23 UNCUYO /@&

Naz ?,;‘ UNIVERSIDAD ¥/ FACULTAD DE
%" NACIONAL DE CUYO 27 CIENCIAS AGRARIAS

TESIS DE GRADO
LICENCIATURA EN BROMATOLOGIA

EFECTO DE LA RADIACION
ULTRAVIOLETA SOBRE LA CALIDAD DE
HORTALIZAS DESHIDRATADAS

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS
UNIVERSIDAD NACIONAL DE CUYO
ALMIRANTE BROWN 500. CHACRAS DE CORIA - LUJAN DE CUYO.

Tesista: Andrea Cabral

Directora de tesis: Dra. Adriana Giménez
Codirectora: Bgca. Silvina Farrando
2017



Tema: Efecto de la radiacion ultravioleta sobre la calidad de hortalizas deshidratadas
Autor: Andrea Cabral

Direccion postal: Barrio MEBNA M-O C-16, San Martin - Mendoza

Correo electrénico: acabralz@hotmail.com

Directora: Dra. Adriana Gimenez

Codirectora: Bqca. Silvina Farrando

Miembros del comité evaluador:

- Presidente: Ing. Cora Dediol

- Vocales: Lic. Nancy Ventrera
Lic. Nora Martinengo

- Suplente: Ing. Alim. Olga Tapia



RESUMEN

La empresa agroalimentaria Ecogénesis S.A., ubicada en San Rafael, no ha logrado
alcanzar las especificaciones establecidas por sus clientes en cuanto al numero de
microorganismos en productos deshidratados. Se propuso la irradiacion de los mismos con
luz ultravioleta (UV).

El rango germicida de la luz UV se encuentra entre 240 y 280 nm, obteniéndose la
méaxima eficiencia a los 254 nm. Como resultado de su aplicacion los microorganismos son
inactivados debido al dafio causado en sus acidos nucleicos.

Los productos analizados fueron zapallo en cubos, zanahoria en escamas y espinaca
en polvo. De cada producto se tomaron nueve muestras aleatorias, las que por triplicado
fueron sometidas a la luz ultravioleta durante cinco minutos, aplicando las siguientes dosis:
0 mWs/cm? (testigos), 85 mWs/cm®y 170 mWs/cm?. Luego se realizaron recuentos de
microorganismos aerobios mesofilos, levaduras y mohos y Coliformes, presencia de
Escherichia coli y determinacion de color.

El recuento de microorganismos aerobios mesofilos y de levaduras y mohos se
realiz6 por la técnica Pour Plate utilizando agar para recuento en placa y agar levaduras y
mohos respectivamente. El recuento de coliformes se realiz6 utilizando el método de
NUumero Mas Probable (NMP) en Caldo Mac Conkey. Luego se sembraron los tubos
positivos y se realizaron pruebas IMViC para confirmar la presencia de Escherichia coli.

Para la medicion de color se realizé la técnica de captacion de imagen digital con
PC + Scanner. Luego se obtuvieron los valores de luminosidad (L), coloraciéon de verde a
rojo (a) y coloracién de azul a amarillo (b) al procesar la imagen en el sistema Lab con el
software COREL PHOTO PAINT8 de Microsoft.

Al aplicar dosis de 85 mWs/cm? se reduce el recuento de aerobios mesdfilos en los
tres productos; sin embargo, en zanahoria y espinaca éstos siguen siendo superiores al
limite. Respecto a levaduras y mohos, la misma dosis no ejerce efecto positivo en zapallo,
pero si en zanahoria y espinaca, si bien en esta ultima los recuentos fueron superiores al
maximo permitido. Los recuentos de coliformes totales en zanahoria disminuyeron por
debajo del limite especificado, mientras que en zapallo y espinaca no hubo crecimiento y por
lo tanto no se pudo evaluar los efectos de la radiacion.

La aplicacién de dosis de 170 mWs/cm? afecté en mayor proporcion el crecimiento de
aerobios mesdfilos en los tres productos, obteniéndose recuentos por debajo del limite en
todos ellos. En cuanto a levaduras y mohos en zapallo no se reportaron cambios respecto al
testigo, en zanahoria los resultados fueron similares a los obtenidos al irradiar con la menor
dosis y en espinaca los recuentos disminuyeron, aunque no por debajo del limite
establecido. Los recuentos de coliformes totales en zanahoria también disminuyeron en
mayor proporcion al duplicar las dosis.

Respecto a las mediciones de color no se registraron cambios significativos en el
color de zapallo, zanahoria y espinaca al ser irradiados con dosis de 85 mWs/cm? y
170 mWs/cm?.

Por lo tanto, se recomienda la aplicacion de 170 mWs/cm? sobre zanahoria y
espinaca deshidratada para disminuir los recuentos de los microorganismos estudiados por
debajo de los limites establecidos.

ABSTRACT

The agro-food Ecogénesis S.A. corporation, located in San Rafael, has not been able
to reach the specifications established by its clients in terms of the number of
microorganisms in dehydrated products. To that effect, it was suggested to irradiate
ultraviolet (UV) light on these microorganisms.

The UV light germicidal range is between 240 and 280 nm, obtaining the maximum
efficiency at 254 nm. As a result of its implementation, the microorganisms are deactivated
due to the damage caused to its nucleic acids.



The analyzed products were squash cubes, carrot flakes and spinach powder. Nine
random samples were taken from each product that — in triplicate — were exposed to UV light
during five minutes with the following doses: 0 mWs/cm? (blank samples), 85 mWs/cm? and
170 mWs/cm?. Later, enumeration of aerobic mesophilic microorganisms, yeasts and molds
and Coliforms, presence of Escherichia coli and color determination were accoplished.

The pour-plate technigue was wused for enumerating aerobic mesophilic
microorganisms, yeasts and molds using plate count agar and yeast and mold agar.
Coliforms were enumerated using the most probable number method (MPN) on MacConkey
Agar. Positive tubes were then sown and IMVIiC tests were carried out to confirm the
presence of Escherichia coli.

For color measurement, an image was digitized with a PC and a Scanner. The
lightness (L) and green-red (a) and yellow-blue (b) opponent colors values were then
obtained by processing the image in the Lab color space with the Microsoft Corel Photo-
Paint 8 software.

When applying an 85 mmWs/cm? dosage, the aerobic mesophilic enumeration
reduces in all three products; nevertheless, in carrots and spinach, it remains above the limit.
Regarding yeasts and molds, the same dosage does not have a positive effect on squashes,
though it does on carrots and spinach; in the latter, enumerations were higher than the
maximum allowed. The total Coliforms enumeration in carrots decreased below the specified
limit, whereas in squashes and spinach there was no growth of coliforms; therefore, the
effects of radiation could not been assessed.

The application of a 170 mWs/cm? dosage affected, to a greater extent, the growth of
mesophilic aerobes in all three products, thus obtaining enumerations below the limit in all of
them. In terms of yeasts and molds in squashes, no changes were reported in relation to the
sample; in carrots, the results were similar to those obtained when irradiating the lowest
dosage; and in spinach, enumerations decreased, although not below the established limit.
The total Coliforms enumeration in carrots also decreased when the dosage was doubled.

Regarding color measurements, there were no significant changes in the color of
squashes, carrots and spinach when irradiated with 85 mWs/cm? and170 mWs/cm? doses.

Therefore, it is recommended to apply a 170 mWs/cm? dosage on dry carrots and
spinach to reduce below the established limits the studied microorganisms enumerations.

PALABRAS CLAVE

Alimentos deshidratados, microorganismos, radiacion ultravioleta, color.
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1. INTRODUCCION
1.1. LUZ ULTRAVIOLETA

La radiacion ultravioleta (UV) es una energia de onda corta que pertenece al grupo
de radiacion optica. Por lo tanto, esta radiacion se puede redireccionar, desviar, romper y
reflectar. No obstante, permanecen invisibles para el ojo humano

La luz ultravioleta es producida de manera artificial por lamparas de vapor de
mercurio, de las que existen varios tipos dependiendo del uso y la potencia necesaria.

El uso de la tecnologia UV con fines de desinfeccion involucra a la region ultravioleta
del espectro electromagnético con un rango de longitud de onda entre 100 y 400 nm. Este
puede subdividirse en (Gonzélez, 2001; Guerrero-Beltran y Barbosa-Canovas 2004):

- UV de onda corta (UV-C): entre 200 y 280 nm.
- UV de onda media (UV-B): entre 280 y 315 nm.
- UV de onda larga (UV-A): entre 315y 400 nm.

La luz UV-C es una forma de radiacion no ionizada que no penetra mas alla de las
superficies y es generalmente conocida como germicida (Fonseca, 2009).

Las longitudes de onda con mayor efecto bactericida son las cercanas a 260 nm.
Debido a que la composicion del ADN varia entre las especies, se reporta que el pico de
absorcién de UV-C esta en el rango de 260 a 265 nm, correspondiente a la principal emision
de onda de la lampara de mercurio (Hg) de baja presiéon (253,7nm) y a la eficiencia de
inactivacion microbiana de estas fuentes de rayos UV-C (Del Campo-Sacre, 2009).

Se utiliza en una variedad de aplicaciones, tales como alimentos, aire y purificacion
de agua. La UV-C puede inactivar bacterias, hongos y virus (Fonseca, 2009).

1.1.1. Historia

Perspectivas histéricas de la desinfecciéon UV han sido publicadas en varios articulos
(Groocock, 1984; Schenck, 1981; USEPA, 1996).

1801: El fisico aleman Johann W. Ritter descubrié que los rayos invisibles situados
justo detras del extremo violeta del espectro visible eran especialmente efectivos
oscureciendo el papel impregnado con cloruro de plata. Denomindé a estos rayos "rayos
desoxidantes". Poco después se adopto el término "rayos quimicos".

1878: Los cientificos Downes y Blunt descubrieron que los microorganismos dejaban
de multiplicarse al ser sometidos a una intensa radiacion solar.

1901: Aplicacién préactica de UV a partir del desarrollo de la lampara de vapor de Hg
como fuente artificial. Si bien la falta de fiabilidad y de rentabilidad de estas lamparas impidié
la difusién de esta tecnologia.

1905: Reconocimiento del cuarzo como la envoltura ideal de la lampara.

1910: Los primeros intentos experimentales para usar UV como desinfectante de
agua se hicieron en Marsella, Francia.

1916 — 1926: Desinfeccién de agua y provision de agua potable para los barcos en
Estados Unidos. Sin embargo, el bajo costo de la desinfeccién de agua con cloro combinado
con problemas operativos y de confiabilidad observados en los primeros equipos retardo el
crecimiento en la aplicacién de UV hasta 1950 (Wright — Cairns, 1998).

1950 - 1970: El auge de la tecnologia de esterilizacion UV-C comenzé tras la
Segunda Guerra Mundial. Con el descubrimiento de la estructura del ADN en forma de doble
hélice se pudo obtener la clave de la explicacion.

1970 - 1990: La confianza cada vez mayor en los antibidticos, los nuevos
conservantes y medios de limpieza y desinfeccion hicieron que disminuyera el interés en
esta técnica de profilaxis temporalmente a partir de los afios 80.



1990: Los gérmenes resistentes a los antibiéticos aumentaron. Con una creciente
opinion critica frente a los desinfectantes quimicos, la tecnologia UV-C experimenté un
renacimiento.

En la actualidad: Hoy dia, las compafiias de aguas de todo el mundo confian en una
esterilizaciébn con UV-C. En muchas &reas de la produccion industrial de productos de
alimentacion y de embalajes se utiliza con éxito este procedimiento respetuoso con el medio
ambiente, sin aditivos, inodoro e insipido.

1.1.2. Mecanismo de desinfeccion UV

Los microorganismos son inactivados por la luz UV como resultado del dafio
fotoquimico a sus acidos nucleicos. La radiacion UV es absorbida por los nucleétidos, los
blogues constitutivos del ADN y ARN de la célula, segun la longitud de onda, con los valores
mas altos cerca de 200 y 260 nm (Sonntag y Schuchmann, 1992). La luz UV absorbida
promueve la formacién de enlaces entre nucleétidos adyacentes, con lo que se crean
moléculas dobles o dimeros (Jagger, 1967). Si bien la formacién de dimeros de timina-timina
(figura 1) son los mas comunes, también suelen ocurrir dimeros de citosina-citosina,
citosina-timina y dimerizacion del uracilo. La formacion de un namero suficiente de dimeros
dentro de un microorganismo impide que éste replique su ADN y ARN, lo que imposibilita su
reproduccion. Debido a la dependencia de la longitud de onda para la absorcién de UV por
parte del ADN, la inactivacion de los microorganismos también esta en funcion de la longitud
de onda.
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Figura 1: Dimerizacion de timina en microorganismos irradiados con luz UV

Fuente: LIT, tecnologia ultravioleta. (2017)

Sin embargo, es posible que ocurra una reactivacion dado que el ADN puede ser
reparado por factores proteinicos (Yajima et al.,, 1995) cuando las células dafadas se
exponen a longitudes de onda superiores a 330 nm (Liltved y Landfald, 2000). Puede
estimularse la separacién del acido nucleico debido a la activacion de la enzima fotoliasa
gue monomeriza los dimeros (separacién de tiaminas y otras pirimidinas) formados después
del proceso de radiacion (Stevens et al., 1998). Vale aclarar que un ambiente oscuro puede
evitar la foto-reactivacion de productos tratados con radiaciéon UV o restaurar las células
expuestas. Estas células foto reactivadas pueden ser mas resistentes a la radiacion UV
cuando se aplica un segundo tratamiento de UV (Sastry, et al., 2000).

1.1.3. UV-C en los alimentos sé6lidos

Al aplicar radiacién UV en frutas y vegetales, adicionalmente a la reduccién de la carga
microbiana inicial en la superficie, se produce un fendmeno denominado “efecto hormético”
(Stevens et al., 1997, 1999). Dicho efecto puede mejorar la resistencia al ataque de ciertos
microorganismos tales como mohos y levaduras, dado que puede estimular la produccion de
fenilialanina amonia-liasa, que induce la formacion de compuestos fendlicos (fitoalexinas),
toxicos para ellos.

La luz UV se ha aplicado en la superficie de distintos tipos de carne (pescado, pollo,
carne bovina) antes de su refrigeracion para reducir la carga microbiana en dos o tres ciclos
logaritmicos dependiendo de la dosis aplicada, lo que puede aumentar varios dias su vida
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atil (Dominguez L. y Parzanese M. 2011). No obstante es posible que se generen sustancias
iniciadoras de la oxidacion del alimento, por lo que existe el riesgo de que las caracteristicas
organolépticas del producto se modifiquen.

