrico y acido ascérbico, las concentraciones obtenidas en los envases de
LDPE, utilizando las ecuaciones 3.6 y 3.7, son 5.67 %CO, y 4.00% O.

Si se aumenta la concentracion de acido citrico a 1.00 % y se mantiene la de acido
ascorbico en 0.50%, el tiempo de vida til estimado seria de casi 8 dias (X3 = 0.0857). Para
esas condiciones se obtiene 13.43 %CO; y 0.56 % O, en los envases de OPP, y 6.19 %
CO,y 2.10 % O, en los envases de LDPE.

Figura 3.13
Concentracion de CO, en envases de OPP y LDPE
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De los resultados obtenidos, y observando la figura 3.13, se puede ver que para un
tiempo de 6 a 8 dias, que es el tiempo de vida Gtil estimado con anterioridad para el limite
de FAM = 7.70, la concentracion de CO, alcanzada en los envases de OPP supera el 10 %
recomendado y aun el 13 % que se indica como limite a partir del cual se desarrollan olores
y sabores desagradables. Por otro lado, para algunas de las combinaciones de
concentraciones de &cido citrico y acido ascorbico podrian obtenerse concentraciones de O,

en el interior de los envases de OPP inferior al 0.80% recomendado.

Por otra parte, si se analizan los valores obtenidos en los envases de polietileno para
los tiempos de vida Util estimados para espinaca minimamente procesada, considerando el
limite de FAM = 7.70, se puede ver que nunca se superan las concentraciones limites

recomendadas de CO, y O, para espinaca.

3.3.3 Verificacion de los modelos para las concentraciones de CO, y O,

Las condiciones experimentales para la verificacion de los modelos de prediccion de

las concentraciones de CO,y O, se fijaron en cc = 0.20 %, ca=1.00 % y t = 7 y 14 dias.

En la Tabla 3.22 se presentan los valores predichos (Yy), los intervalos de confianza
correspondientes con una probabilidad del 95%, los valores experimentales (yx) y los

errores porcentuales de cada uno de los valores estimados con los modelos de prediccion
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desarrollados para la composicion gaseosa en el interior de los envases de espinaca
[100.(yk-Yi)/y«].

Tabla 3.23
Valores predichos y experimentales para la verificacion de los modelos para la
composicion gaseosa para ¢c=0.20% y ca= 1.00%

Concentracio Concentracion
. t n Intervalo de . Error
Film |Compuesto| .. : Experimental
[dia] Modelo confianza [mI/100ml] [%]
[mI/100ml]
OPP CO, 7 14.96 [14.01;15.90] 15.22 1.783
14 11.16 [9.99;12.34] 10.11 -10.437
0, 7 1.34 [0.82;1.87] 1.31 -2.574
14 1.99 [1.34;2.65] 2.37 15.923
LDPE CO; 7 5.63 [5.16;6.08] 5.70 131
14 455 [3.84;5.26] 5.23 12.954
O, 7 3.73 [2.78;4.68] 4.50 17.17
14 2.67 [1.49;3.85] 1.95 -36.94

En la tabla 3.23, se puede observar que la amplitud de los intervalos de confianza se
hace cada vez mas grande a medida que el valor de la variable independiente t se aleja de
su valor medio, t = 7 dias (Montgomery, 1991; Bowker, Lieberman, 1985). Esto hace que, a
pesar de obtenerse mayores errores porcentuales, los valores experimentales en el dia 14 se
encuentren dentro del intervalo de confianza estimado. Por lo tanto, como todos los valores
experimentales de las concentraciones de CO, y O, se encuentran dentro del intervalo de
confianza correspondiente al valor estimado para cada valor puntual de las variables

independientes, se pueden aceptar los modelos propuestos.

3.3.4 Composicion gaseosa y Flora Aerobia Mesotfila

La composicién de la atmésfera a la cual los microorganismos son expuestos puede
tener un profundo efecto sobre su actividad, crecimiento y supervivencia. Como ya se ha

analizado en la seccion 3.1.1, en la presente tesis no se obtuvieron diferencias significativas
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entre los recuentos microbiol6gicos de espinaca minimamente procesada envasada en
bolsas de OPP y LDPE, a pesar de la diferencia que existe en la composicion atmosférica
desarrollada en ambos envases a 4 °C. Se podria inferir que ambas atmdésferas ejercen el

mismo efecto sobre el desarrollo de la flora aerobia meséfila.

Barriga et al. (1991) tampoco encontraron diferencias significativas entre los
recuentos de microorganismos aerobios mesofilos en lechuga cortada, almacenada a 4 °C
durante 12 dias en diferentes atmosferas: aire, 3 %0,, (3 %0, + 5 %CO,) 6 (3 %0, +
10%CO0,). Sin embargo, las muestras almacenadas en (3 %0, + 10 %CQO,) mantuvieron su
calidad visual a pesar de los altos recuentos microbioldgicos. Los autores sugirieron que las
altas concentraciones de CO, podrian controlar la actividad de los microorganismos sin

afectar apreciablemente el desarrollo microbiolégico.

McGill et al. (1966) compararon el efecto del envasado de espinaca en aire y en una
atmosfera de 9.5% CO, y 3.3% O, a 1 y 7 °C sobre los recuentos de microorganismos
aerobios. Encontraron que tanto la temperatura como la composicion de la atmosfera
afectaron los recuentos microbiol6gicos. También informaron que las muestras envasadas
en la atmosfera de 9.5% CO, y 3.3% O, tuvieron recuentos menores que las muestras

envasadas en aire a la misma temperatura.

Similarmente, Babic y Watada (1996) estudiaron el efecto del envasado en
atmosferas controladas (0.8% O, y 0.8% 0,+10% CO,) a 5y 10 °C sobre los recuentos
microbiologicos en hojas de espinaca. Se encontrd que las poblaciones de microorganismos
aumentaron durante los 7 dias de almacenamiento en aire y en atmoésfera controlada a 5y
10 °C. Las atmosferas con bajas concentraciones de oxigeno, sola o en combinacion con
altas concentraciones de CO,, redujeron el numero de microorganismos aerobios mesofilos
y psicrétrofos sobre hojas de espinaca en 10-100 veces comparada con aire a 5 °C, pero no
tuvieron efecto a 10 °C. Nguyen-the y Carlin (1994) también reportaron que
concentraciones de CO, mas altas que la atmosférica reducen significativamente el
desarrollo de bacterias meséfilas sobre hojas de achicoriaa 2 y 6 °C, pero no tuvo efecto a
10 °C. También se encontrd que atmosferas enriquecidas en dioxido de carbono tuvieron un
efecto inhibitorio significativo sobre el crecimiento de microorganismos aerobios en
brécoli mantenido a 4°C (Babic, Watada; 1996).
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Babic y Watada (1996) encontraron que la atmésfera controlada (0.8% O, y 0.8%
0,+10% CO,) usada en hojas de espinaca tuvo un mayor efecto inhibitorio sobre
Pseudomonadaceae que sobre Enterobacteriaceae y Micrococcaceae. También
encontraron que el efecto inhibitorio de la atmdsfera controlada sobre los microorganismos
no se debia a una acidificacion del tejido interno, sino probablemente a la disminucidn de la
disponibilidad de O,. El factor limitante sobre el crecimiento de microorganismos aerobios
sobre hojas de espinaca a 5°C pareceria ser la baja concentracion de O, méas que la alta

concentracion de CO.,.

El crecimiento de bacterias anaerobias patdgenas como Clostridium botulinum
puede ocurrir en algunas hortalizas frescas cuando se disminuye la concentracion de O, a
temperaturas altas (Gorny, 1997). Por lo tanto una atmdsfera con baja concentraciéon de
oxigeno podria usarse para controlar el desarrollo microbiolégico en espinaca fresca

solamente si la temperatura de almacenamiento no excede los 5 °C (Babic, Watada; 1996).

3.3.5 Composicién gaseosa y pH

Uno de los mecanismos a traves del cual podria actuar el CO, desarrollado en el
interior de los envases, seria por acidificacion de las células. Nguyen-the y Carlin (1994)
indican que durante la exposicion de lechuga a 15% de CO,, se observo una disminucion

del pH de 0.1 en las vacuolas y de 0.4 en el citoplasma.

Contrariamente a lo esperado, el pH de la espinaca envasada en OPP es mayor al de

la envasada en LDPE, donde la concentracion de CO, es menor (figura 3.14).

Resultados similares fueron encontrados por Burgheimer et al. (1967). Reportaron
que el pH de la espinaca aumentd por encima de 7 en almacenamiento en atmosfera
controlada (9.2 %CO,+4.0 %0,), mientras el almacenamiento en aire causd solamente un
ligero aumento en el pH. A 1°C, el pH cambio cerca de una unidad en atmoésfera controlada
después de 8-9 dias, mientras en aire solamente aument6 0.2. A 7 °C, el pH cambié 0.5-0.6
unidades en atmosfera controlada, mientras en aire se encontr6 un aumento solamente de
0.1 unidad.
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Pantastico (1979) report6 que, para esparragos y brocoli almacenados a altas
concentraciones de CO; y bajas de O, el pH aumentaba progresivamente con el incremento
de la concentracion de CO, en la atmosfera y paralelamente se observo una disminucion en

la acidez titulable.

