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RESUMEN

En este trabajo se estudio el efecto de la aplicacion de tratamientos con ozono gaseoso (1, 2, 5y 10 ppm)
sobre el crecimiento microbiano y parametros de calidad de las hojas de rucula (Eruca Sativa Mill.) cortada
minimamente procesada durante 12 dias a 5 °C. Como control, muestras fueron lavadas con agua. Se
estudiaron los atributos sensoriales (apariencia general, color y olor), intensidad respiratoria y la composicion
interna de gases en el envase, algunas caracteristicas quimicas tales como la clorofila a y b, clorofila total y
carotenoides totales, y los recuentos microbianos a lo largo de la vida 1til. Los tratamientos con O3 hasta
concentraciones de 5 ppm, mantuvieron una buena calidad sensorial y no influyeron significativamente en
los diferentes parametros de calidad estudiados, y fueron efectivos en reducir significativamente la carga
microbiana de microorganismos aerobios mesofilos y psicréfilos, de enterobacterias, asi como de hongos y
levaduras en rucula cortada, hasta los 8 dias de almacenamiento a 5 °C. Se recomienda aplicar el tratamiento
con 2 ppm para la conservacion poscosecha de rucula cortada minimamente procesada, ya que la concentracion
de 5 ppm no aportd un efecto adicional en la conservacion y seguridad microbiologica del producto.

ABSTRACT

In this work, the effect of the application of treatments with gaseous ozone (1, 2, 5 and 10 ppm) on the
microbial growth and quality parameters of fresh-cut rocket leaves minimally processed (Eruca Sativa Mill.)
during 12 days at 5 °C were studied. As a control, samples were washed with water. Sensory attributes
(general appearance, color and odor), respiratory intensity and headspace gas composition, some chemical
characteristics such as chlorophyll a and b, total chlorophyll and total carotenoids, and the microbial counts
throughout shelf-life were studied. The treatments with O3 up to concentrations of 5 ppm, maintained good
sensory quality and did not significantly influence the different quality parameters studied, and were effective
in significantly reducing the microbial load of mesophilic and psychrophilic microorganisms, of enterobacteria
as well as fungi and yeasts in cut rocket, up to 8 days of storage at 5 °C. The treatment with 2 ppm was selected
for the postharvest conservation of fresh-cut rocket leaves minimally processed, since the concentration of
5 ppm did not provide an additional effect on the conservation and microbiological safety of the product.
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1 INTRODUCCION