Dentro de su aplicacion en alimentos existen algunos en los que el tratamiento con
UV-C podria ser especialmente interesante. Uno de ellos son las especias, que en general
poseen elevada contaminacion en origen, lo que puede provocar que la mayor parte de la
carga de microorganismos en un alimento especiado provenga de estas y no del alimento
fresco. Otro grupo con potencial es el de las harinas y cereales, donde la luz UV podria
reducir la carga microbiana, especialmente la descontaminacion de patégenos como
Bacillus cereus (Dominguez L. y Parzanese M., 2011).También es importante su aplicacion
en aquellos productos que no poseen en su proceso alguna etapa de reduccion de
microorganismos, como el tratamiento térmico.

La resistencia de los organismos a la luz ultravioleta es variada. El ambiente en el
gue se encuentran también influye en la dosis necesaria para su destruccion.

1.1.4. Relacion entre dosis y efecto

La radiacion emitida se mide en Watts (W) y la intensidad de la radiacion (irradiancia)
en W/m2. Para una desinfeccion eficaz es importante conocer la dosis de radiacion
necesaria para reducir la carga del microorganismo, la cual es el producto entre la
intensidad de la radiacion (l) y el tiempo de residencia o contacto con la luz UV (t) en
segundos. La dosis (D) se mide en J/m2 (1 Joule = 1 Watt x segundo):

D (J/m2) = | (W/m2) X t (S)

También suele expresarse en pJ/cm? = pWs/cm? (en el anexo | se pueden ver las
distintas conversiones para las unidades de irradiancia).

La mayoria de las bacterias requieren en general dosis 10.000 pWs/cm? a 254 nm
para su inactivaciéon completa (99,99 %). Vale recordar que pese a ser una tecnologia
aplicable a muchos alimentos, es necesario tener en cuenta la composicion de cada
producto, ya que se requieren dosis distintas de radiacién UV segun la matriz (composicion
guimica y ordenamiento estructural) propia del alimento. Por esto, seria importante realizar
ensayos de laboratorio de rutina a fin de evaluar la eficacia del procedimiento.

La relacién entre la dosis y la destruccién de un microorganismo por tratamiento con
luz UV puede verse de la siguiente forma (Mani, 2003):

N =N, e*P
Donde:

- Np = nimero inicial de microorganismos

- N = Numero de microorganismos después del tratamiento
- K = Constante de velocidad de inactivacion

- D =Dosis

Segun la relaciobn anterior, si se duplica la dosis aplicada la destruccién de
microorganismos aumentara en un factor de 10. Por lo tanto al duplicar la dosis requerida
para la destruccién del 90 % se reducira el 99 % de los microorganismos. Si se triplica la
dosis, la reduccién producida sera 99,9 %, y asi sucesivamente.

El cuadro 1 presenta la dosis de UV para la inactivacion del 90 % y el 99 % de
microorganismos patégenos (virus, bacterias y protozoarios) asi como grupos microbianos
indicadores. Las tasas de inactivaciébn microbiana varian dependiendo de la especie de
microorganismo, la poblacién microbiana y la longitud de onda de la luz UV.

Como norma general se aplica lo siguiente: cuanto mas simple esté estructurado el
microorganismo, menos problematico serd inactivarlo mediante la radiaciéon UV. Por tanto,
los virus o bacterias (células procarioticas) se pueden destruir mucho mas facilmente que los
microorganismos complejos, como las levaduras y hongos vegetativos (células eucarioticas).



Normalmente las bacterias son menos resistentes a la UV a 254 nm que los virus, los
cuales a su vez son menos resistentes que las endoesporas bacterianas. Los quistes y
oocitos de protozoarios son considerados como los patégenos microbianos mas resistentes
a UV a 254 nm (Bukhari et al. 1998). En general, las bacterias Gram positivas son mas
resistentes que las Gram negativas.

Puede observarse en el cuadro 1 que, salvo contadas excepciones, las dosis de
inactivacion de bacterias patégenas son muy similares a las dosis requeridas para la
desinfeccion de grupos de indicadores fecales como los coliformes fecales. Se requieren
dosis mas altas de UV cuando la bacteria tiene un exterior excepcionalmente protector que
limita la absorcion de UV como en el caso de algunas esporas bacterianas
(Munakata et al., 1991).

Cuadro 1: Dosis de UV (qu/cmz) para inactivacion de 1Log (90%) o 2 Log (99%) de poblacién microbiana

Microorganismos 1Log | 2Log Microorganismos 1Log 2Log
BACTERIAS
Bacillus anthracis 4500 | 8700 | Vibrio cholerae (V.comma)6 X 6500
Bacillus subtilis, esporas 12000 | 22000 | Yersinia enterocolitica® 1100 X
Bacillus subtilis 7100 | 11000 | Coliformes fecales 3400 6800
Campylobacter jejuni ° 1100 X
Clostridium tetani * 12000 | 22000 | VIRUS
Corynebacterium diphtheriae’ 3400| 6500 | MS-2 Coliphage ° 18600 X
Escherichia coli 3000 | 6600 | F-especifica bacteriophage® | 6900 X
Klebsiella terrigena ° 2600 X | Hepatitis A >° 7300 X
Legionella pneumophila * 900 | 2800 | Influenza virus > 3600 | 6600
Sarcina lutea 20000 | 26400 | Polio virus >° 5770 X
Mycobacterium tuberculosis 6000 | 10000 | Rotavirus >° 8110 X
Pseudomonas aeruginosa ° 5500 | 10500
Salmonella enteritidis 4000 | 7600 | PROTOZOARIOS
Salmonella paratyphi 3200 X | Giardia lamblia 1100| 8100
Salmonella typhi ° 2100 X | Cryptosporidium parvum 2500| 21700
Salmonella typhimurium 3000| 6000
Shigella dysenteriae 2200 | 4200 | ALGAS
Shigella flexneri (paradysenteriae) | 1700| 3400 | Azul-verde ** 300000 | 600000
Shigella sonnei ° 3000 X | Chlorella vulgaris™? 12000 | 22000
Staphylococcus aureus 5000| 6600
Streptococcus faecalis® 4400 X | LEVADURA
Streptococcus pyogenes 2200 X | Saccharomyces cerevisiae * 7300 | 13200

*Referencias: 1. Legan (1980), 2. Jevons (1982), 3. Groocock (1984), 4. Antopol (1979), 5. Wilson et al. (1993), 6.
Wolfe (1990).
Fuente: H. B. Wright y W. L. Cairns. (1998).

En un articulo publicado por la empresa Alimentodo, que trata sobre radiacion UV
germicida, se puede apreciar el siguiente cuadro, en el cual figuran las irradiancias de tubos
de 15, 30 y 36Watt y los tiempos necesarios para llegar a la dosis minima de
10.000 pWs/cm? segun la distancia de la lampara al alimento.



Cuadro 2: Valores de irradiancia segun intensidad de los tubos y distancia al alimento

Irradiancia Tiempo Irradiancia Tiempo Irradiancia Tiempo
i ) para para para
Dl_stanma ala Factor de Tubo de incactivar Tubo de incactivar Tubo de incactivar
Iam;;;a en intensidad 15W bacterias 0W bacterias /W bacterias
p\l"..‘.fz:m2 Seg j.l‘..l".l'.'r:m2 Seg |.|1.I‘|h‘cn12 Seg
0 354 13098 076 29382 0,34 33276 0,30
25 127 4659 213 10541 0.95 11938 084
5 69 2553 3.92 5727 1.75 6486 1.54
10 32 1184 845 2656 377 3008 332
15 20 740 13.51 1660 5.02 1880 532
20 14 518 19.311 1162 8.61 1316 7.60
25 14 518 19.31 1162 8.61 1316 7.60
38 5 222 4505 498 20.08 564 17.73
50 4 148 67,57 332 3012 378 26.60
64 3 11 90,09 249 4016 282 3546
76 2 74 13514 166 6024 188 5319
88 1.4 51.8 193.05 116.2 86.068 1316 75.99
100 cm (1m) 1 a7 270.27 B3 120,48 o4 106.38

Fuente: Alimentodo. (2017).
1.1.5.

Algunas dosis de luz ultravioleta pueden provocar dafios en frutos, como es el caso de
dosis de 1,0 kJ/m? que segun lo reportado por Baka et al. (1999), provocé dafios en fresas
frescas en las que se buscaba controlar la descomposicion causada por Botrytis cinerea.
Por otra parte, segun lo reportado por Marquez y Pretell (2013)., dosis de irradiaciéon UV-C
de 14 kJ/m? permite obtener mayores caracteristicas antioxidantes y menor recuento
microbiano en frutas tropicales como mango, pifia y mamey minimamente procesadas
Ademds la exposicion postcosecha de diferentes cultivos a bajas dosis de irradiacion
muestran una mejora en el almacenamiento (Alothman et al. 2009). También se ha
reportado que la exposicion a dosis bajas de UV-C retrasa la maduracién y la senescencia
de manzanas, tomates, naranjas, uvas de mesa, mango y duraznos (Gonzalez Aguilar et al.
2007a).

El tiempo de aplicacién de UV-C oscila entre uno y cinco minutos, periodo que no
incrementa significativamente la temperatura del tejido (1-3°C), no produce alteraciones y no
favorece los procesos deteriorativos del producto (Rivera-Pastrana et al. 2007). Sin
embargo, Gonzalez Aguilar et al. (2007a) estudiaron el efecto de diversos tiempos de
exposicion a luz UV-C en mangos variedad “Haden” enteros, utilizando tiempos de cinco y
diez minutos de irradiacién. La energia total por estos tiempos de tratamientos fue de 2,46 y
4,93 kJ/m? respectivamente, donde la fruta tratada durante 10 minutos se mostré6 mejor
conservada que la fruta tratada durante cinco minutos. A su vez, Manzocco et al. (2011b)
describieron el efecto de la luz UV-C en la descontaminacion de la superficie de corte de
manzanas (Malus domestica Borkh) “Pink Lady” frescas cortadas, donde utilizaron un tiempo
de exposicién de 20 min (con una dosis de 24,0 kJ/m?) y posteriormente redujeron el tiempo
a 10, 5 y 1 minutos. Observaron un efecto germicida similar cuando el tiempo de exposicién
se redujo. Este resultado indicé que los tratamientos de intensidad leve de luz UV-C a
tiempos entre uno y cinco minutos son suficientes para impartir el efecto germicida para los
microorganismos indicadores de contaminacién (entre uno y dos ciclos logaritmicos).
También Perkins-Veazie et al. (2008) estudiaron el efecto de la luz UV-C en arandanos
enteros (como tratamiento postcosecha) con tiempos de exposicién que variaron de 1 a 15
minutos, obteniendo dosis de irradiacion de 1, 2 y 4 kJ/m?; describiéndose que la dosis con
mayor efectividad es la de 2 kJ/m? puesto que logra reducir eficazmente una enfermedad
primaria presente en dos variedades de arandanos.

Aplicaciones y efectos

Segun Rodrigues y Narciso (2012) un tratamiento 6ptimo con luz UV puede aumentar
la vida util de fresas, manzanas y duraznos por la reduccién de la tasa de respiracion y la
pérdida de peso, reteniendo la calidad visual total, retrasando la maduracion, la fuga de
electrolitos y manteniendo la firmeza por tiempos mas prolongados en comparacion con los
controles. Con el fin de aumentar la vida util, las condiciones de procesamiento, la dosis de
UV (kJ/m?) y los espectros de emision deben ser optimizados para un producto dado. Se ha
recomendado 1,0 kJ/ m? como fluencia éptima para el procesamiento con luz ultravioleta de
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fresas ya que en tratamientos superiores los autores observaron pardeamiento y
deshidratacion de los sépalos. Estos mismos autores han encontrado niveles de fluencia
UV-C de aproximadamente 4-5 kJ/m? que tienen el efecto mas beneficioso sobre la vida dtil
y la calidad de frutos de mango. Beaulieu (2007) y Lamikanra et al. (2005) informaron que
las frutas procesadas con luz UV conservan su aroma y sabor al igual que las muestras
control que no fueron tratadas.

En un estudio realizado sobre muestras de repollo minimamente procesado se pudo
observar que las muestras irradiadas con luz UV-C en las dosis estudiadas (0,6 y 1,2 J/cm?)
presentaron un mejor comportamiento en cuanto a mantener el nivel de compuestos
fendlicos y actividad antioxidante en concentraciones superiores respecto de las muestras
no tratadas. Desde el punto de vista sensorial, las dosis utilizadas no modificaron las
caracteristicas del producto durante su refrigeracién. (Ruiz-Lépez, Questa y Rodriguez,
2010).

Debido a la efectividad de la luz ultravioleta como agente desinfectante se han
realizado diversas investigaciones para ampliar sus usos en la industria alimentaria, sobre
todo para su utilizacion en las frutas frescas cortadas como productos de cuarta (IV) gama;
por lo cual es necesario mencionar los factores criticos del proceso, las diferencias en los
equipos, las condiciones experimentales de los estudios realizados y la variedad de
sustratos utilizados que condicionan la efectividad de la luz ultravioleta sobre los
microorganismos. No obstante, debido a las diferentes condiciones de estudio, se han
arrojado conclusiones que podrian servir como modelo para futuras investigaciones en este
campo. Por lo cual, los cuadros 3 y 4 se muestran los resultados mas relevantes de los
estudios realizados sobre inactivacion microbiana mediante el uso de luz UV en frutas
enteras y cortadas.

Cuadro 3: Inactivaciéon microbiana en frutas enteras tratadas con luz ultravioleta

Sustrato tratado  Microorganismo Inéculo Tiempo de Dosis de Distancia  Reduccion Referencia
Fruta entera inicial exposicion exposicién (cm) microbiana
Mora azul Escherichia coli 10° UFC/mL 1,5y 10 min 20 mW/em? 09 5,83 log Kim y Hung
O157:H7 UFClg (2012)
Fresa Botrytis cinerea  10* conidios/mL NI 0,25 - 4,00 kJ/m? 25 NR Nigro et al. (2000)
Pera Escherichia coli 4,5+ 1.2x10° 4 min 7,56 kJ/m? NR 3,70 0,13  Syamaladevi et al.
UFC/mL log UFClg (2012)
Durazno Escherichia coli 45+ 12x10° 4 min 7,56 kJ/m? NR 291028 Syamaladevi et al
UFC/mL log UFC/g (2012)
Manzanas Escherichia coli NI NI 1,5 224 mW/em? NR 3,3 log Yaun et al. (2004)
O157:H7 UFClg
Tomates Escherichia coli NI NI 29-57,6 kJ/m? NR 2,7 log UFC/ Bermudez y
ATCC 11775 mL Barbosa (2013)
Peras Penicillium 1,6x107 NI 1,7 kJ/m2 NR 2.8 log UFC/ Syamaladevi er al.
expansum UFC/mL mL (2013)
Escherichia coli 0,5 1,0y 1,0-35 log Nunes et al.
Aguacate Listeria innocua 107 UFC/mL 30s 3.0ki/m? 15 1,0-35 log (2011)
Salmonella spp 5,0 log

NR: no reportado. UFC: unidades formadoras de colonias

Fuente: Millan, D., Romero, L., Brito, M. y Ramos A. (2015).