Figura 3.14
Gréfica de pH para los dos tipos de envases
(CC =Cp = 0.50/0)
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Burgheimer et al. (1967) sugiere que la composicion de la atmdsfera de
almacenamiento podria causar una alteracion en el metabolismo de los vegetales,
modificando probablemente la composicion de los acidos organicos presentes. Por ejemplo,
se observo que en duraznos almacenados en atmosfera controlada a 1°C, se acumulaba
acido succinico mientras los acidos mélicos y citricos disminuian gradualmente durante el

almacenamiento.

3.4  EVALUACION SENSORIAL

Las tablas 3.24 y 3.25 muestran los resultados experimentales de la evaluacion
sensorial de espinaca minimamente procesada envasada en bolsas de OPP y LDPE para los

distintos ensayos experimentales, respectivamente.
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Tabla 3.24

Resultados experimentales para la evaluacion sensorial de espinaca minimamente
procesada envasada en bolsas de OPP

Numero | Niveles de las variables
de codlficadas (th‘- (:2 (M::hi- (An::;ro- (C:IZr)
Ensayo (i(cl (i(Az é; odors) Grzfl.) tamiento) | namiento)
1 0 0 0 8.50 8.20 8.20 7.90 8.20
2 1 1 1 5.80 4.00 6.60 5.00 6.00
3 0 0 0 8.00 8.00 8.00 8.00 8.00
4 0 1 0 8.00 6.40 7.80 7.20 8.30
5 0 -1 -1 9.00 8.60 8.70 8.80 8.80
6 1 0 -1 8.70 8.50 8.70 8.40 9.00
7 -1 -1 1 6.00 7.50 7.94 7.88 7.50
8 0 0 1 6.00 6.75 7.13 7.50 6.25
9 0 0 0 9.00 9.00 9.00 7.00 9.00
10 -1 0 0 8.00 8.40 8.60 8.60 8.30
11 -1 1 -1 9.00 8.80 9.00 8.80 9.00
12 1 -1 0 6.50 8.25 8.00 8.38 8.25
13 0 1 -1 9.00 9.00 8.60 8.70 9.00
14 0 0 -1 8.80 9.00 9.00 9.00 9.00
15 -1 1 1 5.00 5.13 6.50 5.38 6.88
16 -1 0 -1 8.80 8.80 8.80 8.70 8.70
17 0 -1 1 5.33 5.13 6.50 5.75 7.38
18 1 -1 -1 9.00 9.00 8.80 8.60 8.80
19 1 0 1 5.00 5.38 6.63 6.50 6.00
20 1 1 0 7.00 6.00 7.50 6.50 8.00
21 1 1 -1 8.80 8.50 9.00 8.50 8.80
22 -1 -1 0 7.75 8.75 8.40 8.55 8.14
23 0 1 1 5.50 4.00 6.30 5.50 6.00
24 0 -1 0 7.00 8.00 8.00 8.13 7.75
25 -1 1 0 5.50 7.13 7.25 7.25 7.88
26 1 -1 1 5.67 6.25 7.13 6.75 6.88
27 -1 -1 -1 9.00 8.50 9.00 9.00 8.50
28 1 0 0 7.33 7.20 8.10 7.00 8.00
29 -1 0 1 5.00 7.38 7.88 7.75 7.13
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Tabla 3.25

Resultados experimentales para la evaluacion sensorial de espinaca minimamente
procesada envasada en bolsas de LDPE

Numero | Niveles de las variables
de codificadas (Z;_ (:; (M::hi_ (An::ro_ (C:IZ )
Ensayo (ifcl (i:(j é; odors) Gral.) tamiento) | namiento)
1 0 0 0 8.50 8.60 8.70 8.40 8.00
2 1 1 1 6.67 4.40 6.90 6.00 6.30
3 0 0 0 8.00 9.00 8.00 9.00 8.00
4 0 1 0 7.80 6.40 8.00 7.50 7.90
5 0 -1 -1 9.00 8.60 8.70 8.80 8.80
6 1 0 -1 8.70 8.50 8.70 9.00 9.00
7 -1 -1 1 7.44 6.80 7.50 7.50 7.08
8 0 0 1 7.00 6.10 7.00 7.30 6.38
9 0 0 0 9.00 8.00 9.00 8.00 9.00
10 -1 0 0 8.67 8.40 8.30 8.20 8.10
11 -1 1 -1 9.00 8.80 9.00 8.80 9.00
12 1 -1 0 8.67 8.00 8.00 8.10 8.13
13 0 1 -1 9.00 9.00 8.60 8.70 9.00
14 0 0 -1 8.80 9.00 9.00 9.00 9.00
15 -1 1 1 8.00 7.60 8.25 7.30 7.63
16 -1 0 -1 8.80 8.80 8.80 8.70 8.70
17 0 -1 1 8.00 7.40 7.38 7.50 1.75
18 1 -1 -1 9.00 9.00 8.80 8.60 8.80
19 1 0 1 7.00 5.30 6.25 6.80 5.75
20 1 1 0 6.80 6.20 7.60 6.60 7.60
21 1 1 -1 8.80 8.50 9.00 8.50 8.80
22 -1 -1 0 8.83 8.40 8.43 8.60 8.07
23 0 1 1 6.33 4.30 6.50 5.80 6.00
24 0 -1 0 9.00 7.60 8.25 8.30 8.13
25 -1 1 0 8.00 7.50 7.75 7.50 8.00
26 1 -1 1 8.50 7.80 8.00 7.50 7.50
27 -1 -1 -1 9.00 8.50 9.00 9.00 8.50
28 1 0 0 8.00 7.50 8.00 7.00 8.30
29 -1 0 1 7.00 6.60 1.75 7.50 7.00
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3.4.1 Efecto del tratamiento quimico, tipo de envase y tiempo de conservacion sobre

los atributos sensoriales

En primer lugar se realiza un andlisis de variancia multifactorial para determinar el

efecto de las cuatro variables estudiadas sobre los atributos sensoriales analizados.

La tabla 3.25 presenta los resultados del analisis de variancia para los 5 atributos

sensoriales evaluados, donde:

X1 (cc)= Concentracion de acido citrico

X3 (ca)= Concentracion de acido ascorbico
X3 ()= Tiempo de conservacion refrigerada
X4 (f)= Tipo de film

Tabla 3.26

Andlisis de variancia multifactorial para los atributos sensoriales

Suma de cuadrados

Fuente de variaciéon  G.L. Y1 Y2 Y3 A\ Ys
(Off-odors) (Ap. Gral)  (Marchitam.) (Amarrona.) (Color)

Efectos Principales

X1 (Cc) 2 0.6037"°  54439%**  13989**  3.1297***  0.4921*
X5 (Ca) 2 2.1001*  13.0481***  1.3048**  7.5697***  (0.6994*
X3 (1) 2 56.3181*** 69.2657*** 26.8964*** 357608*** 40.5782%**
X, (f) 1 11.8817***  0.4630™  0.3136™° 05571  0.0115™

Interacciones

X1 X5 4 04012 42919 07912  1.1128™  0.6107"°
X1. X3 4 1.1476™  3.7439% 14472 12023"°  1.6628**
X1. X4 2 0.5362°  0.0345™  0.0338"  0.0557™  0.0042N°
X7.X3 4 2.8987%  7.3794%**  11470%  3.2223*%  2.8977***
Xo X4 2 11757 05921 0.3590"  0.1869"°  0.0354"
X3.X4 2 7.6965%**  0.7791"  05174"° 05174  0.1127"
Residual 28 7.2372 7.4360 3.8860 3.8860 2.0479

NS: no significativo; * significativo al 5%; ** significativo al 1%, *** significativo al 0.1%
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De la tabla 3.26, se puede observar que el tiempo de almacenamiento afecta
significativamente (p<0.001) a los 5 atributos sensoriales analizados. También resulta
significativo sobre todos los atributos, el efecto de la concentracién de acido ascérbico. En
cuanto a la concentracion de acido citrico, la misma influye sobre la apariencia general,

marchitamiento, amarronamiento y color, pero no sobre el desarrollo de off-odors.

El tipo de film utilizado para envasar espinaca minimamente procesada, solo afectd
significativamente (p<0.001) el desarrollo de off-odors. Por lo que se propone modelar el
efecto de la concentracién de acido citrico y acido ascorbico, y el tiempo de conservacion
refrigerada sobre el desarrollo de off-odors de espinaca minimamente procesada envasada

en bolsas de OPP y envasada en bolsas de LDPE.