Los vegetales recién cortados o minimamente
procesados son componentes importantes de la
dieta humana y en los ultimos afios la demanda de
estos se ha incrementado significativamente en
los consumidores por un mayor interés en dietas
saludables y nutritivas (Fagundes et al.,, 2015;
Torales et al., 2020). Durante la preparacion de estos
vegetales se llevan a cabo tales como pelado, cortado
y rebanado, que dan como resultado tejidos dafiados
que provocan reacciones adversas que incluyen
el desarrollo de olores no caracteristicos, sabores
desagradables, la decoloracion y el ablandamiento
de los tejidos (Artés-Hernandez et al., 2009). ). La
ricula (Eruca sativa) es ampliamente consumida
como ensalada fresca o como parte de ensaladas
mixtas en los paises mediterrancos y también en
Argentina y se distingue por su sabor Unico y
ligeramente picante (Char et al., 2012). Su principal
problema es la rapida senescencia que se manifiesta
principalmente por el amarillamiento de sus hojas
debido a la degradacion de la clorofila (Gutiérrez et
al., 2018). Con el fin de ofrecer vegetales seguros de
alta calidad y para hacer frente a la demanda de los
consumidores, los procesadores de alimentos deben
aplicar técnicas eficientes de saneamiento (Artés et
al., 2009). Durante los tltimos afios, la sanitizacion de
alimentos utilizando ozono (O3) gana cada vez mas
la atencidn de la industria (Ong et al., 2014) debido
a sus propiedades antimicrobianas contra bacterias,
hongos, virusytambién esporasbacterianasy fungicas.
El ozono, u oxigeno triatdmico, se produce de forma
natural a partir del oxigeno como resultado de la
interaccion de rayos o luz ultravioleta (Gutiérrez et al.,
2016). El ozono (aprobado por US-FDA, 2001 para
aplicacion en alimentos) se descompone rapidamente
en oxigeno y no deja residuos toxicos, lo que lo hace
atractivo y util para la industria alimentaria (Karaca y
Velioglu,2014; Gutiérrezetal.,2019). Sehanrealizado
varios estudios sobre la capacidad antimicrobiana del
ozono y sus efectos sobre la calidad de diferentes
productos como esparragos (Pretell-Vasquez et al.,
2000), lechuga y espinaca (Karaca y Velioglu, 2014).
El uso del ozono en la conservacion poscosecha
de hortalizas esta creciendo actualmente, y su
correcta aplicacion puede retrasar la senescencia
y extender la vida util de cierto tipo de hortalizas
como brocoli, lechuga y repollo (Aziz y Ding,
2018). Ademas, otros estudios demostraron que
el ozono gaseoso puede tener un efecto positivo
sobre los cambios en el contenido de componentes
antioxidantes, tales como los flavonoides y otros
compuestos fendlicos (Gutiérrez et al., 2019).
Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue determinar
el efecto de tratamientos con ozono gaseoso
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sobre el crecimiento microbiano y parametros de
calidad de hojas de racula cortada minimamente
procesada durante su conservacion refrigerada.