Cuadro 4: Inactivacion microbiana en frutas cortadas tratadas con luz ultravioleta

Sustrato Tiempo de
tratado Microorganismo  Inéculo  exposicién Dosis de Distancia  Reduccién Referencia
Fruta inicial (min) exposicion (em) microbiana
cortada
Fresa Borrytis cinerea NI 5.75y10 NI 30,40 y <240x102 Beltran er al
50 UFC/g (2010)

Escherichia coli
Staphylococcus 12,24;36;

Fresa awreus 107-108 10,20,30, 54y72V 8 1-14 log Birmpa er al
Salmonella UFC/g 45y 60 cm? UFC/g (2013)
enteritidis
Listeria innocua
Listeria innocua 5x10-4

Manzana Escherichia coli -8x10-6 10,15y25 56.84y 10 10-19 Gomez er al
Saccharomyces UFClg 14,1 KJ/m? 02-07 (2010)
cerevisiae
Acrobios mesofilos 24 kl/em 051 UFC  Guevara er al

Guayaba Levaduras y NI NI 24 kl/em NR 053 UFC  (2011)

Mohos
Calderon-

Papaya Rhodotorula 107 UFC/g 9 8,64 kl/m* 15 6,3 log Gabaldon er al.

glutinis UFClg (2012)
Listeria
monocytogenes 107UFC/  0,1,3,6 0,00; 0,96, 3,15 log Raybaudi-

Papaya Salmonella mL v9 288,576y 15 UFC/g528 Massiha 1 er al.
entérica ser. 8,64 kl/m* log UFC/lg  (2013)
Poona

Fuente: Millan, D., Romero, L., Brito, M. y Ramos A. (2015).

El cuadro 5 muestra un resumen de algunos trabajos presentados el afio 2009
utilizando la tecnologia de luz ultravioleta para la inactivacién de microorganismos.

Cuadro 5: Investigaciones recientes en diferentes sustratos alimenticios utilizando tratamientos de luz ultravioleta

Sustrato Inéculo Tiempo de Dosis de Distancia  Reduccion
tratado Microorganismo Inicial exposicion  Exposicion (em) Microbiana Referencia
(min)
Néctarde  Aerobios mesofilos 0,024 kJ/em 0,51-0,53 Guevara er al.
granadilla  Levadurasy NI NI 0,011 kJ/mL NR UFC/mL (2011)
Mohos 1,36 UFC/mL

Acrobios mesofilos 2,59 log

Zapallo Levaduras y UFC/g NI 3,140 kJ/m? 30 > 1log UFC/g  Sgroppo v Sosa
anco Mohos 2,68 log 2,08 kJ/m? <1 log UFC/g (2009)
UFC/g
Acrobios mesofilos Ochoa-Velasco y
Jugo de Levaduras y NI 5.10,15, 57 yWiem? NR 2,11 ciclos log  Guerrero-Beltran
pitahaya Mohos 20y 25 1,14 ciclos log (2012)

Escherichia coli

Staphylococcus 1,2:24,36; 3,04 1,71

Lechuga aureus 107-108 10,20,30, 54y72J)/ 8 5.72 1,78 log Birmpa et al.
Salmonella UFC/g 45y 60 cm? UFClg (2013)
enteritidis

Listeria innocua

NR: no reportado. UFC: umdades formadoras de colonias.
Fuente: Millan, D., Romero, L., Brito, M. y Ramos A. (2015).



1.2. DESHIDRATADOS

Los vegetales pueden ser conservados por disminucion de su contenido de agua a
través de procesos tales como la concentracion (productos finales fluidos), la
criodeshidratacion, la deshidratacion o desecacién (productos finales sélidos).

Segun el articulo 821 del Cddigo Alimentario Argentino (CAA) “Se entiende por
hortaliza desecada o deshidratada la que ha sido privada de la mayor proporcion del agua
de constitucion. EI nombre de hortaliza desecada se empleara para la obtenida por
exposicion al aire y al sol, y el de deshidratada, para la que se obtiene por medios
artificiales”.

El desarrollo de diversas técnicas de deshidratado de alimentos surgié a partir de la
Segunda Guerra Mundial debido a la necesidad de obtener productos comestibles livianos,
de menor costo de transporte y facil almacenamiento. La produccion de ellos ha continuado
hasta nuestros dias debido a la creciente demanda de los mismos.

Los principales objetivos del secado de frutas y hortalizas pueden resumirse en los
siguientes aspectos:

- Inhibicién de la accién enzimatica que afecta la calidad del alimento por deterioro de
las caracteristicas organolépticas, fisicas y quimicas.

- Reduccion de fletes, costos de embalaje y almacenaje, brindando mas eficiencia a la
logistica y comercializacion.

- Aumento cuantitativo de la eficiencia de extraccion de los principios activos en el
caso de vegetales ‘aromaticos y medicinales’.

La eleccion del método de secado, dependera fundamentalmente de la calidad del
producto que se desee obtener, de la disponibilidad econdmica y de las condiciones
climaticas de la zona geogréfica de la cual se trate. Sin embargo actualmente las exigencias
de calidad, trazabilidad, Buenas Practicas Agricolas (BPA), Buenas Practicas de
Manufactura (BPM) y otras actuales normativas, hacen que el secado en hornos sea la
tendencia de hoy, pues las condiciones estandarizadas del proceso aseguran tiempos de
secado menores, bajo deterioro quimico y sensorial, poca contaminacion del producto final y
mas homogeneidad en las distintas partidas o lotes (Gascon, 2013).

1.2.1. Cinética del secado

Desecar o deshidratar vegetales conllevan el mismo principio fisico que implica dos
fendmenos que son: la migracion o movimiento del agua hacia la superficie (estado liquido
en soluciones diluidas) y la evaporacion desde la superficie al ambiente que la rodea
(evaporacion de una solucién concentrada).

Si se observa el proceso de deshidratado en el tiempo, se obtiene una cinética como
la indicada en la figura 2, donde puede observarse que al principio hay una caida muy
rapida del contenido de humedad y luego se va desacelerando y haciéndose asintético. Esto
guiere decir que, cuanto mas baja es la humedad final, mas dificultosa es su extraccion del
tejido vegetal.

A
H®

Figura 2: Cinética del secado
Fuente: Gascén, Muravnick, Andreuccetti. (2013).



En general, la velocidad de secado se calcula mediante la siguiente ecuacion:

_ H final — H inicial
- Area X AT
En donde:

-V =velocidad de secado,

- Hnicial = peso de muestra + humedad en el instante TO,

- H final = peso de muestra + humedad en el instante T1 en que se haga la
determinacion,

- A = éarea especifica de evaporacion y

- AT = intervalo de tiempo deseado.

Normalmente se habla de ‘secado o fase principal’ al primer tramo de velocidad alta y
se considera que se extrae la fraccion de agua libre del vegetal, vale decir desde humedad
de composicién en fresco hasta un 18% aproximadamente. El segundo tramo se denomina
de ‘secado o fase terminadora’ y corresponde a un descenso desde 15% hasta cerca del 4-
5%, esta etapa es mucho mas lenta y estaria afectando el agua contenida en capilares que
esta débilmente retenida.

1.2.2. La empresa deshidratadora

Ecogénesis S.A es una empresa familiar que inicié sus actividades en el afio 2007,
por lo cual ya cuenta con 10 afios de presencia y trayectoria en el mercado. Sus duefios
fueron quienes construyeron gran parte de las maquinarias para poder llevar a cabo el
suefio de tener su propia industria deshidratadora, por lo que la empresa se fue
desarrollando poco a poco para llegar a ser lo que es hoy en dia.

En Ecogénesis cada afo se deshidratan diferentes productos segun la época y la
demanda de los mismos, estos son: ajo, cebolla, papa, zanahoria, zapallo y espinaca. Cada
uno de ellos es producido en distintas presentaciones como escamas, cubos o polvo y a su
vez cada presentacion puede clasificarse segun su granulometria permitiendo una mayor
variedad segun la necesidad de los consumidores. Los principales usos que se pueden dar
a estos deshidratados son la elaboracion de sopas instantdneas, caldos saborizantes,
salsas y pastas entre otros.

En los anexos Il y lll se puede observar el plano de la empresa y los diagramas de
flujo de los productos de interés para la presente tesis.

1.3. FORMULACION DEL PROBLEMA

La tesis surge ante la necesidad de resolver un problema recurrente en una empresa
agroalimentaria de hortalizas deshidratadas, la cual busca disminuir los recuentos
microbioldgicos de sus productos para poder cumplir con las especificaciones establecidas
por los clientes.

Si bien en los alimentos deshidratados el riesgo de descomposicién o crecimiento
microbiano es minimo, una vez rehidratados estos riesgos aumentan considerablemente.
Por este motivo es importante obtener productos con bajo contenido microbiano, tarea que
no es facil de lograr, sobre todo en industrias pequefas, con insuficiente espacio,
equipamiento y recursos econémicos.

Teniendo en cuenta que este problema no ha podido ser resuelto con la maquinaria
disponible en la empresa se propuso la aplicacion de un nuevo tratamiento, el cual consiste
en irradiar el producto terminado con luz ultravioleta.

Para evaluar la efectividad del método se llevé a cabo sobre diferentes productos y
en distintas presentaciones, los cuales son: zapallo en cubos, zanahoria en escamas y
espinaca en polvo. Las especificaciones establecidas por diferentes clientes para los
productos mencionados anteriormente se encuentran detalladas en el cuadro 6.



Cuadro 6: Especificaciones microbioldgicas

Producto Aerobios mesoéfilos | Levaduras y mohos | Coliformes Escherichia coli
(ufclg) (ufc/g) (NMP/qg) (NMP/g)
Zapallo <5x10* <1x10° <1x10° <10
Zanahoria <5x10* <1x10° <1x10° <10
Espinaca <5x10° <1x10° <1x10° <10

Fuente: Ecogénsis S.A. (2017)

De los productos mencionados, la espinaca es la que presenta mayores dificultades
para poder cumplir con los requerimientos microbiol6gicos debido principalmente al mayor
contenido de tierra que puede quedar entre sus hojas; mientras que en zapallo y zanahoria
los recuentos suelen ser inferiores a los limites, ya que al sufrir un escaldado en su proceso
gran parte de los microorganismos son destruidos.

1.4.

OBJETIVOS GENERALES

e Evaluar el efecto de la irradiacién con luz ultravioleta sobre la carga microbiana y el
color en alimentos deshidratados.

1.5. OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar el efecto de la radiacién ultravioleta sobre el nimero de levaduras y
mohos, aerobios mesdfilos y coliformes totales y la presencia Escherichia coli en
zapallo, zanahoria y espinaca deshidratadas.

e Evaluar si la radiacién ultravioleta presenta efecto sobre el color de estas hortalizas
deshidratadas.

e Adquirir destreza en el laboratorio de microbiologia con un nivel de bioseguridad II.

1.6. HIPOTESIS

Es posible reducir el nimero de microorganismos en productos deshidratados
mediante la aplicacion de radiacion ultravioleta, de forma tal que cumplan con los requisitos

establecidos, sin producir decoloraciones que desvaloricen el producto.

10



2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Muestreo
Materiales

- Saca-muestras

- Bolsas de polietileno

- Selladora de bolsas.
Método

El tipo de muestreo aplicado fue aleatorio estratificado. En este se divide la poblacion
en grupos en funcién de un caracter determinado y después se muestrea cada grupo
aleatoriamente para obtener la parte proporcional de la muestra. En el caso de estudio cada
grupo se formé por los diferentes deshidratados presentes en la empresa (zapallo,
zanahoria y espinaca).

En el muestreo realizado se tomaron de cada producto deshidratado un total de
nueve muestras (tres para ser tratadas con una luz UV, tres para ser tratadas con dos luces
UV vy tres testigo) representativas del total de la partida, utilizando un saca-muestras y
bolsas de polietileno para su recoleccién y traslado. Luego las bolsas fueron selladas para
evitar posibles contaminaciones y se las rotulé para su identificacion y envio a laboratorio.

Teniendo en cuenta el tipo de hortaliza y tratamiento a aplicar, la codificacién del
producto se realiz6 de la siguiente manera:

Cuadro 7: Codificacién de las muestras

Tratamiento Cédigo de | Cddigo de
Producto ) .
con luz UV tratamiento | repeticiones
A
Testigo 1 B
C
A
Zapallo Dosis 1 2 B
C
A
Dosis 2 3 B
C
A
Testigo 4 B
C
A
Zanahoria Dosis 1 5 B
C
A
Dosis 2 6 B
C
A
Testigo 7 B
C
A
Espinaca Dosis 1 8 B
C
A
Dosis 2 9 B
C

2.2.  Aplicacion del tratamiento

Debido a la dificultad de poder medir la irradiancia de los tubos utilizados en el
ensayo (ya que no ha sido especificada por el fabricante y para medirla se requiere de
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equipos especiales), se tendra en cuenta el cuadro 2 en el cual se detallan los valores para
tubos de distinta intensidad.

Conociendo la distancia de la lampara al alimento (64 cm) y la potencia de la misma
(40 W) podriamos decir que la irradiancia de los tubos utilizados fue superior a 282 pW/cm?.
Este valor es el correspondiente para tubos de 36 W a 64 cm y sera tomado como referencia
en el ensayo, ya que se desconoce la irradiancia para tubos de 40 W.

Materiales:

- Lamparas de luz UV con las siguientes caracteristicas: 7171 El, 40 W, 220 V, 50 Hz
- Camara para aplicacion del tratamiento
- Ventilador
- Bolsas de polietileno
Método

Una vez recolectadas las muestras fueron sometidas a la accion de luz ultravioleta
germicida dentro de la cadmara de tratamiento la cual cuenta con un techo en el que se
encuentran las luces, paredes cubiertas de papel de aluminio para reflejar la luz y evitar
posibles pérdidas de radiacion y un piso mévil también forrado en papel aluminio.

Para el estudio se realizaron dos tipos de tratamiento: uno de ellos con una sola
lampara y el otro con dos, duplicando las dosis aplicadas en una primera instancia. El
tiempo de exposicion escogido, por factibilidad en la industria y segun la bibliografia
consultada fue de cinco minutos.

Para llevar a cabo el tratamiento se colocaron 300 g de cada muestra sobre el piso
de la camara esparcida uniformemente. En la puerta de entrada del producto se colocd un
ventilador para evitar la acumulacién de ozono en el interior de la camara, ya que este
absorbe parte de la radiacién y podria interferir en los resultados finales. Al terminar cada
tratamiento se coloco el producto en nuevas bolsas de polietileno y se desinfectd la cAmara
con algodones embebidos en alcohol para volver a colocar nuevo producto. Cada
tratamiento se realizé por triplicado.