Del andlisis de variancia (tabla 3.26), puede verse que el tipo de film no tiene efecto
significativo (p>0.05) sobre los atributos sensoriales visuales: apariencia general,
marchitamiento, amarronamiento y color. Tampoco son significativas (p>0.05) las
interacciones en las que interviene este efecto (X1.Xa, X2.X4, X3.X4). Por lo tanto, se puede
modelar el efecto de la concentracién de los &cidos citrico y ascorbico y el tiempo de
conservacion refrigerada sobre estos 4 atributos sensoriales visuales en forma conjunta para

ambos tipos de film (Montgomery, 1991).

Otros autores también encontraron resultados similares. Di Pentima et al. (1996)
estudiaron el comportamiento de brécoli, hojas enteras de espinaca y esparragos listos para
usar, envueltos con diferentes laminas plasticas flexibles, conservados a 4 °C. Se encontro
que no existian diferencias significativas en apariencia, color, amarronamiento y
marchitamiento, cualquiera fuese la pelicula empleada. En cambio, si se encontraron
diferencias en el desarrollo de off-odors de acuerdo al film utilizado, siendo mayor para el
film de menor permeabilidad. Pirovani et al. (1997) reportaron resultados similares para
repollo minimamente procesado envasado en tres tipos de film, siendo el desarrollo de off-

odors significativamente diferente de acuerdo al film utilizado.
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3.4.2 Modelos para el desarrollo de off-odors en espinaca envasada en bolsas de OPP
y LDPE

En primer lugar, se comprobd la idoneidad de los modelos elegidos con los tests de
diagndsticos basados en los residuos. Los tests de diagndsticos se presentan en las figuras
59y 5.10 a, b y c, del Anexo. Como puede verse, se cumple adecuadamente con las
suposiciones de homogeneidad de la varianza (figuras 5.9 a y 5.10 a), de independencia de
los errores (figuras 5.9 b y 5.10 b), y de normalidad de los errores (figuras 5.9 ¢ y 5.10c).
En consecuencia, como los tests de diagndsticos han demostrado la idoneidad de los
modelos propuestos para el desarrollo de off-odors en espinaca envasada en bolsas de OPP
(Y1opp) Y en bolsas de LDPE (Yipe), Se puede aplicar ANOVA para los dos modelos
propuestos (tabla 3.27).

Tabla 3.27
Andlisis de variancia para los modelos propuestos para off-odors

o Suma de cuadrados
Fuente de variacion G.L.
Y1opp Y1pe
Modelo 9 57.18231*** 16.3123***
X1 (cc) 1 0.00347" 0.37556"°
Xz (Cp) 1 0.15125 2.715342**
X3 (1) 1 52.70222%** 11.1392%*x
X1. X 1 1.12853" 1.09808*
X1. X3 1 0.04941" 0.00008"s
Xa. X3 1 0.02083"° 0.62563"°
X4 1 2.03097+ 0.02533"
X2 1 0.76761"° 0.05255"°
X3 1 0.32801" 0.24249"
Residuo 19 7.31619 3.5635
Falta de ajuste 17 6.81619"° 3.0635"°
Error puro 2 0.5015 0.49789
Coef. determinacion (R?) 0.88657 0.82071

NS: no significativo; * significativo al 5%; ** significativo al 1%; *** significativo al 0.1%
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De los andlisis de variancia correspondientes a los modelos propuestos para el
desarrollo de off-odors de espinaca envasada en bolsas de OPP y LDPE (tabla 3.27), se
puede ver que ambos modelos de prediccion resultan altamente significativos (p<0.001) y

la falta de ajuste de los 2 modelos no es significativa (p>0.05).

El valor de los coeficientes de determinacién (R?) indica que el modelo desarrollado
para Yiopp explica el 88.66 % de la variabilidad de los datos experimentales, y el modelo

desarrollado para Yipe explica el 82.07 %.
Las ecuaciones de 2% orden propuestas como modelos son:
Y 10pp = g+ D1 Xg+ . X + D3 X5+ D10 Xy?+ Do X5+ bg. Xo” + 012 Xy X + iz Xy X+ 05X, X3 EC.3.8
Y 1pe = B + 1. Xy 02 X5 + b3 X + Dyy Xo%+ 020, X,2+ g X3 + D1 Xq Ko + D13 Xg Xa+ bys. X X3 EC.3.9
donde by, bj y bjj son los coeficientes y X; son las variables codificadas. Los subindices de

los coeficientes o variables codificadas indican: 1: concentracion de acido citrico; 2:

cocnetracion de &cido ascérbico y 3: tiempo de conservacion refrigerada.

Los coeficientes de los modelos de 2% orden propuestos para el desarrollo de off-

odors en espinaca envasada en OPP y LDPE se presentan en la tabla 3.28.

Tabla 3.28
Valores de los coeficientes de regresion de las ecuaciones de 2% orden
para el desarrollo de off-odors

Coeficientes Y 10pp Y1pe
b, 7.941 8.266
by -0.014 -0.144
b, -0.092 -0.391
b3 -1.711 -0.787
b11 -0.480 -0.051
b2 -0.314 0.109
b33 -0.222 -0.191
b1, 0.307 -0.303
D23 0.064 0.0025
D23 -0.042 -0.228
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En el modelo propuesto para el desarrollo de off-odors en espinaca envasada en
bolsas de OPP, solo el tiempo de conservacion refrigerada resultd altamente significativo
(p<0.001).

La figura 3.15 muestra el grafico de superficie de respuesta para el desarrollo de off-
odors en bolsas de OPP en funcion de la concentracion de &cido ascorbico y el tiempo, para
una concentracién de acido citrico de 0.50%. Se puede observar, que la calidad sensorial
disminuye, desde ausencia o nada de off-odors (9.00) a un desarrollo de off-odors entre
trazas y ligero (7.90) a los 7 dias y a un off-odors moderado (6.00) a los 14 dias de

almacenamiento, para cc = ca = 0.50% de acuerdo al modelo de prediccion.

Figura 3.15

Superficie de respuesta para off-odors de espinaca envasada en bolsas de OPP

cc = 0.50%
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En la figura 3.16 se han superpuestos los graficos de contornos correspondientes al
desarrollo de off-odors en bolsas de OPP, a la flora aerobia mesdéfila limite y a la
concentracion de CO, (figura 3.16 a) y O, (figura 3.16 b).

Si se observan las lineas correspondientes al desarrollo de off-odors (color verde),
se puede notar que cuando se alcanza un recuento de FAM = 7.70, se obtiene un valor de

off-odors entre 7-8 (ligero). Por ejemplo, para cc = 1.00% y ca = 0.50%, se alcanza un
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valor de off-odors de 7.3 (ligero) cuando se llega al valor limite de FAM = 7.70 luego de

aproximadamente 8 dias (X3 = 0.086).

En la figura 3.16 a, se observa que, para cualquier concentracion de &cido citrico
que se utilice dentro del rango de trabajo (0.35% a 1.00%), la concentracion de CO, supera
el 13.00 %, cuando se llega al valor limite de flora aerobia mesofila (FAM = 7.70).
Coincidentemente con Gorny (1997), se encontrd que ya a partir de esa concentracion de
CO,, se obtienen valores de off-odors que indican que el desarrollo de olores desagradables
comienza a hacerse notorio. En este caso, podriamos decir que la concentracion de CO;
junto con el desarrollo de off-odors son los factores limitantes y que determinaran la vida
atil de espinaca envasada en OPP. Si se considera que el limite superior recomendado por
Gorny (1997) y Namesny (1993) para el %CO; en la atmdsfera modificada de envases de
espinaca es de 10%, a través del modelo desarrollado para %CO, (Ec. 3.4) y en la figura
3.16 a, se puede ver que para ese %CO, (10.00%) se alcanza una vida util de
aproximadamente 4 dias (X3=-0.415/-0.378), para cc = 0.35 - 1.00% y ca=0.50%. Como era
de esperar, para esa vida Util e iguales condiciones de tratamiento quimico, se obtienen
valores de off-odors de 8.00 a 8.60, es decir no hay desarrollo de off-odors, de acuerdo al

modelo de prediccion desarrollado.

Figura 3.16

Graficos de contorno para off-odors de espinaca envasada en bolsas de OPP
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En cuanto a la concentracion de O, (figura 3.16 b), se observa que, cuando se
alcanza el valor limite de FAM = 7.70, la concentracion disminuye por debajo del 3.00%,

incluso se pueden alcanzar concentraciones inferiores al 1.00%.

También se ha encontrado que el desarrollo de off-odors en repollo minimamente
procesado ha sido el atributo que limito su vida atil cuando se lo envaso en bolsas de OPP
de 30 um de espesor. La composicién de la atmdsfera alcanzé una concentracion de
equilibrio de 2.00 %0, y 13.00 %CO; durante el almacenamiento a 4 °C. Los otros dos
tipos de films estudiados para envasar el repollo cortado, mas permeables que el OPP, no
modificaron significativamente la atmdsfera en el interior de los envases, con respecto a la

composicién del aire, y tampoco desarrollaron off-odors (Pirovani et al., 1997).