2 MATERIALES Y METODOS
2.1 Material vegetal

Las hojas de racula fueron cosechadas en el
Departamento Capital de la provincia de Santiago del
Estero, Argentina. Después de la cosecha, las hojas se
transportaronallaboratoriodondefueronminimamente
procesadas, manteniendo la temperatura ambiente
a 16 °C hasta el momento de su procesamiento.
2.1 Preparacion de las muestras, tratamientos
y condiciones de almacenamiento
Las hojas que presentaban defectos como dafios
fisicos, amarillamiento o deshidratadas fueron
desechadas. Posteriormente, las hojas seleccionadas
fueron lavadas con agua potable durante 1 min
y drenadas sobre una malla de acero inoxidable.
Luego se cortaron en tiras de 20 mm y se lavaron
nuevamente por 2 min a 5 °C. A continuacion, se
escurrieron usando una centrifuga manual y luego
se acomodaron en bandejas de polipropileno con
60 g de producto y posteriormente se aplicaron
los siguientes tratamientos. La preparacion de las
muestras se realizd de acuerdo a Gutiérrez et al.
(2018). T1 (Control): se prepararon bandejas con
ricula no tratada y fueron almacenadas bajo una
AMP como se describe posteriormente. T2 (1 ppm):
en este tratamiento las bandejas con rucula cortada,
se acomodaron dentro de la camara de ozono y se
sometieron a una concentraciéon de 1 ppm de O3
gaseoso por 10 min. Posteriormente las bandejas con
las hojas cortadas refrigeradas bajo una AMP como
se describe luego. T3 (2 ppm): este tratamiento fue el
mismo que T2 pero la concentracion de ozono fue de
2 ppm por 10 min. T4 (5 ppm): este tratamiento fue
el mismo que T2 pero la concentracion de ozono fue
de 5 ppm por 10 min. TS5 (10 ppm): este tratamiento
fue el mismo que T2 pero la concentracion de
ozono fue de 10 ppm por 10 min. Para realizar los
tratamientos con O3, se utilizd un generador de
descarga tipo corona (Generador de Ozono Bio3
Modelo: TDZ-1, Uruguay) con una capacidad de
produccion de 1 g h-1 de ozono, usando el aire
como fuente de oxigeno. Este equipo utilizado fue
descripto detalladamente en Gutiérrez et al. (2016).
Para generar la atmosfera modificada pasiva (AMP),
las bandejas fueron recubiertas con el film de
polipropileno (PP) de 35 um de espesor y selladas.
Las velocidades de transmision de O2 y CO2 a
25 °C y 90 % de humedad relativa de PP fueron:
5000 mL O2 m-2 24h-1 atm-1 y 18.000 mL CO2
m-2 24h-1 atm-1 y la velocidad de transmision al
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vapor de agua fue 110 g m-2 24h-1 atm-1 (datos
proporcionados por INTI, Argentina). Todas las
muestras se conservaron durante 12 dias a 5 °C. En
los dias 1, 4, 8 y 12 de almacenamiento se extrajeron
al menos 3 bandejas de cada tratamiento para
estudiar la evolucion de los diferentes parametros.
2.2 Intensidad respiratoria 'y  composicion
interna de gases en el envase
La intensidad respiratoria (IR) de las muestras se
determind a 5 °C mediante el uso de un sistema
cerrado hermético y provisto de un septum para
extraccion de muestras. Para ello 20 g de hojas se
colocaron en frascos de vidrio de 500 mL, por
triplicado. Las variaciones de CO2 fueron registradas
a partir de 1 h después de cerrar los frascos. Se
tomaron muestras de 1 mL de gas del espacio de
cabeza de los frascos con una jeringa hermética y
se analizaron en un cromatografo de gases (SRI
8610C, EE.UU), equipado con un detector de
conductividad térmica (150 °C), la temperatura del
horno fue de 80 °C y la del inyector de 150 °C. Se
utilizd6 una columna Poropack-Q 80/100 (Waters,
Espafa) y He (20 mL min-1) como gas carrier.
En cada tiempo de muestreo, se midieron
las concentraciones de O2 y CO2 utilizando
un analizador portatil de gases de 02 y CO2
(Checkpoint, PBI Dansensor, Ringsted, Dinamarca),
tomando para ello 15 mL del espacio de cabeza
de cada muestra, a través de un septum (parche
sellador de silicona adherido a la pelicula),
utilizando la aguja del sensor. Tres envases de cada
tratamiento se midieron en cada dia de muestreo,
inmediatamente a la salida de la camara (5°C).

2.3 Analisis Sensorial

Un panel entrenado de ocho miembros realizé la
evaluacion sensorial de las muestras utilizando una
escala de 9 puntos para la apariencia general, donde:
9 = excelente, 7 = bueno, 5 = aceptable (limite de
aceptabilidad), 3 =pobre y | =extremadamente pobre.
El color y el olor se evaluaron mediante una escala de
5 puntos, correspondiendo para el primero, 5 (verde)
a 1 (amarillo), mientras que para el segundo, 5 (fresco
o0 propio caracteristico) a 1 (olores extrafios intensos),
siendo el limite establecido para la comercializacion
el valor de 3, como lo indica Gutiérrez et al. (2016).
2.4 Concentracion de clorofila y carotenoides
Para la determinacion de clorofila se trituro 0,4 g
de muestra con 15 mL de acetona: agua (80:20,
v/v), y se centrifugdé a 12.000 rpm durante 15
min. El sobrenadante se utilizd para determinar la
concentracion total de clorofila, la clorofila ay b, y
los carotenoides totales segiin Lichtenthaler (1987).
La absorbancia (A) a 663.2, 646.8 y 470 nm se
midi6 utilizando un espectrofotometro UV-Visible
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(JASCO V-630). Las ecuaciones desarrolladas por
Lichtenthaler (1987) se utilizaron para determinar
los niveles individuales de clorofila a (Ca = 12.25
A663.2 — 2.79 A646.8), clorofila b (Cb = 521.5
A646.8 — 5.1 A663.2), donde la clorofila total
fue calculada como (Ca + Cb) y carotenoides
totales [Cx+c = (1000 A470 — 1.82 Ca — 85.02
Cb)/198]. El contenido de clorofila y carotenoides
se expresaron como mg/100 g tejido fresco.