Teniendo en cuenta la irradiancia de las lamparas y el tiempo de exposicién, las
dosis aplicadas fueron las siguientes:

D=1.t

D, = 282 pW/cm?. 300 s = 84.600 pWs/cm? = 84,6 mWs/cm?

D, = D; . 2 =84.600 pWs/cm? . 2 = 169.200 pWs/cm? = 169,2 mWs/cm?

Para facilitar la interpretacion y lectura de los datos, se aproximaran estos valores a
85 y 170 mWs/cm? respectivamente.

2.3. Determinacion microbiolégica

Se realiz6 el recuento de microorganismos aerobios mesdfilos y de levaduras vy
mohos mediante técnica Pour Plate utilizando agar para recuento en placa (APIl) y agar
levaduras y mohos respectivamente. El recuento de coliformes se realizé utilizando el
método de Numero Mas Probable (NMP) en Caldo Mac Conkey. En el anexo IV se puede
ver la ficha técnica y los procedimientos a seguir para la preparacion de los medios de
cultivo utilizados.

2.3.1. Microorganismos aerobios mesofilos

En este grupo se incluyen todos los microorganismos capaces de desarrollar en
presencia de oxigeno a una temperatura comprendida entre 20°C y 45°C con una Optima
entre 30°C y 40°C (ANMAT, 2014).

El recuento de microorganismos aerobios meséfilos estima la microbiota total sin
especificar tipos de microorganismos. Refleja las condiciones higiénicas de la materia prima,
asi como las mismas durante la manipulacion, la elaboracion y conservacion. Un recuento
bajo de aerobios mesdfilos no implica o no asegura la ausencia de patégenos o sus toxinas,
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de la misma manera un recuento elevado no significa presencia de microorganismos
patégenos (Pascual-Anderson y Calderén, 2000).

Materiales

- Diluciones de muestra

- Cajas de Petri estériles

- Pipetas de 1 ml estériles

- Estufadea28°C

- Agar para recuento en placa (API) fundido y enfriado a 45 °C

Método

El recuento se realizo por la técnica Pour Plate. Para ello se sembr6 en cajas de Petri
estériles 1ml de las siguientes diluciones (obtenidas segun el procedimiento indicado en el
anexo V):

- Zapallo: 107, 10%y 10°®
- Zanahoria: 102, 10%y 10™
- Espinaca: 10*, 10°y 10°

Luego se afadieron aproximadamente 20 ml de Agar API previamente fundido y
enfriado a 45 °C, se homogeneizaron con movimientos circulares hacia ambos sentidos y
luego de 15 minutos se incubaron en estufa a 28 °C durante 24 - 48 h.

El recuento se realiz6 en aquellas placas que tenian entre 30 y 300 colonias. El
resultado se expreso en ufc/g.

2.3.2. Levaduras y mohos

La contaminacién fungica de un alimento deshidratado tiene gran importancia, no
sélo por su accion alterante que disminuye las caracteristicas organolépticas propias de las
materias primas y productos manufacturados, sino también por la capacidad de algunos
hongos para sintetizar gran variedad de micotoxinas, provocar infecciones e incluso,
reacciones alérgicas en personas hipersensibles a los antigenos flngicos. Por estos
motivos, para conocer la calidad microbioldgica de un producto deshidratado es pertinente
realizar un recuento de hongos y levaduras (ANMAT, 2014).

Materiales

- Muestras preparadas

- Cajas de Petri estériles

- Pipetas de 1 ml estériles

- Estufadea28°C

- Agar para Levaduras y Mohos fundido y enfriado a 45°C

Método

El recuento se realizé por la técnica Pour Plate. En el caso de levaduras y mohos se
sembré 1 ml de las diluciones 10, 10% y 107 (ver anexo V) de cada muestra en placas de
Petri estériles. Luego se afiadieron aproximadamente 20 ml de Agar para Levaduras y
Mohos previamente fundido y enfriado a 45 °C, se homogeneizaron las placas con
movimientos circulares hacia ambos sentidos y se dejaron reposar 15 minutos. Por ultimo se
incubaron en estufa a 28 °C durante una semana.

El recuento se realiz6 en aquellas placas que tenian entre 30 y 300 colonias. El
resultado se expreso en ufc/g.

2.3.3. Coliformes totales

Las bacterias del grupo coliformes se definen como: bacilos cortos, Gram negativos,
anaerobios facultativos, no esporulados, que fermentan la lactosa a 35 °C en menos de
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48 h, con produccion de &cido y gas. Incluye los géneros: Escherichia, Enterobacter,
Klebsiella y Citrobacter (Pascual-Anderson y Calderén, 2000).

Se consideran un excelente indicador de la eficiencia de los procesos de sanitizacion
y desinfeccion, asi como de calidad sanitaria en diversos productos.

Materiales

- Muestras preparadas

- Tubos de ensayo con caldo Mac Conkey simple concentracion y campanas de
Durham

- Gradillas

- Pipetas estériles de 1 ml

- Estufa de cultivo a 37 °C

Método

Para el recuento de coliformes totales se llevo a cabo el método de NUmero Mas
Probable (NMP), para lo cual se prepararon 3 series de 3 tubos cada una con 9 ml de caldo
Mac Conkey con campana de Durham.

Como indica la figura 3, se afiadié 1ml de las diluciones 10, 102y 10 (ver anexo V)
a cada tubo de cada serie, los cuales se incubaron a 37 °C durante 24-48 h. Transcurrido el
tiempo de incubacién se conté la cantidad de tubos positivos por dilucién, para esto se tuvo
en cuenta el cambio de color del medio (de violeta a amarillo), desarrollo de turbidez y
produccion de gas.

1ml dil 10 1l ol 1072 1ml dil 107

~

3l caldo Mac
Conkey

Figura 3: Técnica de NMP para recuento de coliformes totales

Teniendo en cuenta el siguiente cuadro se obtuvo el valor de NMP segun la cantidad
de tubos positivos.
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Cuadro 8: Numero més probable (NMP) de bacterias; tres tubos por cada dilucion

_ . Tupos pf)Sltl\{;)s - | NMP/g
Dilucién 10 Dilucién 10 Dilucién 10
0 1 0 3
1 0 0 4
1 0 1 7
1 1 0 7
1 2 0 11
2 0 0 9
2 0 1 14
2 1 0 15
2 1 1 20
2 2 0 21
3 0 0 23
3 0 1 40
3 1 0 40
3 1 1 70
3 2 0 90
3 2 1 150
3 2 2 210
3 3 0 200
3 3 1 500
3 3 2 1100

Fuente: International Commission on Microbiological Specifications for Foods, 2000.
2.3.4. Coliformes termotolerantes

Dentro del grupo coliformes, los de origen fecal son capaces de fermentar la lactosa
también a 44,5 °C. Indican probable contaminacion con heces de animales.

Materiales

- Tubos positivos para coliformes totales

- Asaen arito

- Tubos con caldo BRILLA y campana de Durham
- Bafo Maria a 45°C

Método

De los tubos que dieron resultados positivos en el recuento de coliformes totales se
tomaron 2 ansadas y se sembraron en tubos con caldo BRILLA y campana de Durham.
Luego se colocaron en Bafio Maria a 45 °C durante 24-48 h.

Los tubos que presentaron desarrollo de turbidez y produccion de gas se
consideraron positivos para el crecimiento de coliformes termotolerantes y se prosiguié a
determinar la posible presencia de Escherichia coli.

2.3.5. Escherichia coli

Se considera indicador de contaminacion fecal reciente, humana o animal en
productos como agua embotellada, leche y jugos, alimentos infantiles y alimentos
procesados en general. Se caracteriza por ser un microorganismo coliforme termotolerante
(fermenta lactosa a 44.5 °C) que produce indol a partir de triptofano y produce B-
glucuronidasa.

Materiales
- Tubos positivos para coliformes termotolerantes
- Ansa acodada

- Cajas de Petri con Agar eosina azul de metileno
- Estufaa 37 °C
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Método

A partir de los tubos que dieron positivo en la prueba de coliformes termotolerantes
se tomd una ansada y se sembro por estrias en Agar Eosina Azul de Metileno. Las placas
se dejaron reposar unos minutos y luego fueron incubadas a 37 °C durante 24 a 48 h.
Transcurrido el tiempo de incubacion se observé la presencia de colonias tipicas (colonias
verdosas con brillo metalico y centro negro azulado). Al constatar la presencia de colonias
tipicas se realizaron las pruebas IMViC.

2.3.5.1. Puebas IMVIC

Para poder confirmar la presencia de E. coli se realizaron las siguientes
determinaciones: Indol, Rojo de metilo, Voges-Proskauer y Citrato. El fundamento de cada
determinacion se detalla a continuacion:

- Indol: Determina si la bacteria posee enzima triptofanasa, la cual hidroliza el
triptéfano a indol y alanina. El indol se detecta empleando reactivo de Kovacs. Un
anillo rosa-rojizo en la superficie indica un resultado positivo.

- Rojo de Metilo: Detecta la fermentacion &cido-mixta. La cantidad de &cidos que se
forman durante esta fermentacion disminuye el pH del medio por debajo de 4,5
produciendo el viraje del indicador (rojo de metilo) de amatrillo a rojo.

- Voges — Proskauer: Detecta la fermentacion butanodidlica. En esta determinacion se
detecta la presencia de un precursor del butanodiol, la acetoina. Esta reaccién se ve
favorecida en medio alcalino y en presencia de oxigeno. En un resultado negativo no
se produce cambio de color y en uno positivo aparece un color rosa a carmesi.

- Citrato (segun Simmons): Determina la utilizacién de citrato como Unica fuente de
carbono. La degradacion del citrato por los microorganismos da lugar a la
alcalinizacién del medio de cultivo, que se evidencia por un viraje del verde al azul
oscuro del azul de bromotimol presente en el medio.

El resultado de este test se expresa mediante el simbolo positivo o negativo segun el
resultado de cada prueba, siguiendo siempre el orden establecido por las iniciales del
método. Asi por ejemplo, el IMVIC de la bacteria E. coli es +/- + - - (Catedra de
microbiologia, 2012).

2.4, Determinacion de color

El color corresponde a una percepcion e interpretacién subjetiva. Dos personas
mirando un mismo objeto pueden usar puntos de referencia distintos y expresar el mismo
color con una gran variedad de palabras diferentes. Para evitar esto y asegurar que una
muestra cumpla con el estandar, el color debe ser expresado en términos numéricos y
objetivos.

El espacio de color L*a*b* fue modelado en base a una teoria de color oponente que
establece que dos colores no pueden ser rojo y verde o amarillo y azul al mismo tiempo, tal

como lo indica la figura 4. En este espacio “L” indica la luminosidad y “a” y “b” son las
coordenadas crométicas.
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Negro

Figura 4: Espacio de color CIE Lab.
Fuente: Konica Minolta. 2014.

Materiales

- Muestras
- Scanner
- Programa Corel Photo Paint 8

Método

El estudio se realizé utilizando la técnica de medicion por captacion de imagen digital
con PC + Scanner. Para ello se escanearon las muestras utilizando la cantidad necesaria
para cubrir el area de una hoja A4 aproximadamente.

Una vez obtenido el perfil de referencia se obtuvieron las lecturas de las imagenes,
normalizadas en 200 pixeles en RGB y transformadas a coordenadas L, a, b con el software
COREL PHOTO PAINT 8 de Microsoft. EI programa permite obtener los histogramas
correspondientes para: Luminosidad (I), coloracion de verde a rojo (a), coloracion de azul a
amatrillo (b).

2.5. Analisis Estadistico

Se utiliza el Analisis de la varianza para tratar los datos de recuentos microbiolégicos
y de color. Este analisis permite probar si mas de dos medias poblacionales son iguales.
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3. RESULTADOS
3.1. Determinacion microbiolégica

Finalizada la incubacién de las muestras a las temperaturas y tiempos indicados en
el inciso 2.3 se procedi6 al recuento de los microorganismos correspondientes.

3.1.1. Zapallo en cubos
3.1.1.1. Aerobios mesoéfilos

En la siguiente figura se muestran los resultados de dos placas con crecimiento de
aerobios mesdfilos en muestras de zapallo.

Figura 5: Placas con crecimiento de aerobios mesofilos.

Los resultados obtenidos en el recuento de aerobios mesofilos en zapallo son
presentados en el siguiente cuadro.

Cuadro 9: Recuento de aerobios meséfilos en muestras de zapallo

Dosis Muestra rﬁgrs%?illc:)ss Log N x Log N
(ufc/g) (ufclg) (ufc/g)
1A 4,1x10° 3,61
Testigo 1B 4,4x10° 3,64 3,62
1C 4,1x10° 3,61
2A 2,7x10° 3,43
85 mWs/cm? 2B 4,7x10° 3,67 3,47
2C 2,1x10° 3,32
3A 2,7x10° 3,44
170 mWs/cm? 3B 1,3x10° 3,13 3,31
3C 2,3x10° 3,37

Como se puede observar en el cuadro 9, los recuentos se encuentran todos debajo
del limite de 5x10* mencionado en el cuadro 6.

El ADEVA indica que las medias poblacionales son estadisticamente iguales (p-valor
mayor al nivel de significancia de 0,05), o sea que los recuentos de aerobios mesofilos seran
iguales sin importar el tratamiento aplicado (ver anexo V).

En la figura 6 se puede observar la escasa variabilidad que existe entre las medias
de los diferentes tratamientos, produciéndose una disminucion de tan solo 0,15 Log al
irradiar muestras de zapallo con una dosis de 85 mWs/cm? mientras que al irradiar este
mismo producto con 170 mWs/cm? la disminucién es de 0,31 Log.
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Figura 6: Gréfico de barras para la media del Log de aerobios mesdfilos en zapallo

En base a los resultados obtenidos se puede decir que la disminucién en el recuento
de aerobios mesofilos en zapallo debida a la irradiacién con dosis de luz ultravioleta de 85 y
170 mWs/cm2 no es significativa. Ademas no se puede asegurar el cumplimiento de la
hip6tesis en esta determinacién, ya que los valores siempre se encontraron por debajo del
limite.

3.1.1.2. Levaduras y mohos

En el caso de levaduras y mohos la mayoria de los recuentos fueron tomados de
diluciones 10 ya que el crecimiento fue escaso en esta dilucién y nulo en las siguientes, tal
como se muestra en la figura 7.