Durante el almacenamiento de lechuga cortada en 0.2% O, y 15 % CO, a 5 °C, la
misma mantuvo su apariencia visual, pero se obtuvieron altas concentraciones de
acetaldehido y etanol, y de desarrollo de off-odors. En esta atmdsfera, la concentracion de
etanol fue tres veces superior al producido en una atmoésfera con 0.20 % O, y 7.50 % CO;
(Peiser et al., 1997). Otros autores han encontrado que altas concentraciones de CO,
producen etanol y acetaldehido en cabezas de lechuga intactas. Ademas, las
concentraciones muy bajas de O, junto con altas concentraciones de CO,, aumentaron la
respiracion anaerobica produciendo una reduccién en la calidad sensorial debido al

desarrollo de off-odors en lechuga y brocoli (Forney, Rij, 1991; Heimdal et al., 1995).

En el modelo propuesto para el desarrollo de off-odors en espinaca envasada en
bolsas de LDPE, la concentracién de acido ascorbico y el tiempo de conservacion

resultaron factores significativos (tabla 3.26).

La figura 3.17 muestra el grafico de superficie de respuesta para el desarrollo de off-
odors en espinaca envasada en bolsas de LDPE, en funcion de la concentracion de acido

ascorbico y el tiempo, para cc = 0.50%.

Se puede observar que existe un ligero desarrollo de off-odors después de 14 dias de
almacenamiento. La intensidad de los olores extrafios desarrollados aumenta a medida que
aumenta la concentracion de acido ascérbico, pero este efecto se hace notorio después de 7
dias de almacenamiento y para concentraciones superiores al 0.50 %. De esta manera se

puede ver que, una muestra tratada con cc = ca = 0.50 %, alcanza un valor de 8.3 (nada a
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trazas de off-odors) luego de 7 dias de almacenamiento, y de 7.3 (trazas a ligero off-odors)

después de 14 dias de almacenamiento.

Figura 3.17

Superficie de respuesta para off-odors de espinaca envasadas en bolsas de LDPE
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En la figura 3.18 se presentaron los gréficos de contornos correspondientes al
desarrollo de off-odors de espinaca envasada en bolsas de LDPE, al valor limite de flora
aerobia mesofila (FAM = 7.70) y a la concentracion de CO, (figura 3.18 a) y O, (figura
3.18 b). El area rayada representa el area de trabajo determinada para ca = 0.50%. Si se
observan las lineas correspondientes al desarrollo de off-odors (color verde), se obtienen
valores iguales o superiores a 8 (nada a trazas de off-odors) para cualquier concentracion de
acido citrico, cuando se alcanza el limite de vida util, determinado por FAM = 7.70.
También, se observa que la composicion de la atmdsfera que se desarrolla en el interior del
envase de LDPE es 5-7 %CO, y 2-5 %0..

A diferencia de los resultados obtenidos en las muestras envasadas en OPP, las
muestras de espinaca envasadas en LDPE no desarrollaron off-odors, y la composicion de
la atmosfera se encontrd dentro de los limites recomendados, por lo tanto, ni el desarrollo
de off-odors ni la composicion de la atmoésfera limitan la vida Util de espinaca minimamente

procesada envasada en bolsas de LDPE.
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Figura 3.18

Graéficos de contorno para off-odors en espinaca envasada en bolsas de LDPE
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3.4.3 Modelos para apariencia general, marchitamiento, amarronamiento y color en

espinaca minimamente procesada envasada en OPP y LDPE

En primer lugar, se comprobd la idoneidad de los modelos elegidos con los tests de
diagndsticos basados en los residuos. Los tests de diagnosticos se presentan en el Anexo en
las figuras 5.11, 5.12, 5.13 y 5.14 a, b y c. Como puede verse, se cumple adecuadamente
con las suposiciones de homogeneidad de la varianza (figuras 5.11 a, 5.12 a, 5.13 a, 5.14 a),
de independencia de los errores (figuras 5.11 b, 5.12 b, 5.13 b, 5.14 b) y de normalidad de
los errores (figura 5.11 ¢, 5.12 ¢, 5.13 ¢, 5.14c). Como no existen transgresiones severas,
podemos aplicar el ANOVA para los modelos propuestos para los 4 atributos sensoriales
visuales (tabla 3.29).

Tabla 3.29

Andlisis de variancia para los modelos propuestos para los atributos sensoriales visuales
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Suma de cuadrados
Fuente de variacion  G.L. Y, Ya Y, Ys
(Ap.Gral)  (Marchitam.)  (Amarrona,) (Color)
Modelo 9 50.5409**  15.4112***  24.2246*** 22.1920***
X1 (cc) 1 2.5689** 0.5548N¢ 1.4337** 0.14103%
Xz (ca) 1 5.7235%** 0.5859+ 3.571 1% 0.4455N¢
X3 (t) 1 34.2792%x 13.3119%** 17.4838*** 18.8334***
Xi1. Xz 1 1.0875* 0.0015M 0.0347"s 0.4104"¢
X1. X3 1 1.2659* 0.2685M° 0.1121" 0.4361"°
Xz. X3 1 2.8616** 0.2875M 1.0267* 1.2272**
X1 1 0.0273%  0.0103"  0.01505"  0.0303"¢
X7 1 1.8515%  0.2729%  0.5475"  0.00002"¢
X3 1 0.8755M¢ 0.1179M 0.0009M¢ 0.6681~
Residuo 19 4.4933 2.4358 2.7750 2.5683
Falta de ajuste 17 3.9927" 1.9341" 2.2600™° 1.9617"
Error puro 2 0.5006 0.5017 0.5150 0.6067
Coef. determinacion (RZ) 0.91836 0.86352 0.89722 0.89627

NS: no significativo; * significativo al 5%; ** significativo al 1%, *** significativo al 0.1%.

A partir de los andlisis de variancia puede verse que los modelos de prediccion
desarrollados para los atributos sensoriales visuales resultaron altamente significativos

(p<0.001) y la falta de ajuste de los 4 modelos no es significativa (p>0.05).

Los modelos explican el 91.84 %; 86.35 %; 89.72 % y 89.63 % de la variabilidad de
los datos experimentales para apariencia general, marchitamiento, amarronamiento y color,

respectivamente.

Las ecuaciones de 2% orden propuestas como modelos son:
YZ: b() +b1 .X1 +b2.X2 +b3.X3 +b11 .X12 +b22.X22 +b33.X32+b12 .X1 .Xz +b13 -Xl .X3 +b23.X2 .X3 (EC 310)

Y 3= by +hy X +0,. X5 +b3. X5 +b11 Xi? 0. X5” s X H1p X1 Xo +b13. X1 X325 X5. X5 (Ec.3.11)
Y 4= b +by1 Xq +05. X, Ho3. X5 +b11 Xi2 Hopp. Xo? o3 X2 +b12. X1 KXo +big X Xg o X X3 (Ec.3.12)

Ys= by +hy X +0,. X5 +b3. X5 +b11 X2 0. X5” s X H1p X1 . Xo+b13. X X355 X5. X5 (Ec.3.13)
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donde by, bj y bjj son los coeficientes y X; son las variables codificadas. Los subindices de
los coeficientes o variables codificadas indican: 1: concentracion de acido citrico; 2:

concentracion de acido ascorbico. y 3: tiempo de conservacion refrigerada.

Los coeficientes de los modelos de 2% orden propuestos para los atributos
sensoriales visuales de espinaca minimamente procesada envasada en OPP y LDPE, se

presentan en la tabla 3.30.

Tabla 3.30

Valores de los coeficientes de regresion de las ecuaciones de 2% orden
para los atributos sensoriales visuales

Coeficientes Ap. Gral | Marchitam. | Amarronam Color
b, 8.025 8.191 7.968 8.136
by -0.378 -0.176 -0.282 -0.089
b, -0.564 -0.180 -0.445 -0.157
b3 -1.380 -0.860 -0.986 -1.023
b1 0.0396 0.078 -0.0124 -0.033
b2 -0.485 -0.187 -0.285 0.036
b33 -0.363 -0.133 0.00087 -0.317
b1, -0.301 0.0113 -0.054 -0.185
bi3 -0.325 -0.1496 -0.097 -0.191
D23 -0.488 -0.155 -0.292 -0.3198

Las 3 variables independientes estudiadas ejercen su efecto sobre la apariencia
general de espinaca. En la figura 3.19 se presentan los graficos de contorno para apariencia
general (color verde), y se ha incluido la grafica correspondiente a FAM = 7.70 que es el
limite impuesto por la legislacion francesa a la fecha de vencimiento. De la figura 3.19 se

ve gue la apariencia general disminuye a medida que aumenta el tiempo de conservacion.

En la figura 3.19 a se puede ver que la apariencia general no se modifica
significativamente, y se mantiene en valores superiores a 8 (apariencia general muy buena)

si la concentracion de acido ascérbico utilizada se encuentra entre 0.00 a 0.50% para
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cc=0.50%. En cambio si ca > 0.50%, se produce una rapida disminucion de este atributo. Si
se analizan los extremos de la grafica, se observa que para cc = 0.50% y ca = 0%, se
obtiene un valor de apariencia general de 8.19 cuando FAM = 7.70 (6 dias). Si se aumenta
la concentracion a ca = 1.00%, el valor de apariencia general disminuye a 6.79
(buena/regular) cuando el desarrollo de flora aerobia mesdfila llega a 7.70 (casi 8 dias, X3 =
0.0972).