2.5 Analisis microbiologicos

La determinacion de los recuentos microbianos
(mesofilos, psicrotroficos, enterobacterias, hongos
y levaduras) se realizaron de acuerdo a Gutiérrez
et al. (2016). Muestras de 10 g de cada bandeja se
colocaron en una bolsa estéril, y se les adiciond
90 mL de agua peptona tamponada estéril y se
homogenizo6 en equipo Stomacher por 5 min. Luego
se diluyo 1 mL de esta disolucion en 9 mL de agua
estéril y asi sucesivamente, segin las diluciones
que fueran necesarias. Para determinar el recuento
de mesofilos aerobicos, se diseminaron 100 pl de la
muestra diluida en agar de conteo en placa (APC) y
se incubaron a 37 °C durante 2 dias, y a 6 °C durante
7 dias para el recuento de psicréfilos aerdbicos. Para
el recuento de enterobacterias se utilizo el medio
eosina de agar azul de metileno (EMB) y 37 °C para
la incubacion de las placas durante 2 dias; en el
caso del recuento de hongos y levaduras, se utilizo
el medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA) con
una temperatura de incubacion de 25 °C durante 7
dias. Los recuentos microbioldgicos se expresaron
como el logaritmo de unidades formadoras de
colonias por gramo de tejido fresco (log UFC/g).

2.6 Analisis estadistico de los datos

Los resultados fueron analizados por medio de
Analisis de Varianza (ANOVA) usando el Infostat
Version 2011 (Universidad Nacional de Cordoba,
Argentina). Todos los ensayos fueron realizados
por lo menos tres veces. Las medias se compararon
por la prueba de diferencias minima significativa
(DMS) a un nivel de significancia de 0,05.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Intensidad respiratoria y composicion interna de
gases en los envases

En el dia de procesamiento, el control presentd un
incremento significativo (20%) en comparacion con
las muestras tratadas con ozono (Fig. 1). Luego, en
el primer dia de almacenamiento, se observd una
disminucion significativa (55-75%) de la IR en
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todas las muestras. Posteriormente este parametro
se mantuvo practicamente constante (p > 0.05)
hasta los 12 dias, no detectindose diferencias
significativas entre las muestras tratadas con ozono
y el control durante el almacenamiento. Nuestros
resultados indican que el tratamiento con ozono
no indujo un aumento de la intensidad respiratoria,
y concuerdan con los reportados por Ong et al.
(2014), quienes informaron que papaya tratada
con concentraciones de O3 menores a 5 plL/L,
presentd IR mas lento con respecto al control. De
manera similar a estos resultados, tratamientos de
inmersion en agua ozonizada de 0,8 mg L-1 por
30 s y 20 mg L-1 no afectaron la respiracion de
lechuga y espinaca recien cortada, respectivamente
(Beltran et al., 2005; Papachristodoulou et al., 2018).
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Figura 1. Evolucion de la intensidad respiratoria de
hojas cortadas de ricula sin tratar y tratadas con
diferentes concentraciones de O3 almacenadas a 5
°C durante 12 dias.