Figura 7: Crecimiento de levaduras y mohos en placa 1a dilucién 10

Los resultados obtenidos respecto al nimero de levaduras y mohos en zapallo son
presentados en el cuadro 10.
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Cuadro 10: Recuento de levaduras y mohos en muestras de zapallo

Dosis Muestra Le\rlr?g#gzs Y LOQ N X Log N
(ufclg) (ufc/g) (ufc/g)
1A 4x10" 1,60
Testigo 1B 5 x10" 1,70 1,67
1C 5 x10" 1,70
2A 1,6x10° 2,20
85 mWs/cm? 2B 2,3 x10° 2,36 2,25
2C 1,5 x10° 2,18
3A 6 x10* 1,78
170 mWs/cm? 3B 4 x10* 1,60 1,66
3C 4 x10" 1,60

Al igual que para los recuentos de aerobios mesdfilos, los de levaduras y mohos
también se encuentran debajo de su limite maximo de 1x103,

El ADEVA para levaduras y mohos indica que existe al menos una media poblacional
estadisticamente diferente (p-valor menor al nivel de significancia de 0,05), o sea que los
recuentos difieren segun el tratamiento. El Test de Tukey indica que la muestra cuya media
es diferente es aquella irradiada con dosis de 85 mWs/cm2 (ver anexo VI).

En la figura 8 se puede ver que los recuentos de las muestras irradiadas con dosis de

85 mWs/cm? fueron siempre mayores a los de las muestras testigos, mientras que al aplicar
dosis de 170 mWs/cm? no se observaron cambios significativos.

3,00

2,50

2,25
2,00+
1,67 1,66
1,504
1,00
0,501
0,00 1
0 85 170

Dosis

logN

Figura 8: Gréfico de barras para la media del Log de levaduras y mohos en zapallo

Segun datos aportados por la empresa, los recuentos de cada muestra se
encuentran dentro de los valores normalmente obtenidos, incluso aquellos pertenecientes a
muestras irradiadas con 85 mWs/cm?, por lo que podria pensarse que la variacién de los
datos ha sido causa de la toma de muestra aleatoria ya que seria poco probable una
contaminacion que afectara de igual forma a las tres muestras irradiadas con dosis
menores.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos se podria decir que la radiaciéon UV no
cumplié con los efectos esperados sobre levaduras y mohos en zapallo ya que no hubo una
disminucion en los recuentos. En este estudio no se puede asegurar el cumplimiento de la
hipotesis ya que todos los resultados fueron siempre inferiores al limite maximo permitido.
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3.1.1.3. Coliformes

Respecto al recuento de coliformes totales la mayoria de los tubos sembrados no
presentaron cambios, quedando el medio de color violeta caracteristico, sin formacion de
precipitado, gas ni turbidez. Solo dos tubos dieron resultados sospechosos ya que
presentaron cambio de color a amarillo y una leve produccién de gas, por lo que se procedié
a sembrar los tubos sospechosos nuevamente en caldo MacConkey para confirmar
presencia de coliformes y en caldo BRILLA para descartar o comprobar presencia de
termotolerantes segun procedimientos descriptos en los puntos 2.3.3y 2.3.4.

Luego de las 48 h de incubacién no se observaron cambio en ambas series de tubos
sembrados, tanto en MacConkey a 37°C para coliformes totales como en BRILLA a 44,5 °C
para termotolerantes. Por lo que el resultado se expresa como numero de Coliformes
Totales < 3 NMP/g, que es el limite de deteccién de la técnica.

En las siguientes figuras se puede apreciar los resultados obtenidos para el analisis
de coliformes totales.

-

Figura 10: Tubos sospechosos de coliformes totales

Los resultados obtenidos en el recuento son presentados en el siguiente cuadro.

Cuadro 11: Recuento de Coliformes totales en muestras de zapallo

Dosis Muestra C?&';ﬁ;gis

1A <3

Testigo 1B <3
1C <3

2A <3

85 mWs/cm? 2B <3
2C <3

3A <3

170 mWs/cm? 3B <3
3C <3
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Al igual que para las determinaciones anteriores, estos valores son inferiores al limite
especificado (1x10°).

Debido a que no hubo crecimiento en ninguna de las muestras, no se puede decir si
la irradiacion de zapallo con luz UV es efectiva contra el desarrollo de coliformes totales,
termotolerantes y Escherichia coli. Tampoco se puede asegurar el cumplimiento de la
hipotesis.

3.1.2. Zanahoria en escamas
3.1.2.1. Aerobios mesoéfilos

En la figura 11 se puede observar tres cajas con crecimiento de aerobios mesofilos,
correspondientes a las diluciones 10, 10° y 10™ de muestras de zanahoria tratadas con
una dosis de 85 mWs/cm?.

Figura 11: Crecimiento de aerobios mesofilos en muestras de zanahoria

Los resultados obtenidos en los recuentos de cada muestra son detallados en el
siguiente cuadro.

Cuadro 12: Recuento de aerobios mesdéfilos en muestras de zanahoria

_ Aerqb_ios % Log N
Dosis Muestra m(eusle;gg)s Log N (ufc/g) (ufclg)
4A 4,4x10° 5,64
Testigo 4B 6,8x10° 5,83 5,23
4C 1,6x10* 4,20
5A 1,1x10° 5,03
85 mWs/cm? 5B 3,1x10" 4,50 4,61
5C 2x10* 4,29
6A 3,1x10* 4,49
170 mWs/cm? 6B 2,4x10* 4,38 4,46
6C 3,3x10" 4,52

En el cuadro 12 se puede ver que dos de los recuentos de las muestras testigo
superaron el limite de 5x10% al igual que el recuento de la muestra 5A, irradiada con
85 mWs/cm?.

El ADEVA indica que las medias poblacionales son estadisticamente iguales, ya que
el p-valor es mayor al nivel de significancia de 0,05, por lo que los recuentos de aerobios
mesofilos seran iguales independientemente del tratamiento aplicado (ver anexo VII). Sin
embargo, como se puede observar en la figura 12, al irradiar las muestras con dosis de 85 y
170 mWs/cm2 se produce una disminucion en los recuentos de 0,62 y 0,77 log
respectivamente.

Aungue en el tratamiento con dosis de 85 mWs/cm2 la barra de error sobrepasa el
limite méximo, al aplicar mayores dosis se puede ver que se reducen los recuentos por
debajo del mismo. En este Ultimo caso podemos decir que se ha cumplido con la hipétesis
propuesta, ya que al irradiarse las muestras de zapallo con 170 mWs/cm2 los recuentos
fueron menores al maximo permitido.
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Figura 12: Gréfico de barras para la media del Log de aerobios meséfilos en zanahoria
3.1.2.2. Levaduras y mohos

Los recuentos de levaduras y mohos en zanahoria fueron algo superiores a los de
zapallo. En algunos casos se pudo contar facilmente mientras que en otros, debido a la
invasion de hongos en la placa, el recuento se dificulté y se prosiguié a contar en la dilucién
siguiente. La figura 13 muestra lo explicado anteriormente.

Figura 13: Placa 4c con crecimiento de levaduras y mohos y placa 6¢ invadida.

En el siguiente cuadro se detallan los recuentos obtenidos para las distintas
muestras.

Cuadro 13: Recuento de levaduras y mohos en muestras de zanahoria

_ Levaduras y % Log N
Dosis Muestra rgjcf)(r:l/cg)s Log N (ufc/g) (ufclg)
4A 1,2x10° 3,07
Testigo 4B 1,3x10° 3,10 2,97
4C 5,5x10° 2,74
5A 1,2x10° 3,08
85 mWs/cm? 5B 5,4x10° 2,73 2,81
5C 4,1x10? 2,61
6A 4,5x10° 2,65
170 mWs/cm? 6B 1,1x10° 3,03 2,84
6C 6,7x10° 2,83

Como se puede observar en el grafico 13, las muestras 4A, 4B, 5A y 6B superan el
limite m&ximo de recuentos para levaduras y mohos indicado en el cuadro 6.
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Teniendo en cuenta los resultados del ADEVA para levaduras y mohos en zanahoria
(anexo VII), se puede decir que las medias poblacionales son estadisticamente iguales, por
lo que los recuentos seran iguales sin importar el tratamiento aplicado. Sin embargo, en la
figura 14 se puede observar que el valor de las muestras testigo se encuentra muy cercano
al limite y que su barra de error sobrepasa el mismo, lo que indica que es posible obtener
recuentos por encima de éste; en cambio, las muestras irradiadas presentaron una leve
disminucion, permitiendo asi reducir los recuentos por debajo del limite maximo permitido y
confirmando la hipétesis propuesta.

En este caso en particular no se observa variacion entre ambos tratamientos.
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Figura 14: Gréfico de barras para la media del Log de levaduras y mohos en zanahoria
3.1.2.3. Coliformes totales

Una vez que se cumplieron los tiempos de incubacién de los tubos con caldo Mac
Conkey se pudo observar que casi la totalidad de ellos presentaban un viraje en el color del
medio de violeta caracteristico a amarillo, aunque no en todos hubo produccién de gas y por
lo tanto se consideraron como negativos. La figura 15 muestra dos tubos con cambio de
color del medio, uno de ellos con acumulacién de gas en la campana de Durham y otro sin.

FTEY

o~

Figura 15: Tubos con desarrollo de microorganismos en caldo Mac Conkey

Los tubos que dieron un resultado positivo se utilizaron para inocular tubos con caldo
BRILLA para saber si el crecimiento era debido a coliformes termotolerantes. Finalmente los
resultados dieron negativo.

El siguiente cuadro contiene los resultados obtenidos.
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Cuadro 14: Recuento de coliformes totales en muestras de zanahoria

; Coliformes Log N X Log N
Dosis Muestra (NMP/g) (ufg/g) (ufc/g)
4A 1100 3,04
Testigo 4B 1100 3,04 3,04
4C 1100 3,04
5A 1100 3,04
85 mWs/cm? 5B 500 2,70 2,81
5C 500 2,70
6A 4 0,60
170 mWs/cm? 6B 4 0,60 0,60
6C 4 0,60

En el cuadro 14 se puede observar que los recuentos de las muestras testigo fueron
superiores al limite especificado (1x10°) y que disminuyeron al irradiar las muestras de
zanahoria con dosis de 85y 170 mWs/cm?.

El ADEVA realizado demuestra que las medias poblacionales son estadisticamente
diferentes, ya que el p-valor es menor que el nivel de significancia de 0,05, lo que quiere
decir que al menos uno de los tratamientos ha sido efectivo en la disminucién de los
recuentos de coliformes totales en zanahoria. El Test de Tukey indica que la muestra
diferente es la irradiada con dosis de 170 mWs/cm2 (ver anexo VII).

En la figura 16 se observa una disminucion de 0,23 log en muestras irradiadas con
85 mWs/cm? y de 2,44 log en aquellas irradiadas con dosis de 170 mWs/cm? de luz
ultravioleta, hecho que demuestra que el tratamiento es efectivo en la reduccion de
coliformes totales, siendo mucho mayor la efectividad al aplicar el doble de la dosis inicial.
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Figura 16: Gréfico de barras para la media del Log de coliformes totales en zanahoria

En este caso se cumple con la hipétesis propuesta, ya que se logré reducir los
recuentos por debajo del limite de especificacion en ambos tratamientos.

3.1.3.
3.1.3.1.

Espinaca
Aerobios mesoéfilos

Los resultados obtenidos en el recuento de aerobios mesofilos en espinaca son
detallados en el cuadro 15.
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Cuadro 15: Recuento de aerobios mesofilos en muestras de espinaca

Dosis Muestra rﬁirs%?illzss Log N xLogN
(ufclg) (ufc/g) (ufc/g)
7A 3,2x10° 5,51
Testigo 7B 8,8 x10° 5,94 5,75
7C 6,3 x10° 5,80
8A 5 x10° 5,70
85 mWs/cm? 8B 5,5 x10° 5,74 5,73
8C 5,8 x10° 5,76
9A 8 x10* 4,90
170 mWs/cm? 9B 3 x10* 4,48 4,69
aC 5 x10* 4,70

En el cuadro 15 se puede ver que los recuentos de dos muestras testigo y de las
muestras irradiadas con dosis de 85 mWs/cm? fueron superiores al limite especificado
(5x10°) y que éstos se redujeron en el segundo tratamiento.

El ADEVA permite decir que existe al menos una media poblacional diferente ya que
el p-valor es menor que el nivel de significancia de 0,05, lo que quiere decir que existe al
menos un tratamiento eficiente en la disminucién de los recuentos. El test de Tukey indica
gue la muestra diferente es la irradiada con dosis de 170 mWs/cm2 (ver anexo VIII).

En la siguiente figura se representan los datos obtenidos para el recuento de
aerobios mesdfilos en espinaca.
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Figura 17: Gréfico de barras para la media del Log de aerobios mesdfilos en espinaca

En la figura 17 se puede observar que al irradiar muestras de espinaca con dosis de
85 mWs/cm? se produce una disminucién de 0,02 log en el recuento de microorganismos
aerobios meso6filos, mientras que una dosis de 170 mWs/cm? ocasiona una reduccion de
1,06 log por lo que con dosis mayores se logra reducir los recuentos a un nivel inferior al
limite de especificacion.

En la irradiacion de espinaca en polvo, la hipotesis propuesta se cumple al aplicar
dosis de 170 mWs/cm?®.

3.1.3.2. Levaduras y mohos

En el cuadro 16 se especifican los valores obtenidos en recuentos de levaduras y
mohos en muestras de espinaca.
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Cuadro 16: Recuento de levaduras y mohos en espinaca

Dosis Muestra Le\rﬁg#gzs Y Log N xLogN
(ufclg) (ufc/g) (ufc/g)
7A 1 x10* 4,02
Testigo 7B 7,3 x10* 4,86 4,52
7C 4,7 x10* 4,67
8A 1,2 x10* 4,08
85 mWs/cm? 8B 1,5 x10* 4,18 4,17
8C 1,8 x10* 4,26
9A 1 x10* 4,01
170 mwWs/cm? 9B 1,2 x10* 4,10 4,05
9C 1,1 x10* 4,03

Al observar cada uno de los recuentos se puede ver que todos ellos han sido
superiores al limite méaximo especificado en el cuadro 6 (1x103).

Recuentos tan elevados son poco usuales en alimentos deshidratados y estos
valores pueden indicar una deshidrataciébn incompleta o una mala conservacion del
producto, lo que pudo llevar a un aumento en la humedad del mismo y por lo tanto, al
desarrollo de este tipo de microorganismos.

El ADEVA (ver anexo VIII) realizado sobre levaduras y mohos indica que no existe
diferencia estadistica entre las medias poblacionales al aplicar diferentes dosis de radiacion
ultravioleta, por lo que los recuentos seran iguales en cada tratamiento. No obstante en la
figura 18 se puede ver que los recuentos disminuyen en un valor de 0,45 log al irradiar
muestras de espinaca con dosis de 85 mWs/cm2 y que al duplicar esta dosis la reduccién es
de 0,47 log.