Figura 3.19
Gréficos de contornos para Apariencia General
(@)
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Por otra parte, se puede observar en la figura 3.19 b, que un aumento de la
concentracion de &cido citrico de 0.00 a 0.50% produce una ligera disminucién en el valor
de la apariencia general, pero no existen diferencias significativas al trabajar con
concentraciones superiores a 0.50%. Para ca = 0.50%, se puede ver que todas las muestras
tienen una apariencia general entre buena y muy buena (7.5 a 8.3), al término de su vida

atil determinada por FAM = 7.70, cualquiera sea la concentracion de acido citrico utilizada.

ElI ANOVA correspondiente al modelo propuesto para el marchitamiento (tabla
3.29), indica que solo la concentracion de acido ascorbico y el tiempo de conservacion

influyen sobre este atributo.
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En la figura 3.20 se puede ver que el valor del marchitamiento disminuye con el
tiempo de conservacion, desde un valor inicial de8.5-9 (ninguno) a 7.5-8 (ligero),

dependiendo del tratamiento quimico realizado.

En la figura 3.20 a, se puede ver que el marchitamiento no se modifica para
concentraciones de &cido ascorbico de 0.00 a 0.75% cuando cc = 0.50%, pero para
concentraciones superiores se produce una disminucion en el valor de este atributo. Si se
trabaja con cc = 0.50%, al finalizar su vida util, determinada por el valor de FAM = 7.70,

las muestras tendran un marchitamiento entre ligero y ninguno (valores superiores a 7.72).

Figura 3.20
Graéficos de contornos para Marchitamiento
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En la figura 3.20 b, se puede ver que la concentracion de &cido citrico no produce
ningun efecto significativo sobre el marchitamiento, y si se trabaja con ca = 0.50%, todas
las muestras tendra un valor de calidad sensorial asociada al marchitamiento, superior a 8

(muy ligero a ninguno), cuando se alcanza el valor limite de FAM = 7.70.
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El andlisis de variancia para el modelo propuesto para el amarronamiento (tabla
3.29) indica que la concentracion de los acidos citrico y ascorbico, y el tiempo influyen

sobre este atributo.

En la figura 3.21, se puede observar que el valor del amarronamiento disminuye con
el tiempo de conservacion, desde ausencia (8.5-9.0) a ligero (7.0-7.5). La figura 3.21 a,
muestra que la concentracion de acido ascorbico mantiene el valor del amarronamiento
alrededor de los valores iniciales durante los primeros dias, cuando la concentracién no
excede el 0.50%. Para ca >0.50%, y contrariamente a lo esperado, se produce una ligera
disminucion en la evaluacion de este atributo, comenzando a hacerse notorio el

amarronamiento para un mismo tiempo de almacenamiento.

Figura 3.21
Gréficos de contornos para Amarronamiento
(@)
. b
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La figura 3.21 b muestra que disminuye el valor de este atributo, a medida que
aumenta la concentracion de acido citrico, aunque para ninguna concentracion de acido
citrico, si ca = 0.50%, se obtiene un valor inferior a 7.5 (ausencia a ligero) al término de su

vida util, determinada por el valor de FAM = 7.70.
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El ANOVA para el modelo propuesto para el color de espinaca (tabla 3.29) indica
que solamente el tiempo de almacenamiento influye significativamente (p>0.001) sobre el

color.

En la figura 3.22 se puede observar que el color de espinaca disminuye durante el
tiempo de conservacion desde un valor inicial de 9 (verde oscuro) a 7.3-8.5 (verde -verde
suave), cuando se alcanza el valor limite de FAM = 7.70, independientemente del

tratamiento quimico utilizado.

Figura 3.22
Graéficos de contornos para Color
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3.4.4 Verificacion de los modelos para los atributos sensoriales
Las condiciones experimentales para la verificacion de los modelos de prediccion de
los atributos sensoriales se fijaron en cc = 0.20 %, ca= 1.00 % y t = 7, 14 dias.

En la tabla 3.31 pueden verse los valores predichos (Yk), los intervalos de confianza
correspondientes con una probabilidad del 95%, los valores experimentales (yk) y los

errores porcentuales de cada uno de los valores estimados con el modelo [100.(yk-YK)/yk].
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Tabla 3.31
Valores predichos y experimentales para la verificacion de los modelos para los atributos

sensoriales para cc = 0.20% y ca = 1.00%

Valor
. t Valor Intervalo de . Error
Atributo [dia] Modelo confianza Experllmenta [%]
Off-odors OPP 7 7.19 [6.56;7.82] 7.50 4.31
14 5.17 [4.39;5.96] 5.60 7.68
Off-odors LDPE 7 8.23 [7.79;8.67] 8.50 3.18
14 7.03 [6.48;7.57] 6.67 -5.40
Apariencia 7 7.40 [6.90;7.89] 7.60 2.63
General 14 5.36 [4.75;5.97] 4.80 -11.67
Marchitamiento 7 7.95 [7.59;8.31] 8.20 3.05
14 6.89 [6.44;7.34] 6.65 -3.61
Amarronamiento | 7 7.43 [7.05;7.82] 7.80 4.74
14 6.21 [5.73;6.70] 5.90 -5.25
Color 7 8.14 [7.82;8.45] 8.25 1.33
14 6.80 [6.43;7.17] 6.45 -5.43

En la tabla 3.31, se puede ver que todos los valores experimentales de los atributos
sensoriales analizados, pertenecen al intervalo de confianza correspondiente al valor
estimado para cada valor puntual de las variables independientes. Ademas, si se consideran
los valores de los errores porcentuales obtenidos, se pueden aceptar a los modelos
propuestos como buenos predictores de los valores de los atributos sensoriales para

espinaca envasada en bolsas de OPP y LDPE.
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35 RETENCION DE CLOROFILA

La pérdida de color verde en espinaca fresca 0 minimamente procesada, esta
asociada con la disminucion de su calidad. La clorofila, el pigmento responsable de su
caracteristico color verde, puede degradarse a compuestos indeseables de color verde-oliva
como feofdrbidos o feofitinas, 6 a compuestos incoloros en tejidos metabdlicamente activos
(Heaton, Marangoni, 1996).

Por esta razon, se determinG el porcentaje de retencién de clorofila total para
espinaca minimamente procesada envasada en bolsas de OPP y LDPE después de 14 dias

de almacenamiento a 4 °C.

En la tabla 3.32, se presentan los resultados experimentales para la retencién de
clorofila total en espinaca despues de 14 dias de almacenamiento, para los distintos

tratamientos quimicos aplicados y para los dos tipos de films utilizados.

Tabla 3.32

Resultados experimentales para la retencion de clorofila total a los 14 dias de
almacenamiento

Niveles de las
variables %R Cl total
codificadas

X1 X2

(cc (Ca OPP LDPE
0 0 96.68 93.74
1 1 93.12 90.76
0 1 92.20 98.77
0 -1 100.00 94.27
1 0 93.61 93.74
1 -1 94.99 94.05
1 0 98.78 100.00
1 1 93.20 91.94
1 -1 97.97 95.27
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3.5.1 Efecto del tratamiento quimico y tipo de envase sobre la retencion de clorofila

Se realizd un andlisis de variancia para determinar el efecto de las concentraciones
de acido citrico (Xj), acido ascorbico (X2) y el tipo de film (X4) utilizado, sobre la

retencion de clorofila total.

Tabla 3.33
Andlisis de variancia multifactorial para retencion de clorofila total
Fuente de variacion ~ Suma de cuadrados G.L. Cuadrado medio  F calc.
Efectos principales
X1 (cc) 11.34188 2 5.67094 0.691"
X5 (Ca) 30.47868 2 15.23934 1.857Ms
X4(f) 3.56445 1 3.56445 0.434Ns
Interacciones
X1.X2 45.56647 4 11.39162 1.388"
X1.X4 1.38143 2 0.69072 0.084"¢
X2.X4 12.93873 2 6.46937 0.788"
Residuo 32.83069 4

NS: no significativo; * significativo al 5%; ** significativo al 1%; *** significativo al 0.1%

El andlisis de variancia (tabla 3.33), indica que los tratamientos quimicos aplicados
no afectaron significativamente (p>0.05) la retencion de clorofila total en espinaca
minimamente procesada. Tampoco se encontraron diferencias significativas (p>0.05) en la
retencion de clorofila total entre los dos tipos de films utilizados. Estos resultados

coinciden con los obtenidos para la evaluacion sensorial del color.

Luego de 14 dias de almacenamiento a 4°C, se obtuvo un valor promedio de
95.17% de retencién de clorofila total. Si comparamos los valores obtenidos para la
evaluacion sensorial del color de espinaca, vemos que para esta retencion del 95.17% le
corresponde una disminucion en el valor sensorial del color desde el valor inicial de 9

(verde oscuro) a 6.5-7.5 (verde suave), luego de 14 dias de almacenamiento.
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La clorofila total, inicialmente presente en las muestras de espinaca, fue de
92.05mg/100 g de vegetal fresco. La relacién inicial de clorofila a/clorofila b, fue de 3.00.
Estos valores fueron similares a los publicados por Baardseth y von Elbe (1989) para
espinaca. La relacion entre clorofila a y b no se modifico luego de 14 dias de

almacenamiento a 4°C.

Una pequefia cantidad de feofitina b (1.62 mg/ 100 g vegetal fresco) fue encontrada
en las muestras iniciales (t = 0) y, similarmente a lo reportado por Watada et al. (1990), no
cambid luego de 14 dias de almacenamiento. Tampoco se encontraron diferencias entre las

distintas muestras y en ninguna de ellas se encontro feofitina a.

Se debe considerar que la velocidad y camino de degradacién de la clorofila diferira
entre alimentos altamente procesados (por ejemplo, esterilizados) y alimentos minimamente
procesados. Los alimentos que han sido altamente procesados perderian su actividad
metabdlica, y asi la degradacién de clorofila seria afectada solamente por factores externos.
Por otra parte, los alimentos minimamente procesados ain mantienen actividad metabdlica,
y asi la degradacién podria estar influenciada conjuntamente por esta actividad y por los

factores externos (Heaton, Marangoni, 1996).

El almacenamiento refrigerado y en atmdsfera modificada aumentarian la retencion
de clorofila. Watada et al. (1987) informd que la retencion de clorofila en espinaca
envasada en LDPE perforado fue menor a 20 °C (40%) que a 10 °C (80%), luego de 5 dias
de almacenamiento. Ademas, indicO que las muestras envasadas en LDPE perforado
retuvieron mas clorofila (80%) comparadas con las que no fueron envasadas (70%),
después de 5 dias a 10 °C. Por otra parte, se ha reportado que concentraciones de gases
similares a las obtenidas en las muestras envasadas en LDPE y OPP (2.50 a 10.00 %CO,, y
2.50 %0,) en la atmosfera de almacenamiento, aumenta la retencion de clorofila durante la

conservacion (Pantéstico, 1979).
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3.6 PERDIDA DE PESO

Se determind el porcentaje de pérdida de peso para las muestras de espinaca

minimamente procesadas envasadas en bolsas de OPP y LDPE.

En la tabla 3.34, se presentan los resultados obtenidos para las distintas muestras a

los 7 y 14 dias de almacenamiento.

Tabla 3.34

Resultados experimentales para la pérdida de peso de espinaca minimamente procesada
envasada en bolsas de OPP y LDPE

Niveles de las variables Pérdida de peso
codificadas (%)

X X X

(Ccl (Cj (t)3 OPP LDPE
0 0 0 0.10 0.31
1 1 1 0.06 0.06
0 1 0 0.05 0.08
-1 -1 1 0.28 0.23
0 0 1 0.10 0.20
-1 0 0 0.08 0.25
1 -1 0 0.30 0.04
-1 1 1 0.35 0.38
0 -1 1 0.22 0.37
1 0 1 0.08 0.72
1 1 0 0.02 0.02
-1 -1 0 0.28 0.17
0 1 1 0.05 0.08
0 -1 0 0.08 0.22
-1 1 0 0.05 0.05
1 -1 1 0.28 0.36
1 0 0 0.14 0.08
-1 0 1 0.32 0.14

155



3.6.1 Efecto del tratamiento quimico, tipo de envase y tiempo de conservacion sobre

la pérdida de peso

Se realizd un andlisis de variancia multifactorial para determinar el efecto de las

cuatro variables estudiadas sobre la pérdida de peso (tabla 3.35).

Analisis de variancia multifactorial para pérdida de peso (%)

X1 (cc)= Concentracion de &cido citrico

X, (ca)= Concentracion de acido ascorbico

X3 (t)= Tiempo de conservacion refrigerada

X4 (f)=Tipo de film

Tabla 3.35

Fuente de variacion ~ Suma de cuadrados G.L. Cuadrado medio  F calc.
Efectos principales
X1 (cc) 0.0218 2 0.0109 0.536"°
X2 (ca) 0.1168 2 0.0584 2.871"
X3 (1) 0.1067 1 0.1067 5.245*
X4(f) 0.0235 1 0.0235 1.156"
Interacciones
X1.X2 0.0576 4 0.0144 0.708"s
X1.X3 0.0288 2 0.0144 0.708"
X1.X4 0.0278 2 0.0139 0.682"¢
X2.X3 0.0005 2 0.00025 0.012"
X2.X4 0.0419 2 0.02095 1.030M
X3.X4 0.0128 1 0.0128 0.631M
Residuo 0.3255 0.0203
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El anélisis de variancia indica que el tratamiento quimico y el tipo de envase no
afectan significativamente (p>0.05) la pérdida de peso de espinaca minimamente

procesada.

La pérdida de peso determinada a los 7 dias de almacenamiento refrigerado es

significativamente diferente (p<0.05) de la encontrada después de 14 dias.

A los 7 dias de almacenamiento, la pérdida de peso fue de 0.13% y luego de 14 dias

fue de 0.24 %, cualquiera haya sido el film utilizado y el tratamiento quimico aplicado.

De todas maneras, y de acuerdo a los bajos valores de pérdida de peso obtenidos, se
puede indicar que los dos films utilizados redujeron efectivamente la pérdida de peso de

espinaca minimamente procesada durante el almacenamiento a 4 °Cy 90 % H.R.

3.7 FACTORES QUE LIMITAN LA VIDA UTIL DE ESPINACA
MINIMAMENTE PROCESADA

Considerando que los vegetales minimamente procesados deben mantener las
caracteristicas organolépticas del vegetal fresco, se puede definir su vida Gtil como el
tiempo de almacenamiento refrigerado al cual cualquiera de los atributos sensoriales
alcanza un valor de 7 6 cuando los recuentos de flora aerobia mesofila superan el valor de

7.70 (5.10" UFC/g), limite establecido por la legislacion francesa (Pirovani et al., 1997).

A continuacién se analizara cual de estas dos restricciones limitan la vida Gtil de

espinaca minimamente procesada envasada en bolsas de OPP y LDPE.

Ya se ha indicado que el desarrollo de off-odors, asociado a una concentracion de
CO; en el interior del envase superior al 10%, es el factor limitante para las muestras

envasadas en bolsas de OPP.

En cuanto a los atributos sensoriales visuales, el marchitamiento, el amarronamiento
y el color, que no mostraron ser diferentes en ambos tipos de films, siempre tienen valores
superiores a 7 cuando la flora aerobia mesdfila alcanza el valor de 7.70 (figuras 3.20; 3.21y
3.22). Por lo tanto, en ningln caso, el marchitamiento, el amarronamiento y el color

determinaran la vida atil de espinaca minimamente procesada almacenada a 4 °C.
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Si analizamos la figura 3.23 a, se puede ver que para cc = 0.50%, el valor de
apariencia general puede alcanzar valores menores a 7 antes de que FAM = 7.70. Esto
sucede para ca > 0.94% (X, > 0.88).

En la figura 3.23 b, se puede ver que para cc = 1.00%, la apariencia general es el

factor que limita la vida Gtil, si laca > 0.71 % (X, > 0.41).

Figura 3.23
Gréficos de contornos superpuestos para Apariencia General y FAM
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En la figura 3.23, el area rayada indica el tiempo de vida atil que podrian alcanzar
las muestras de espinaca, dentro del rango de concentraciones determinado en el inciso
3.1.4, que permite obtener inicialmente (t = 0) un recuento de FAM < 5.70. En ambas
gréficas, se puede observar como cambia el factor que determina la vida atil a partir de una

determinada concentracion de acido ascorbico.

Otros autores también han encontrado que el factor limitante puede ser distinto de
acuerdo al film utilizado para envasar un producto vegetal. Como ya se ha mencionado, el
desarrollo de off-odors fue el factor que limité la vida uatil de repollo minimamente

procesado envasado en OPP, pero cuando se lo envasé en films de mayor permeabilidad,
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los factores que limitaron su vida util fueron la apariencia general y el marchitamiento
(Pirovani et al., 1997).

Por otra parte, si se realiza el tratamiento quimico con c¢c < 0.50%, cualquiera sea la
concentracion de acido ascobico utilizada, dentro del rango de trabajo determinado
(FAM<5.70, a la fecha de elaboracion), el factor que limita la vida Gtil de espinaca

minimamente procesada envasada en LDPE es el recuento de flora aerobia mesofila.

El consumidor de productos vegetales minimamente procesados evalla la calidad en
el momento de la compra, a través de los atributos sensoriales visuales. Teniendo en cuenta
esto, y considerando solamente los atributos sensoriales visuales, se puede observar que
para algunas concentraciones de acido citrico y acido ascorbico se pueden obtener tiempos
de vida util de hasta 14 dias. Es decir, que a pesar de no existir signos obvios de alteracion,
los recuentos de microorganismo pueden estar en concentraciones peligrosamente altas, sin

que se presenten sintomas que alerten al consumidor.
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CONCLUSIONES

El presente trabajo de tesis ha permitido analizar el efecto conjunto del &cido citrico,
del &cido ascorbico, tipo de envase y tiempo de conservacion refrigerada sobre la calidad de

espinaca minimamente procesada.