Por lo tanto ambos tratamientos son efectivos en la disminucion de recuentos de
levaduras y mohos en espinaca en polvo, aungue las dosis utilizadas no han sido suficientes
para disminuir los recuentos por debajo del limite maximo, por lo tanto la hipotesis no se
cumple en este caso.
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Figura 18: Gréfico de barras para la media del Log de levaduras y mohos en espinaca
3.1.3.3. Coliformes totales

En la determinacion de coliformes totales en espinaca en polvo solo dos tubos dieron
resultado positivo, los cuales fueron sembrados en tubos con caldo BRILLA. Luego ambos
tubos también dieron un resultado positivo, confirmando la presencia de coliformes
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termotolerantes, por lo que se prosiguié a sembrar por estrias en placas con Agar eosina
azul de metileno para saber si se trataba de Escherichia coli.

Una vez cumplido el tiempo de incubacion necesario se pudo observar el crecimiento
de colonias tipicas en ambas placas, siendo éstas de color verdosas con brillo metélico y
centro negro azulado, como lo muestra la figura 19. Luego se tomd una colonia para
preparar una suspension y realizar las pruebas IMViC.

Los resultados obtenidos fueron: + - - +. Por lo tanto se descarta la presencia de E.
coli.

Figura 19: Placa con colonias tipicas de E. coli

En el cuadro 17 se expresan los resultados de la determinacion de coliformes totales
en espinaca en polvo.

Cuadro 17: Recuento de coliformes totales en muestras de espinaca

Dosis Muestra Coliformes Promedio
(NMP/g) (NMP/g)
TA <3
Testigo 7B <3 <3
7C <3
8A <3
85 mWs/cm?® 8B 7 433
8C <3
9A <3
170 mwWs/cm? 9B <3 <3
aC <3

Como se puede observar todos los recuentos fueron inferiores al limite de
especificacion de 1x10°. Aunque se logra advertir una pequefia variacién de los recuentos
en el primer tratamiento, esta se mantiene cercana a los valores inferiores.

En este caso no se puede decir si la irradiacién de zanahoria con dosis de 85y 170
mWs/cm? de luz ultravioleta es efectiva en la disminucién de coliformes totales. Por lo tanto
tampoco se puede asegurar el cumplimiento de la hipétesis propuesta.

3.2. Resultados de la determinacién de color

En el Anexo IX se puede observar de qué forma se obtuvieron los valores “L —a —b”
en el programa Corel Photo Paint 8 de Microsoft, los cuales seran detallados a continuacion
para cada producto analizado.

3.2.1.

Los valores arrojados por el programa Corel Photo Paint 8 para muestras de zapallo
sin tratar y muestras irradiadas con 85 y 170 mWs/cm? son detallados en el siguiente
cuadro.

Zapallo
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Cuadro 18: Resultado de determinaciones de color en muestras de zapallo

Parametro | Tratamiento | Muestra Me_dla Prome_dlo
(X) deX
1A 2,05
Testigo 1B 7,85 6,10
1C 8,41
2A 5,15
L 85 mWs/cm? 2B 6,80 4,68
2C 2,08
170 3A 8,29
mwWs/cm? 3B 2,04 4,25
3C 2,42
1A 27,22
Testigo 1B 26,45 26,69
1C 26,40
2A 26,79
a 85 mWs/cm? 2B 26,15 26,60
2C 26,86
170 3A 25,43
mwWs/cm? 3B 26,65 26,09
3C 26,20
1A 41,21
Testigo 1B 43,33 42,49
1C 42,94
2A 42,23
b 85 mWs/cm? 2B 41,81 41,81
2C 41,40
3A 42,10
mV\g/(():mz 3B 41,43 41,47
3C 40,89

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el ADEVA realizado a los tres
pardmetros (L-a-b), se puede decir que las medias poblacionales son estadisticamente
iguales al ser el p-valor mayor al nivel de significancia de 0,05, o sea que los valores seran
iguales sin importar el tratamiento aplicado (ver anexo VI). Aunque en la figura 21 se
observa una disminucion en los valores de luminosidad de 6,1 a 4,68 y a 4,25 al aplicar
dosis de 85 mWs/cm? y 170 mWs/cm? respectivamente.
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Figura 20: Gréfico de barras para el pardmetro “L” en muestras de zapallo
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Aunque estos cambios no se aprecian con facilidad a simple vista, tal como lo
demuestra la figura 21, en la cual se comparan imagenes de una muestra testigo que posee
un alto valor de “L” (mayor luminosidad) y de una muestra irradiada con un bajo valor de “L”
(menor luminosidad).

Figura 21: Muestra testigo 1C en comparacion con muestra irradiada 3B

Por lo tanto se considera que los cambios detectados en el parametro “L” han sido
causados por la variabilidad del producto en si y no por el tratamiento aplicado, ya que al
tratarse de un producto en cubos, se produjeron sombras en el escaneado del mismo, las
cuales disminuyen la luminosidad. Ademas de las sombras, la presencia de mas o menos
semillas también puede afectar la medicion del parametro “L”, produciendo un aumento del
mismo al haber mayor cantidad de semillas o partes blancas.

Continuando con el andlisis de color en muestras de zapallo, se puede observar en
las figuras 22 y 23 los resultados de los parametros “a” y “b”.
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Figura 22: Gréfico de barras para el pardmetro “a” en muestras de zapallo
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Figura 23: Gréfico de barras para el parametro “b” en muestras de zapallo

En los dos gréaficos anteriores se pone de manifiesto que al irradiar muestras de
zapallo en cubos con dosis de 85 y 170 mWs/cm? no se producen cambios significativos en
los parametros de color “a” y “b”.

A modo de conclusion se puede decir que la irradiaciéon de muestras de zapallo en
cubo deshidratado con dosis de luz UV estudiadas no produce modificaciones en la
coloracién del producto, cumpliéndose de esta manera la hipétesis propuesta.

3.2.2. Zanahoria

En el cuadro 19 se indican los valores de los parametros “L”, “a” y “b” de muestras de
zanahoria deshidratada irradiada y sin irradiar.

Cuadro 19: Resultado de determinaciones de color en muestras de zanahoria

Parametro | Tratamiento | Muestra Me_d|a Prome_dlo
(X) de X
4A 16,06
Testigo 4B 14,04 14,43
4C 13,18
5A 13,06
L 85 mWs/cm? 5B 18,86 15,47
5C 14,50
6A 13,97
mV\}Z/(():mz 6B 19,35 14,79
6C 11,04
4A 27,45
Testigo 4B 27,31 27,35
4C 27,29
5A 28,14
a 85 mWs/cm? 5B 26,65 27,60
5C 28,01
6A 27,95
mV\Z/C():mZ 6B 26,24 27,46
6C 28,19
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Continuacién cuadrol19

4A 36,77
Testigo 4B 35,41 37,15
4C 39,28
5A 37,78
b 85 mWs/cm? 5B 36,31 37,82
5C 39,36
6A 37,23
mv\]/';?:mz 6B 38,90 38,35
6C 38,93

El ADEVA de los tres parametros (L-a-b) indica que no existe diferencia estadistica
entre las medias poblacionales (p-valor mayor al nivel de significancia de 0,05), por lo que
los valores serén iguales sin importar el tratamiento aplicado (ver anexo VII).

En la figura 24 se aprecia un aumento en la luminosidad de zanahoria de 14,43 a
15,47 al ser irradiada con dosis de luz UV de 85 mWs/cm? mientras que para dosis de
170 mWs/cm?la variacion es de tan solo 0,36 unidades.
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Figura 24: Gréfico de barras para el pardmetro “L” en muestras de zanahoria

En la figura 26 se puede ver que al comparar la muestra testigo 4A, la cual posee un
valor de luminosidad alto (16,06) con la muestra irradiada 6B que arrojé el mas alto valor de
“L” (19,35), el cambio de color no es evidente. Esta comparacion se realiza para demostrar
gue una variacién de 3 unidades en el parametro “L” no es perceptible y que es normal la
aparicion de valores altos también en muestras testigos, causados por variaciones propias
del producto. Por ejemplo, puede haber partidas de mayor cantidad de zanahorias con
centro blanquecino, lo cual aumentaria la luminosidad.
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Figura 25: Comparacion de muestras 4A 'y 6B.

Se puede concluir entonces que la radiacion ultravioleta no ejerce efectos
significativos sobre la luminosidad de muestras de zanahoria en escamas deshidratada.

En las figuras 26 y 27 se puede observar los efectos producidos por la radiacién
sobre los parametros “a” y “b”.
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Figura 26: Gréfico de barras para el parAmetro “a” en muestras de zanahoria
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Figura 27: Gréfico de barras para el pardmetro “b” en muestras de zanahoria
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En la figura 26 se puede ver que no hay variaciones significativas entre muestras
testigos e irradiadas con 85 y 170 mWs/cm? en cuanto al parametro “a”.

En la figura 27 respecto al parametro “b” se observa un ligero incremento en sus
valores al aumentar las dosis de luz UV. Si bien esta variacion es pequefia y puede
considerarse como no significativa.

Como conclusiéon se puede decir que la irradiacion de muestras de zanahoria en
escamas con dosis de luz UV de 85y 170 mWs/cm? no afecta de forma significativa el color
del producto y por lo tanto se cumple la hipétesis ya que no hay desvalorizacién del mismo.

3.2.3. Espinaca

En el siguiente cuadro se pueden observar los valores de los parametros L-a-b
obtenidos para muestras de espinaca en polvo.

Cuadro 20: Resultado de determinaciones de color en muestras de espinaca

Parametro | Tratamiento | Muestra Me_dla Prome_dlo
(X) de X
A 46,15
Testigo 7B 42,02 43,40
7C 42,02
8A 29,24
L 85 mWs/cm? 8B 39,55 35,97
8C 39,12
9A 39,56
mV\}Z/?:mz 9B 42,98 40,39
9C 38,62
TA -11,77
Testigo 7B -11,31 -11,53
7C -11,52
8A -10,57
a 85 mWs/cm? 8B -11,17 -10,90
8C -10,97
9A -11,14
mV\]/-Z/(():mZ 9B -11,43 -11,13
9C -10,83
A 41,37
Testigo 7B 40,96 41,19
7C 41,25
8A 42,99
b 85 mWs/cm? 8B 41,99 42,04
8C 41,15
9A 41,63
mV\Z/c():mz 9B 40,81 41,02
9C 40,61

En el cuadro 20 se puede observar que la muestra 8A arrojo un valor de “L” 10
unidades menor que las otras dos muestras, aunque a simple vista este cambio no es
evidente. Por lo que se puede decir que esta disminucién ha sido causada por una variacion
en la iluminacion del scanner.

El ADEVA realizado a los tres parametros (L-a-b) indica que las medias
poblacionales son estadisticamente iguales, ya que el p-valor es mayor al nivel de
significancia de 0,05, lo que quiere decir que los valores seran iguales sin importar el
tratamiento aplicado (ver anexo VIII).

En el siguiente grafico se representan los promedios de los valores obtenidos para el
parametro “L”.
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Figura 28: Gréfico de barras para el parametro “L” en muestras de espinaca

En la figura 28 se puede observar que al aplicar una radicacion de 85 mWs/cm? a
muestras de espinaca en polvo se produce una disminucién en la luminosidad de 43,4 a
35,97, mientras que la variaciéon es menor al aplicar dosis de 170 mWs/cm?.

Estos resultados se deben a que en el primer tratamiento se obtuvo un valor muy
bajo para la muestra 8A, la cual influy6 considerablemente en el promedio final.

Si se considerase invalido el resultado de la muestra 8A y se compararan los valores
mas bajos y altos obtenidos, se podria ver que no existen diferencias significativas en la
coloracién de espinaca en polvo a pesar del rango que separa a ambos valores.

En la figura 29 se compara a una muestra testigo (7A), la cual posee el mas alto valor
de “L” con una muestra irradiada (9C), con el mas bajo valor de “L”. En esta comparacion se
puede observar que no existen cambios visibles en la luminosidad de ambos productos.

Figura 29: Comparacion de muestras 9Cy 7A.

En las siguientes figuras se representan los valores promedios de los parametros “a”
y “b” obtenidos de muestras de espinaca en polvo irradiadas y sin irradiar.
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Figura 30: Gréfico de barras para el parametro “a” en muestras de espinaca
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Figura 31: Gréfico de barras para el pardmetro “b” en muestras de espinaca

En la figura 30 y 31 se puede observar que al aplicar dosis de 85 mWs/cm?y 170

mWs/cm? de radiacion ultravioleta en espinaca en polvo los parametros “a” y “b” varian en

menos de una unidad.

En base a los resultados obtenidos se puede decir que para las dosis aplicadas de
radiacion ultravioleta no se producen cambios en la coloracién que puedan desvalorizar el
producto. Por lo tanto se cumple la hipotesis para espinaca en polvo.
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4. DISCUSION

La espinaca irradiada con dosis de luz UV-C de 170 mWs/cm? revel6 una reduccion
en el recuento de microorganismos aerobios mesofilos de aproximadamente 1 Log, mientras
que con dosis de radiacion de 85 mWs/cm? la reduccion fue mucho menor. Sgroppo y Sosa
(2009) obtuvieron resultados semejantes al aplicar dosis de 208 y 314 mWs/cm” en zapallo
anco (Cucurbita moschata) fresco cortado, al igual que en estudios realizados por Fonseca
y Rushing (2006) en sandias tratadas con dosis de 140, 410 y 690 mWs/cm? de luz UV-C.

En general la reduccion logaritmica de levaduras y mohos fue menor que la
reduccion de aerobios mesofilos para los productos tratados con ambas dosis. Iguales
comportamientos presentaron los zapallos irradiados en investigaciones de Sgroppo y Sosa
(2009). Sin embargo Erkan et al., (2001) encontraron que la irradiacion con luz UV-C de
rodajas de zucchini (Cucurbita pepo cv. “Tigress”) tuvo un efecto mas pronunciado sobre
hongos y levaduras, lo cual probablemente se deba a diferencias de la matriz vegetal.

De igual forma, Manzocco et al. (2011b) concluyeron que tras aplicar dosis de 120 —
600 mWs/cm? se logra reducir entre 1 y 2 ciclos logaritmicos los recuentos de
microorganismos indicadores de contaminacion en manzanas.

La capacidad de la radiaciéon UV-C para reducir el crecimiento microbiano es
confirmada por varios autores (Allende y Artés, 2003a, Barka et al., 2000; Vicente et al.,
2004; Guevara et al., 20011). El beneficio de esta técnica radica en la capacidad de la
radiacion UV-C en ocasionar dafios de diferente magnitud en el ADN celular, afectando a la
viabilidad de las células microbianas (Bintisis et al., 2000), ademas, induce la sintesis de
compuestos antifingicos en el melon cantaloupe (Cucumis melo var. cantalupensis)
minimamente procesado (Lamikarna et al., 2002).