Los recuentos de flora aerobia meséfila (FAM) de las muestras envasadas en bolsas
de polipropileno monoorientado (OPP) no fueron significativamente diferentes a los
recuentos de las muestras envasadas en bolsas de polietileno de baja densidad (LDPE). Esto
significaria que ambas atmdsferas desarrolladas pasivamente en los envases de OPP y

LDPE ejercieron el mismo efecto sobre el desarrollo de FAM.

El modelo desarrollado para representar el efecto de las concentraciones de los
acidos citrico y ascorbico, y el tiempo de conservacion refrigerada, resultd adecuado para
representar los cambios de FAM en espinaca minimamente procesada. La FAM disminuye
a medida que aumenta la concentracion de &cido citrico. Aunque en menor medida, el &cido
ascorbico también reduce la FAM, siendo su efecto mas notable cuando se trabaja con bajas
concentraciones de acido citrico. Por otra parte, se observa que el recuento de flora aerobia

mesofila aumenta con el tiempo de conservacion.
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El modelo para FAM permite determinar las combinaciones de concentraciones de
4cido citrico y acido ascorbico que darian recuentos inferiores a 5.10° UFC/g (FAM< 5.70),
que es el limite impuesto por la legislacion francesa a la fecha de elaboracion (t=0). Para
cumplir con esta restriccion, se deberia trabajar, por ejemplo, con una concentracion de
acido citrico ¢cc > 0.10% (X; > -0.8) cuando la concentracion de acido ascérbico es de
ca=1.00% (X, = 1), 6 una concentracion de acido citrico cc > 0.50% (X; > 0) cuando
ca>0.00% (X, > -1).

También se analizé el efecto de las etapas de procesamiento de espinaca
minimamente procesada sobre el recuento de FAM. Se determind que no existen
diferencias entre los recuentos de FAM de la materia prima (FAMwyp = 9.27) y de la materia
prima acondicionada (FAMypa = 8.60). Pero los recuentos de FAM de estas dos muestras
son significativamente superiores a los obtenidos para espinaca lavada con agua clorada
(STQ) vy la tratada quimicamente (TQ). Los recuentos de FAM de la espinaca tratada
quimicamente (FAMrq = 5.40) son significativamente inferiores a los de las muestras STQ
(FAMstq = 6.55). Las muestras TQ fueron las Unicas que presentaron recuentos inferiores

al limite establecido por la legislacion francesa a la fecha de elaboracion (FAM < 5.70).

Se encontrd que las 4 variables estudiadas influyen sobre el pH de espinaca. Los
modelos desarrollados para el pH de espinaca envasada en bolsas de OPP y envasada en
bolsas de LDPE fueron adecuados. Como era de esperar, para ambos tipos de envases, el
pH de espinaca disminuye con el aumento de la concentracion de &cido citrico y la
concentracion de acido ascorbico, siendo el efecto de la concentracion de &cido citrico
sobre el pH mucho mas significativo que el efecto producido por el aumento de la
concentracion de acido ascorbico. Sin embargo, el efecto que ejercen ambos &cidos es
mucho menos importante a los 7 y 14 dias de almacenamiento refrigerado. En ningln caso,
se obtuvieron valores de pH inferiores a 4, que era el limite por debajo del cual se

modificarian las caracteristicas organolépticas del vegetal fresco.
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El pH de espinaca envasada en bolsas de OPP y LDPE aument6 durante el
almacenamiento, independientemente de las concentraciones de acido citrico y é&cido

ascorbico utilizadas en el tratamiento quimico.

Por otra parte, se encontrd que el pH de espinaca envasada en bolsas de OPP fue

mayor al pH de espinaca envasada en bolsas de LDPE.

La composicion gaseosa de la atmdsfera desarrollada pasivamente en el interior de
los envases de espinaca minimamente procesada fue significativamente diferente para los 2
tipos de bolsas utilizadas. En ambos casos, las concentraciones de CO, y O, se modificaron

durante el almacenamiento refrigerado.

Los modelos propuestos para la concentracion de CO, y O, en el interior de los
envases de OPP y LDPE, resultaron adecuados para representar los cambios en la

composicién gaseosa en el interior de los envases de espinaca minimamente procesada.

Durante el almacenamiento, la concentracion de CO, aument0 y la concentracion de
O, disminuyd. En los envases de OPP, se alcanzaron concentraciones de CO; superiores y
de O, inferiores a las obtenidas en los envases de LDPE, como resultado de la menor

permeabilidad a los gases del OPP.

Las concentraciones de CO, y O; en el interior de los envases de OPP, a diferencia
de las obtenidas en los envases de LDPE, superaron los limites recomendados para
espinaca luego de 6-8 dias de almacenamiento, alcanzando concentraciones de CO,

superiores al 13.00 % y de O, inferiores al 0.80%.

La calidad sensorial de espinaca minimamente procesada disminuyd con el tiempo
de conservacién refrigerada El tipo de film utilizado para envasar espinaca solo afect6
significativamente el desarrollo de off-odors, no encontrandose diferencias entre los

atributos sensoriales visuales de espinaca envasada en los dos films.

Los modelos de prediccion propuestos para el desarrollo de off-odors en los envases
de OPP y en los envases de LDPE, y para la apariencia general, marchitamiento,

amarronamiento y color, resultaron adecuados.
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Las muestras envasadas en OPP, a diferencia de las envasadas en LDPE,
presentaron desarrollo de off-odors para las mismas condiciones de tratamiento quimico y

tiempo de almacenamiento.

La apariencia general y amarronamiento no se modificaron significativamente para
concentraciones de acido ascérbico de 0.00 a 0.50% cuando cc = 0.50%. Para ca superiores
a 0.50%, se produce una rapida disminucion de la calidad sensorial asociada a estos

atributos.

El marchitamiento fue afectado por el tiempo de conservacién y en menor medida
por la concentracién de &cido ascdrbico. Se encontrd6 que concentraciones de é&cido

ascorbico superiores a 0.75 % afectaban el marchitamiento.

El color de espinaca, solamente se vid afectado por el tiempo de conservacion.

La pérdida de color verde de espinaca, esta asociada a la pérdida de clorofila.
Similarmente a lo encontrado para la evaluacion sensorial del color, la retencion de
clorofila, luego de 14 dias de almacenamiento refrigerado no fue afectada por el tratamiento
quimico ni por el tipo de envase. Luego de 14 dias, se obtuvo una retencién de clorofila
total del 95,17% (87.60 mg clorofila total/100 g vegetal fresco), a la que le corresponderia
un valor de 6.5-7.5 (verde suave) en la evaluacion sensorial, de acuerdo al modelo de
prediccion. Durante el almacenamiento, se mantuvo la relacion clorofila a/b = 3.00 y la
cantidad de feofitina b (1.62 mg/100 g vegetal fresco), no encontrandose feofitina a en

ningun caso.

No se encontraron diferencias en las pérdidas de peso de las muestras envasadas en
OPP y LDPE. El tratamiento quimico tampoco influyd sobre la pérdida de peso. Las
muestras perdieron 0.13% y 0.24% de peso luego de 7 y 14 dias de almacenamiento,
respectivamente. Los bajos valores obtenidos indicaron que ambos tipos de films redujeron

efectivamente la pérdida de peso.

163



Se consider6 que la vida util de espinaca minimamente procesada podria estar
limitada por los recuentos de FAM (FAM < 7.70), segun la legislacion francesa, 6 por la

intensidad de los atributos sensoriales (Intensidad atributo < 7).

Se determinod que el desarrollo de off-odors, asociado a una concentracion de CO,

superior al 10 %, fue el factor limitante para las muestras envasadas en bolsas de OPP.

El marchitamiento, amarronamiento y color no fueron factores limitantes de la vida
atil de espinaca minimamente procesada almacenada a 4 °C, ya que siempre tuvieron

valores superiores a 7 cuando la FAM alcanzo el valor limite de 7.70.

Dependiendo del tratamiento quimico utilizado, la apariencia general podria ser el
factor que limita la vida util. Por ejemplo, para cc = 0.50%, el recuento de FAM es el factor
limitante si 0.00% < ca < 0.94%, y para ca > 0.94%, el factor limitante es la apariencia
general. De manera similar, si cc = 1.00 %, FAM limita la vida Gtil si 0.00% < ca < 0.71%,
y para ca > 0.71%, la apariencia general limita la vida util. Esto indicaria, que para algunos
tratamientos quimicos donde no se presentan signos obvios de alteracion, los recuentos de

microorganismos pueden estar presentes en concentraciones peligrosamente altas.