Por dltimo no se puede asegurar que la radiacibn sea efectiva sobre
microorganismos coliformes en zapallo y espinaca debido a la ausencia de los mismos en
las muestras testigo y por lo tanto en las irradiadas, sin embargo en muestras de zanahoria,
donde si hubo presencia de coliformes, se puede decir que la radiacion ultravioleta afecta el
desarrollo y produce una disminucion en el recuento de los mismos. No se hallaron reportes
de la incidencia de luz UV sobre coliformes en frutas u hortalizas, sin embargo algunos
autores como Kim y Hung (2012), Syamaladevi et al. (2012), Yaun et al. (2004), Bermudez y
Barbosa (2013) estudiaron los efectos de la radiacidon ultravioleta sobre Escherichia coli en
mora azul, pera, durazno, manzana y tomate y consiguieron una reduccion en el recuento de
este microorganismo en mas de 2,7 logaritmos.

En cuanto a los resultados obtenidos en las mediciones de color no se observan
cambios evidentes independientemente de las dosis aplicadas en zapallo, zanahoria y
espinaca deshidratada. En un estudio realizado por Henriquez Bucheli (2012) sobre
carambola (Averrhoa carambola L.) minimamente procesada se pudo confirmar que la
radiacion UV-C mantiene la calidad en cuanto al color. Similares resultados fueron
reportados en floretes de brécoli irradiado por Costa et al., (2006).

Sin embargo, Guerrero et al. (2010) concluyeron que la irradiacién con UV-C de uvas
afecta la calidad organoléptica de las mismas, especialmente el color y sabor. Iguales
resultados obtuvieron Nigro, Ippolito & Lima (1998) al aplicar dosis superiores a 100
mWs/cm? en uvas de mesa (Vitis vinifera L.) en las cuales se produjeron manchas y
decoloraciones.

La irradiaciéon UV-C es considerada por Rivera et al., (2007); Guerrero y Barbosa
(2004) y Pombo, (2009) como una atractiva opcion de tratamiento poscosecha para la
conservacion de frutas y hortalizas ya que es de facil aplicacién, poco mantenimiento y bajos
costos.
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5. CONCLUSION

Se recomienda a la empresa Ecogénesis S.A. la aplicaciéon de radiacion ultravioleta
sobre zanahoria y espinaca deshidratada en dosis de 170 mWs/cm?, ya que esta dosis
disminuy6 de forma considerable los recuentos de aerobios mesdfilos y levaduras y mohos
en ambos productos y también consiguié reducir los recuentos de coliformes totales en
zanahoria. Ademas, dosis de 170 mWs/cm? no producen decoloraciones que puedan
desvalorizar estos productos. No se recomienda la aplicacion de tecnologia UV sobre
zapallo deshidratado, ya que los recuentos de los microorganismos estudiados se
encuentran siempre por debajo de sus limites correspondientes y su aplicacion significaria
realizar gastos innecesarios.

De todas maneras seria conveniente realizar investigaciones acerca de los efectos
que puede producir la misma dosis (170 mWs/cm?) sobre otras hortalizas elaboradas por la
empresa, como por ejemplo: papa, ajo y cebolla deshidratada. Si esta tecnologia resultara
util para el resto de los productos, seria una buena inversién para reducir los recuentos de
microorganismos de una manera rapida, barata y eficaz.
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7.1. ANEXO I: Conversién de unidades de irradiancia

kW/m? W/m? mwW/m? mwW/cm? uW/cm?
1 KW/m? 1 10° 10° 100 10°
1 W/m? 107 1 10° 0,1 100
1 mW/m? 10° 107 1 10* 0,1
1 mW/cm? 0,01 10 10* 1 10°
1 uW/cm? 10 0,01 0,1 10° 1
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7.2. ANEXO II: Plano de la empresa Ecogénesis S.A.
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7.3. ANEXO Ill: Diagramas de flujo de la produccién de deshidratados
7.3.1. Zapallo

ZAPALLO

P e

Recepcion e » Aceptacién de partida
inspeccion » Rechazo de partida

Vv
Partido en
mitades

RIL

Cepillado

RIS

Escaldado

& @
@

<€> Control de
calidad

| Envases H Envasado ]
i

Zapallo en cubos
deshidratado envasado

RIS: Residuo Industrial Sélido
RIL: Residuo Industrial Liquido

<> Condicion de control

Cosecha: Momento oportuno de cosecha.

Recepcion e inspeccion: Control de peso. Analisis fitosanitario visual. Planillas

Secado: 100°C — 50°C.

Terminado: 50°C.

Control de calidad: Humedad, defectos (color, semillas, partes no comestibles), granulometria,
determinaciones microbioldgicas.

@ Evento reloj
1. 4 horas de secado en horno
2. 4 horas de secado en terminador

apwOdE
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7.3.2. Zanahoria

<> Recepcidn e
inspeccion

oxe
b

ZANAHORIA

» Aceptacién de partida
» Rechazo de partida

v

RIL

Cepillado

Seleccién

Cubeteado
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<5> Control de
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| Envases

H[ Envasado ]

v

RIS: Residuo Industrial Sélido
RIL: Residuo Industrial Liquido

<> Condicién de control
Cosecha: Momento oportuno de cosecha.
Recepcion e inspeccion: Control de peso. Analisis fitosanitario visual. Planillas

BOo~NO

0.

Secado: 100°C - 50°C.
Terminado: 50°C.

RIS

Zanahoria en escamas
deshidratada envasada

Control de calidad: Humedad, granulometria, defectos (color, partes no comestibles) determinaciones

microbioldgicas.

@ Evento reloj
3.
4.

4 horas de secado en horno
4 horas de secado en terminador
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7.3.3. Espinaca

ESPINACA

Cosecha

Transporte

@ Recepcidn e » Aceptacion de partida
inspeccion » Rechazo de partida

Seleccion

RIL

RIS

Almacenado

Tamizado
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<_)> Control de
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J

Rétulos
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RIS: Residuo Industrial Sélido
RIL: Residuo Industrial Liquido

Condicion de control

J

Espinaca en polvo
deshidratada envasada

11. Cosecha: Momento oportuno de cosecha.
12. Recepcién e inspeccion: Control de peso. Andlisis fitosanitario visual. Planillas

13. Secado: 100°C - 50°C.
14. Terminado: 50°C.

15. Control de calidad: Humedad, granulometria, defectos (color, partes no comestibles), determinaciones

microbioldgicas.

@ Evento reloj
5. 4 horas de secado en horno

6. 4 horas de secado en terminador
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7.4. ANEXO IV: Fichatécnicay preparacion de medios de cultivo
7.4.1. Agua peptonada
Materiales

- Peptona de carne
- 9frascos

- Erlenmeyer de 2|
- Balanza

- Probeta

- Agua destilada

- Autoclave

Método
1. Pesar 2g de peptona de carne.
2. Medir 2| de agua destilada con ayuda de una probeta. Afadir parte del agua a un
erlenmeyer de 2I.
Agregar al erlenmeyer la peptona anteriormente pesada y homogeneizar
4.  Agregar el resto del agua homogeneizando suavemente y procurando limpiar el
cuello del erlenmeyer
5. Con ayuda de una probeta pequefia, medir 25 ml de agua destilada y afiadirlos al
erlenmeyer
Fraccionar en 9 frascos (225ml en cada uno)
Tapar con tapas para frascos
Esterilizar en autoclave a 121°C 15 minutos
Dejar enfriar y conservar para su posterior uso

w

© 0N

7.4.2. Agar para recuento en placa (API)

Medio de cultivo recomendado para el recuento de bacterias aerbbicas en aguas,
aguas residuales, productos lacteos y otros alimentos. También es recomendado como
medio general para determinar poblaciones microbianas.

Fundamento: La productividad de este medio, esta basada en el alto contenido
nutricional de sus componentes, que permite el desarrollo de las bacterias presentes en la
muestra (Britania, s.f.).

Férmula (en gramos por litro)
Extracto de levadura 2.5
Tripteina 5.0
Glucosa 1.0
Agar 15.0
pH final: 7.0 £ 0.2
Resultados:

Microorganismos Crecimiento
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Bueno
Bacillus cereus ATCC 10876 Bueno
Escherichia coli ATCC 25922 Bueno
Lactobacillus fermentum ATCC 9338 Regular
Streptococcus agalactiae ATCC 13813 Bueno

7.4.2.1. Preparacion

Materiales

- Agar para recuento en placa (API)
- 3 erlenmeyer de 200ml
- Balanza
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- Probeta
- Agua destilada
- Autoclave

Método

1. Pesar 4,7g de agar API.

2. Medir 200ml de agua destilada con ayuda de una probeta. Afiadir parte del agua a un
erlenmeyer de 200ml.

3. Agregar al erlenmeyer el medio anteriormente pesado y homogeneizar

4. Agregar el resto del agua homogeneizando suavemente y procurando limpiar el
cuello del erlenmeyer

5. Repetir los pasos 1 a 5 hasta obtener 3 erlenmeyer de 200ml

6. Tapar con algoddn

7. Esterilizar en autoclave a 121°C 15 minutos

8. Dejar enfriar y conservar para su posterior uso

7

4.3. Agar para levaduras y mohos
Medio destinado al recuento de hongos y levaduras en alimentos.

Fundamento: Este medio fue desarrollado por Mossel y colaboradores y propuesto
por la Federacion Internacional de Lecheria F.I.L.-I.D.F. norma N° 94-1980. Es un medio
selectivo para el recuento de levaduras y hongos a partir de una gran variedad de muestras
alimenticias. El medio tiene un pH casi neutro, usandose el cloranfenicol como agente
selectivo para suprimir el crecimiento bacteriano (Britania, s.f.).

Férmula (en gramos por litro)
Extracto de levadura 5.0
Glucosa 20.0
Cloranfenicol 0.1
Agar 15.0

pH final: 6.6 £ 0.2
Resultados:

Microorganismos Crecimiento
Sacharomyces cerevisiae Bueno
Aspergillus niger Bueno
Staphylococcus aureus Inhibido
Escherichia coli Inhibido

7.4.3.1. Preparacion
Materiales

- Agar para levaduras y mohos
- 3 erlenmeyer de 200ml

- Balanza

- Probeta

- Agua destilada

- Autoclave

Método

1. Pesar 8g de agar para levaduras y mohos.

2. Medir 200ml de agua destilada con ayuda de una probeta. Afiadir parte del agua a un
erlenmeyer de 200ml.

3. Agregar al erlenmeyer el medio anteriormente pesado y homogeneizar
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4. Agregar el resto del agua homogeneizando suavemente y procurando limpiar el
cuello del erlenmeyer

5. Repetir los pasos 1 a 5 hasta obtener 3 erlenmeyer de 200ml

6. Tapar con algoddn

7. Esterilizar en autoclave a 121°C 15 minutos

8. Dejar enfriar y conservar para su posterior uso

7

4.4, Caldo Mac Conkey

Este medio se utliza para el aislamiento de bacilos Gram negativos de facil
desarrollo, aerobios y anaerobios facultativos. Permite diferenciar bacterias que utilizan o no,
lactosa en muestras clinicas, de agua y alimentos. Todas las especies de la familia
Enterobacteriaceae desarrollan en el mismo.

Fundamento: En el medio de cultivo, las peptonas, aportan los nutrientes necesarios
para el desarrollo bacteriano, la lactosa es el hidrato de carbono fermentable, y la mezcla de
sales biliares y el cristal violeta son los agentes selectivos que inhiben el desarrollo de gran
parte de la flora Gram positiva.

Por fermentacién de la lactosa, disminuye el pH alrededor de la colonia. Esto produce
un viraje del color del indicador de pH (rojo neutro), la absorciéon en las colonias, y la
precipitacion de las sales biliares.

Los microorganismos no fermentadores de lactosa producen colonias incoloras
(Britania, s.f.).

Férmula (en gramos por litro)

Peptona 17.0

Pluripeptona 3.0

Lactosa 10.0

Mezcla de sales biliares 15

Cloruro de sodio 5.0

Agar 13.5

Rojo neutro 0.03

Cristal violeta 0.001

pH final: 7.1 £ 0.2
Resultados
Microorganismos Colonias

Escherichia coli ATCC 25922 Rojas con halo turbio
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 Rosadas mucosas
Salmonella typhimurium ATCC 14028 Incoloras, transparentes
Shigella flexneri ATCC 12022 Incoloras, transparentes
Proteus mirabilis ATCC 43071 Incoloras, transparentes
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Diminutas, incoloras, opacas

7.4.4.1. Preparacion

Materiales

- Caldo Mac Conkey

- Erlenmeyer de 800ml

- Balanza

- Probeta

- Agua destilada

- Pipeta de 10ml

- 81Tubos de ensayo

- 81 campanas de Durham
- Gradillas
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- Autoclave

Método

1. Pesar 28g de caldo Mac Conkey.
2. Medir 800ml de agua destilada con ayuda de una probeta. Afiadir parte del agua a un

erlenmeyer de 800ml.

3. Agregar al erlenmeyer el medio anteriormente pesado y homogeneizar
Agregar el resto del agua homogeneizando suavemente y procurando limpiar el

4.
cuello del erlenmeyer

5.

6.

7. Tapar con algodén

8.

9.

7.4.5. Caldo BRILLA

Esterilizar en autoclave a 121°C 15 minutos
Dejar enfriar y conservar para su posterior uso

Distribuir con ayuda de una pipeta 9ml en 81 tubos de ensayo
Afadir a cada tubo campanas de Durham

Este medio est4 recomendado para el recuento de coliformes totales y fecales, por la
técnica del nimero més probable.

Fundamento: En el medio de cultivo, la peptona aporta los nutrientes necesarios para
el adecuado desarrollo bacteriano, la bilis y el verde brillante son los agentes selectivos que
inhiben el desarrollo de bacterias Gram positivas y Gram negativas a excepcion de
coliformes, y la lactosa es el hidrato de carbono fermentable.

Es una propiedad del grupo coliforme, la fermentacién de la lactosa con produccion

de acido y gas (Britania, s.f.).

Resultados

- Positivo: presencia de gas.
- Negativo: ausencia de gas.

Férmula (en gramos por litro)
Bilis de buey deshidratada 20.0
Lactosa 10.0
Peptona 10.0
Verde brillante 0.0133
pH final: 7.2 £ 0.2
Microorganismos Crecimiento | Gas
Escherichia coli ATCC 25922 + +*
Enterobacter spp. + +
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 + +*
Salmonella typhimurium ATCC 14028 + -
Bacterias no fermentadores de lactosa + -

Staphylococcus aureus ATCC 25923

+* § -* 10-25% de cepas negativas o positivas

7.45.1. Preparacion

Materiales

- Caldo BRILLA

- Agua destilada

- Probeta

- Balanza

- Autoclave

- Tubos de ensayo

- Campana de Durham
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- Gradillas
- Erlenmeyer de 200ml|

Método

1. Pesar en cantidades necesarias segun el numero de tubos positivos en el recuento
de coliformes totales. Formulacién indicada en el envase: 40 g/l

2. Medir el agua necesaria con ayuda de una probeta y afadir parte de esta a un
erlenmeyer

3. Incorporar el medio, homogeneizar y afadir el resto de agua homogeneizando
suavemente y procurando limpiar el cuello del erlenmeyer

4. Fraccionar en tubos de ensayo con campanas de Durham (9ml en cada tubo)

5. Tapar con tapones de algodon

6. Esterilizar en autoclave a 121°C 15 minutos

7. Dejar enfriar y conservar para su posterior uso

7

4.6. Agar eosina azul de metileno

Este medio (también denominado E.A.M.) es utilizado para el aislamiento selectivo
de bacilos Gram negativos de rapido desarrollo y escasas exigencias nutricionales. Permite
el desarrollo de todas las especies de la familia Enterobacteriaceae.

Fundamento: Este medio combina las férmulas de Holt-Harris y Teague con la de
Levine, para obtener un mejor rendimiento en el aislamiento selectivo de enterobacterias y
otras especies de bacilos Gram negativos. La diferenciacion entre organismos capaces de
utilizar la lactosa y/o sacarosa, y aquellos que son incapaces de hacerlo, est4 dada por los
indicadores eosina y azul de metileno; éstos ejercen un efecto inhibitorio sobre muchas
bacterias Gram positivas. Muchas cepas de Escherichia coli y Citrobacter spp. presentan un
caracteristico brillo metalico. Las cepas que utilizan la lactosa poseen centro oscuro con
periferia azulada o rosada, mientras que las que no lo hacen son incoloras. Este medio
permite el crecimiento de Candida spp. como colonias rosadas y puntiformes; la siembra en
profundidad permite el desarrollo de clamidosporas en C. albicans. Enterococcus spp. crece
en este medio como colonias puntiformes y transparentes, mientras que Acinetobacter spp.
y otras bacterias oxidativas pueden dar colonias de color azul lavanda; esto puede ocurrir
aunqgue las cepas no sean capaces de acidificar a partir de lactosa al 0.5% y ello se debe a
la incorporacion de azul de metileno a sus membranas. En este medio se obtiene ademas,
un buen desarrollo de especies de Salmonella y Shigella (Britania, s.f.).

Formula (en gramos por litro)

Peptona 10.0
Lactosa 5.0
Sacarosa 5.0
Fosfato dipotasico 2.0
Agar 13.5
Eosina 0.4
Azul de metileno 0.065

pH final: 7.2 £ 0.2
Resultados
Microorganismos Tipo de Colonia

Verdosas con brillo metdlico y centro

Escherichia coli ATCC 25922
negro azulado

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 Mucosas, rosa purpura, confluentes
Proteus mirabilis ATCC 43071 Incoloras
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Incoloras, pequefas, puntiformes
Shigella flexneri ATCC 12022 Incoloras

Salmonella typhimurium ATCC 14028 Incoloras
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7.4.6.1. Preparacion
Materiales

- Agar Eosina Azul de Metileno
- Agua destilada

- Probeta

- Balanza

- Autoclave

- Erlenmeyer de 200ml|

Método

1. Pesar en cantidades necesarias segun el numero de tubos positivos en el recuento
de coliformes termotolerantes. Dilucion indicada en el envase: 36 g/l

2. Medir el agua necesaria con ayuda de una probeta y afadir parte de esta a un
erlenmeyer

3. Incorporar el medio, homogeneizar y afiadir el resto de agua homogeneizando
suavemente y procurando limpiar el cuello del erlenmeyer

4. Tapar con tapones de algodon

Esterilizar en autoclave a 121°C 15 minutos

6. Dejar enfriar y conservar para su posterior uso

o
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7.5. ANEXO V: Preparacion de diluciones
Materiales

- Balanza analitica

- Tubos de ensayo con 9 ml de agua destilada estéril

- Frascos con 225 ml de solucién de agua peptonada estéril al 0,1 %
- Pipetas de 1 ml estériles

- Agitador Vortex

Método

Se pesaron en forma estéril 25 g de cada muestra y se afiadieron a frascos con
225 ml de agua peptonada estéril al 0,1 % obteniéndose asi la dilucién 10™. Luego de
homogeneizar las diluciones, se tomé 1 ml con pipetas estériles y se afiadié a tubos de
ensayo con 9 ml de agua destilada estéril para obtener la dilucion 1072, Inmediatamente se
homogeneizé con ayuda de un agitador Vortex y se repiti6 el proceso hasta obtener la
méaxima dilucion requerida (Zapallo: 107, zanahoria: 10, espinaca: 10°). En la figura 3 se
puede observar el proceso realizado.

Tml 1ml iml

XYY

107 10° 10

25 gmuestra

9 ml Hz0 destilada estéril

225 mIH0 pep 0,1%

Figura 32: Preparacion de diluciones
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7.6. ANEXO VI: Analisis de la varianza para zapallo

7.6.1. Aerobios mesofilos
Medidas resumen
Tratamiento  Variable n Media D.E. CV
0 log N 3 3,62 0,02 0,49
1 log N 3 3,47 0,18 5,18
2 log N 3 3,31 0,16 4,90
Andlisis de la varianza
Variable N R2 R2ZA] CV
log N 9 0,55 0,41 4,04
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC dl CM F p-valor
Modelo 0,15 2 0,07 3,73 0,0884
Tratamiento 0,15 2 0,07 3,73 0,0884
Error 0,12 6 0,02
Total 0,26 8

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,35134
Error: 0,0197 gl: 6

Tratamiento Medias n E.E.

2 3,31 3 0,08 A
1 3,47 3 0,08 A
0 3,62 3 0,08 A

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

7.6.2. Levaduras y mohos

Medidas resumen

Tratamiento _ Variable n Media D.E. CV
0,00 log N 3 1,67 0,06 3,36
1,00 log N 3 225 0,10 4,45
2,00 log N 3 166 0,10 6,12
Analisis de la varianza

Variable N R2 R2A] CV

log N 9 0,94 091 4,76

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo lll)

F.V. SC  dl CM F p-valor
Modelo 0,68 2 0,34 43,52 0,0003
Tratamiento 0,68 2 0,34 43,52 0,0003
Error 0,05 6 0,01
Total 0,73 8

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,22163
Error: 0,0078 gl: 6

Tratamiento Medias n E.E.
2,00 1,66 3 0,05 A
0,00 1,67 3 0,05 A
1,00 2,25 3 0,05

B

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

56



7.6.3. Color

7.6.3.1. Pardmetro L
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
0 3 18,31 6,103333333  12,4005333
85 3 14,03 4,676666667 5,73763333
170 3 12,75 4,25 12,2773
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Sumade  Gradosde Promedio de
variaciones cuadrados  libertad  los cuadrados F Probabilidad
Entre grupos 5,65226667 2 2,826133333 0,27875292 0,766015742
Dentro de los grupos  60,8309333 6 10,13848889
Total 66,4832 8
7.6.3.2. Parametro a
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
0 3 80,07 26,69 0,2113
85 3 79,8 26,6 0,1531
170 3 78,28 26,09333333 0,38063333
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Sumade Gradosde Promedio de
variaciones cuadrados  libertad  los cuadrados F Probabilidad
Entre grupos 0,62082222 2 0,310411111 1,2499217 0,351739366
Dentro de los grupos  1,49006667 6 0,248344444
Total 2,11088889 8
7.6.3.3. Pardametro b
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
0 3 127,48 42,49333333 1,27323333
85 3 125,44 41,81333333 0,17223333
170 3 124,42 41,47333333 0,36743333
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Sumade Gradosde Promedio de
variaciones cuadrados  libertad  los cuadrados F Probabilidad
Entre grupos 1,6184 2 0,8092 1,33907 0,330501774
Dentro de los grupos 3,6258 6 0,6043
Total 5,2442 8
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7.7. ANEXO VII: Analisis de la varianza para zanahoria
7.7.1. Aerobios mesoéfilos
Medidas resumen

Tratamiento  Variable n Media D.E. CVv
0 log N 3 523 0,89 17,07
1 log N 3 461 0,38 8,19
2 log N 3 446 0,07 1,62
Andlisis de la varianza

Variable N R2 R2ZA] CV

log N 9 0,34 0,12 11,77

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo IIl)

F.V. SC dl CM F p-valor
Modelo 0,99 2 0,49 1,57 0,2836
Tratamiento 0,99 2 0,49 157 0,2836
Error 1,89 6 0,31
Total 287 8

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,40493
Error: 0,3145 gl: 6

Tratamiento Medias n E.E.

2 4,46 3 0,32 A
1 461 3 0,32 A
0 5,23 3 0,32 A

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)
7.7.2. Levaduras y mohos

Medidas resumen

Tratamiento  Variable n Media D.E. CV
0 log N 3 297 0,20 6,71
1 log N 3 2,81 0,24 8,63
2 log N 3 284 0,19 6,64
Analisis de la varianza

Variable N R2 R2A] CV

log N 9 0,14 0,00 7,36

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC  dl CM F p-valor
Modelo 0,04 2 0,02 050 0,6293
Tratamiento 0,04 2 0,02 0,50 0,6293
Error 0,27 6 0,04
Total 031 8

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,52909
Error: 0,0446 gl: 6

Tratamiento  Medias n E.E.

1 2,81 3 0,12 A
2 2,84 3 0,12 A
0 2,97 3 0,12 A

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)
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7.7.3.
Medidas resumen

Coliformes totales

Tratamiento  Variable n Media D.E. CVv
0 log N 3 3,04 0,00 0,00
1 log N 3 281 0,20 7,03
2 log N 3 0,60 0,00 0,00
Andlisis de la varianza

Variable N R2 R2ZA] CV

log N 9 0,99 0,99 5,30

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo IIl)

F.V. SC dl CM F p-valor
Modelo 10,89 2 5,45 417,99<0,0001
Tratamiento 10,89 2 5,45 417,99<0,0001
Error 0,08 6 0,01
Total 10,97 8

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,28594
Error: 0,0130 gl: 6

Tratamiento Medias n E.E.
2 0,60 3 0,07 A
1 2,81 3 0,07 B
0 3,04 3 0,07 B
Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)
7.7.4. Color
7.7.4.1. Parametro L
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
0 3 43,28 14,42666667 2,18573333
85 3 46,42 15,47333333 9,12053333
170 3 44,36 14,78666667 17,7642333
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Sumade Gradosde Promedio de
variaciones cuadrados  libertad  los cuadrados F Probabilidad
Entre grupos 1,69662222 2 0,848311111 0,0875435 0,917327702
Dentro de los grupos 58,141 6 9,690166667
Total 59,8376222 8
7.7.4.2. Parametro a
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
0 3 82,05 27,35 0,0076
85 3 82,8 27,6 0,6811
170 3 82,38 27,46 1,1307
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ANALISIS DE VARIANZA

Promedio de
los cuadrados

F Probabilidad

Origen de las Suma de  Grados de
variaciones cuadrados  libertad
Entre grupos 0,0942 2
Dentro de los grupos 3,6388 6
Total 3,733 8

0,0471
0,606466667

0,07766297 0,926191068

7.7.4.3. Parametrob

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
0 3 111,46  37,15333333 3,85443333
85 3 113,45 37,81666667 2,32663333
170 3 115,06  38,35333333 0,94663333
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Sumade  Gradosde Promedio de
variaciones cuadrados  libertad  los cuadrados F Probabilidad
Entre grupos 2,16802222 2 1,084011111 0,45625284 0,653954074
Dentro de los grupos 14,2554 6 2,3759
Total 16,4234222 8
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7.8.  ANEXO VIII: Analisis de la varianza para espinaca

7.8.1. Aerobios mesdéfilos
Medidas resumen

Tratamiento  Variable n Media D.E. CVv
0 log N 3 575 0,22 3,89
1 log N 3 573 0,03 0,57
2 log N 3 469 0,21 454
Andlisis de la varianza

Variable N R2 R2ZA] CV

log N 9 0,92 0,89 3,33

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC dl CM F p-valor
Modelo 220 2 1,10 34,19 0,0005
Tratamiento 2,20 2 1,10 34,19 0,0005
Error 0,19 6 0,03
Total 239 8

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,44943
Error: 0,0322 gl: 6

Tratamiento Medias n E.E.

2 4,69 3 0,10 A

1 5,73 3 0,10 B
0 5,75 3 0,10 B

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)
7.8.2. Levaduras y mohos

Medidas resumen

Tratamiento  Variable n Media D.E. CV
0 log N 3 452 0,44 9,77
1 log N 3 4,17 0,09 2,12
2 log N 3 405 0,05 1,12
Analisis de la varianza

Variable N R2 R2A] CV

log N 9 0,47 0,29 6,15

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo lll)

F.V. SC  dl CM F p-valor
Modelo 0,36 2 0,18 2,65 0,1499
Tratamiento 0,36 2 0,18 2,65 0,1499
Error 0,41 6 0,07
Total 0,77 8

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,65448
Error: 0,0683 gl: 6

Tratamiento  Medias n E.E.

2 4,05 3 0,15 A
1 4,17 3 0,15 A
0 452 3 0,15 A

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)
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7.8.1. Color

7.8.1.1. ParametroL
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
0 3 130,19 43,39666667 5,68563333
85 3 107,91 35,97 34,0159
170 3 121,16 40,38666667 5,26493333
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de  Grados de Promedio de los
variaciones cuadrados  libertad cuadrados F Probabilidad
Entre grupos 83,7224222 2 41,86121111  2,79282858 0,13889664
Dentro de los grupos  89,9329333 6 14,98882222
Total 173,655356 8
7.8.1.2. Parametro a
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
0 3 -34,6 -11,53333333  0,05303333
85 3 -32,71 -10,90333333  0,09333333
170 3 -33,4 -11,13333333  0,09003333
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Sumade Gradosde Promedio de los
variaciones cuadrados  libertad cuadrados F Probabilidad
Entre grupos 0,6098 2 0,3049 3,86928934 0,0832968
Dentro de los grupos 0,4728 6 0,0788
Total 1,0826 8
7.8.1.3. Parametrob
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
0 3 123,58 41,19333333  0,04443333
85 3 126,13 42,04333333  0,84853333
170 3 123,05 41,01666667 0,29213333
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Sumade Gradosde Promedio de los
variaciones cuadrados  libertad cuadrados F Probabilidad
Entre grupos 1,80775556 2 0,903877778  2,28810508 0,18258434
Dentro de los grupos 2,3702 6 0,395033333
Total 4,17795556 8
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7.9. ANEXO IX: Obtencion de valores “L —a — b” en Corel Photo Paint 8
7.9.1. Obtencion del valor “L”

7.9.2. Obtencion del valor “a”

| Histogram

7.9.3. Obtencion del valor “b”

{ Mistogram

Range It
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