A partir de este trabajo, se plantea la posibilidad de estudiar el efecto combinado de
los tratamientos quimicos y tipo de envase, dentro del rango de trabajo determinado, sobre
el desarrollo de microorganismos patdgenos que potencialmente podrian estar presentes en

este tipo de productos, a travées de ensayos de inoculacion.

Ademas, se propone analizar el efecto de los factores combinados estudiados sobre
la biodisponibilidad de hierro y calcio en espinaca, ya que el tratamiento con acido citrico y

acido ascorbico ha sido efectivo en otros alimentos.

Finalmente, se deberia estudiar la efectividad de los tratamientos utilizados y la

aplicabilidad de los modelos desarrollados en otros vegetales de hojas listos para usar.
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ANEXO

5.1. COMPROBACION DE LA VALIDEZ DEL MODELO SELECCIONADO

5.1.1. Consideraciones generales

Para poder utilizar el analisis de variancia (ANOVA), se requiere que se satisfagan
ciertas suposiciones. Especificamente dichos supuestos consisten en que todas las
observaciones sean descriptas adecuadamente mediante el modelo y que los errores sean
independientes y estén normalmente distribuidos con media cero y variancia constante. Si
estas suposiciones son validas, el procedimiento de analisis de variancia constituye una

prueba exacta.

Estas suposiciones pueden no cumplirse con exactidud en la practica. En
consecuencia, es imprudente depender del ANOVA mientras no se hayan comprobado
estos supuestos. Las violaciones a estas suposiciones basicas y a la bondad del modelo

pueden ser investigadas facilmente examinando los residuos.
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El residuo de la observacion j del tratamiento i (ej;) se define mediante,
€ij = Yij - Yij
donde: ej: residuo de la observacion j del tratamiento i

yij: valor experimental de la observacion j del tratamiento i

Yj;: valor estimado con el modelo, de la observacion j del tratamiento i

El examen de los residuos debe ser automético en el andlisis de variancia. Si el
modelo es adecuado, los residuos no deben tener estructura. En otras palabras, no debe

haber patrones obvios.

5.1.2. Comprobacion de la idoneidad del modelo

Las suposiciones que fundamentan el anélisis de variancia son que los datos estén
descriptos de manera adecuada por el modelo y que los errores sean independientes y estén

normalmente distribuidos con media cero y variancia constante.

Las principales herramientas para el diagnostico estan basadas en los residuos. En
otras palabras, los residuos del i-ésimo tratamiento se determinan restando el promedio del
tratamiento a cada observacion dentro del tratamiento. Usualmente la comprobacion de
idoneidad (o adecuacién) del modelo consiste en graficar los residuos. Se recomienda que
tal comprobacién de diagnostico sea un paso de rutina en cada proyecto de disefio

experimental.

Suposicion de igualdad u homogeneidad de la variancia

Si el modelo es correcto y las suposiciones se satisfacen, los residuos no deben
tener algun patron, ni deben estar relacionados con alguna otra variable, incluyendo la
respuesta (y;j). Una comprobacion sencilla consiste en graficar los residuos contra los
valores ajustados o predichos (Yjj). En esta grafica no debe revelarse ningin patron obvio

(Figuras 5. a).
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Suposicion de independencia

Graficar los residuos en funcion del orden de tiempo en el que se recopilaron los
datos (numero de ensayo), es Util para detectar alguna correlacién entre ellos. Una
tendencia a tener rachas positivas o negativas indica una correlacion positiva. Esto implica

que la suposicion de independencia de los residuos ha sido violada (5. b).

Suposicién de normalidad

Una forma para comprobar la suposicién de normalidad consiste en construir una
gréfica de probabilidad normal de los residuos. Es la representacion de la distribucion
acumulada de los residuos sobre papel de probabilidad normal. Si la distribucion de los
errores es normal, esta grafica parecera una linea. Al visualizar dicha linea hay que poner

mas énfasis en los valores centrales de la grafica que en los extremos.

Se dice que el andlisis de variancia es consistente o robusto ante la suposicion de

normalidad porque la prueba F se ve muy poco afectada en este caso (5. ¢).

5.2. GRAFICOS DE DIAGNOSTICOS

A continuacion se presentan los graficos de diagnosticos correspondientes a los

modelos de prediccion seleccionados para cada respuesta.
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Figura 5.2

Graficos de diagnostico para el modelo de FAM de espinaca
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Figura 5.3

Graéficos de diagnostico para el modelo de pH de espinaca envasada en OPP
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Figura 5.4

Graéficos de diagnostico para el modelo de pH de espinaca envasada en LDPE
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Graéficos de diagnostico para el modelo de CO, de espinaca envasada en OPP
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Graficos de diagnostico para el modelo de O, de espinaca envasada en OPP
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Figura 5.7

Graéficos de diagnostico para el modelo de CO, de espinaca envasada en LDPE
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Figura 5.8

Graéficos de diagnostico para el modelo de O, de espinaca envasada en LDPE
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Figura 5.9

Graéficos de diagnostico para el modelo de off-odors de espinaca envasada en OPP
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Figura 5.10

Graéficos de diagndstico para el modelo de off-odors de espinaca envasada en LDPE
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Figura 5.11

Graficos de diagnostico para el modelo de Apariencia General de espinaca
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Graéficos de diagnostico para el modelo de Marchitamiento de espinaca minimamente
procesada
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Residuos
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Figura 5.13
Graéficos de diagnostico para el modelo de Amarronamiento de espinaca minimamente
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Figura 5.14

Graéficos de diagnostico para el modelo de Color de espinaca minimamente procesada
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NOMENCLATURA

Asss, Asss, Aszs: Absorbancia a 666, 655 y 536 nm, respectivamente

ai:
A
AM:
bi:
Ca:
Cc:

Clj:

CR:

EAM:

€ij-

F calc.:

Fj:

FAM:
Fc:
FRiZ

G.L.

HDPE:

HR:

Ordenada al origen de la regresion lineal, [mV.s]

Area bajo el pico cromatografico, [mV.s]

Atmosfera modificada

Coeficientes de las ecuaciones de segundo orden

Concentracion de acido ascoérbico, [g/100 ml]

Concentracién de &cido citrico, [g/100 ml]

Concentracion de clorofila a, b 6 total realmente presente en la muestra,
[mg/L]

Cociente de respiracion

Diametro del canasto removible de la centrifuga, [pulgadas]

Envasado en atmdsfera modificada

Residuo de la observacion j del tratamiento i

Valor del estadistico F-Snedecor calculado

Concentracion de feofitina a, b 0 total en el extracto convertido, [mg/L]
Tipo de film

Flora aerobia meséfila, [log(UFC/g)]

Fuerza centrifuga, [G]

Factor de respuesta de CO,, O, 6 Ny, [mV.s/ml]

Grados de libertad

Polietileno de alta densidad

Humedad relativa, [%]
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Nomenclatura

LDPE:
LLDPE:
Mo:
MDPE:
MP:
MPA:

M,:

OPP:

P justo:
Pa:
Pcoz:
Pd:
PHopp:
PHpE:
Po2:
PP:

PS:

PVC:

indice de escurrido, [%]

Polietileno de baja densidad

Polietileno lineal de baja densidad

Peso de la muestra a los 0 dias, [g]

Polietileno de mediana densidad

Materia prima

Materia prima acondicionada

Peso de la muestra a los 7 6 14 dias, [g]
Microorganismos aerobios mesoéfilos, [UFC/g]
Velocidad de centrifugacion, [rpm]
Polipropileno monoorientado

Valor de probabilidad del estadistico calculado
Peso de espinaca antes del lavado, [g]
Permeabilidad al CO,, [cm®/m?.24 h. atm]
Peso de espinaca después del escurrido centrifugo, [0]
pH de espinaca envasada en bolsas de OPP

pH de espinaca envasada en bolsas de LDPE
Permeabilidad al O,, [cm®/m?.24 h. atm]
Polipropileno

Poliestireno

Cloruro de polivinilo

Coeficiente de correlacion
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Nomenclatura

STQ:

TCD:
TQ:
Vi

Xk
Yij:

Yij-

Yi:

% CI j:
%Fj:
% i

% R Cl j:
%Ppy:

A Asp2, A Agss:

Coeficiente de determinacion

Espinaca acondicionada, lavada y centrifugada

Tiempo de conservacién a 4 °C, [dias]

Detector de conductividad térmica

Espinaca acondicionada, lavada, tratada quimicamente y escurrida
Volumen inyectado de CO,, O, 6 No, [ml]

Variables codificadas

Valor estimado con el modelo, de la observacién j del tratamiento i
Valor experimental de la observacion j del tratamiento i

Respuesta del sistema

Concentracién de clorofila a, b 6 total en el vegetal fresco, [mg/100 g]
Concentracién de feofitina a, b 6 total en el vegetal fresco, [mg/ 100 g]
Concentracién de CO,, O, 6 Ny, [mI/200 ml]

Retencion de clorofila a, b 6 total a los 14 dias de almacenamiento
Pérdida de peso de la muestra a lo x dias, [g/100 g]

Diferencia de absorbancia entre la muestra original y convertida a 662 y

645 nm, respectivamente
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