Los cambios en las presiones parciales de 02 y CO2 en
el interior de los envases durante el almacenamiento
a 5 °C se presentan en la Fig. 2. La rtcula luego de
procesada, se almaceno en una atmosfera modificada
pasivay por lo tanto la composicion inicial del gas fue
20,9 kPa 02 y 0,03 kPa CO2. Debido a la respiracion
de las hojas y a la permeabilidad del film, los niveles
de O2 disminuyeron y los niveles de CO2 aumentaron
en todas las bandejas durante la conservacion. Al
primer dia de almacenamiento, la concentracion
de O2 disminuyd, alcanzando niveles entre 16 y
18 kPa y la del CO2 aument6 hasta el rango de 3
a 4 kPa para todos los tratamientos, y estos valores
se mantuvieron estables hasta los 12 dias. No se
encontraron diferencias significativas entre el control
y las muestras ozonizadas durante la conservacion
a 5 °C. Nuestros resultados estan de acuerdo con
lo reportado por Olmez y Akbas (2009), quienes
informaron que lechuga tratada con agua ozonizada
(2 ppm) no presentaron diferencias significativas
con respecto al control en la composicion de gases
durante los 12 dias de almacenamiento a 4 °C.
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Figura 2. Evolucion de la composicion de gases en
el interior de los envases de hojas de rticula cortada
sin tratar y tratadas con diferentes concentraciones
de O3 almacenadas a 5 °C durante 12 dias.

3.2 Analisis sensorial

En general, todas las muestras presentaron una
disminucidn significativa de los atributos de calidad
sensorial evaluados durante el almacenamiento.
La apariencia general y color presentaron
valores superiores al limite de aceptacion para su
comercializacion durante los 12 dias a 5 °C (Fig.
3), y al final del almacenamiento no se encontraron
diferencias significativas entre las muestras tratadas
con O3 y el control. Al evaluarse el atributo de olor, se
registrd una disminucion durante el almacenamiento
para todos los tratamientos, presentando valores
superiores al limite previamente establecido, con
excepcion del tratamiento con 10 ppm, que en el dia
8 presento valores de aproximadamente 3. Al cabo de
los 12 dias, no se observaron diferencias significativas
entre el control y las muestras tratadas con 5 ppm O3,
mientras que el tratamiento con 10 ppm O3 presento
un puntaje por debajo del limite de aceptabilidad.
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Figura 3. Evolucion de los atributos sensoriales
de hojas de rticula cortada sin tratar y tratadas con
diferentes concentraciones de O3 almacenadas
a 5 °C durante 12 dias. La linea horizontal
indica el limite de aceptacion por el consumidor.

Nuestros resultados estan de acuerdo con Beltran et al.
(2005), quienes informaron que lechugas lavadas con
agua ozonizada (10 y 20 mg L-1) y almacenadas en
aire, mantuvieron una excelente calidad visual durante
el almacenamiento refrigerado a 4 °C sin diferencias
significativas en comparacion con la calidad visual
inicial. También Ali et al. (2014), encontraron
que frutas de papaya tratadas con diferentes
concentraciones de O3 (2.5 y 3.5 mg L-1) mostraron
puntajes altos en los atributos sensoriales después de
12 dias de almacenamiento a temperatura ambiente.
De acuerdo a los atributos de calidad sensorial
evaluados, la racula tratada con concentraciones de
hasta 5 ppm O3 conservo los atributos sensoriales
por encima del limite de aceptabilidad durante 12
dias, mientras que el tratamiento de 10 ppm O3
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presentd una vida 1til sensorial inferior a 8 dias.
3.3 Concentracion de clorofila y carotenoides

La concentracion inicial de clorofila a, fue similar
para todos los tratamientos, encontrandose en un
rango entre 69,0 y 70,3 mg 100 g-1 tej. fresco (Tabla
1). La concentracion de esta clorofila disminuyo
para todos los tratamientos hasta los 8 dias (4-
15%), con excepcion de las concentraciones de 2 y
10 ppm que se mantuvieron sin variacion durante
la conservacion a 5 °C. Al cabo de los 12 dias, no
se encontraron diferencias significativas (p > 0.05)
entre todos los tratamientos. Con respecto a la
clorofila b, inicialmente presentaron concentraciones
inferiores respecto de la clorofila a, encontrandose
en un rango de 21,9-25,8 mg 100 g-1 tej, fresco
(Tabla 1). La evolucion de la clorofila b, presento
un comportamiento similar a la clorofila a durante
el almacenamiento, sin embargo al cabo de los 12
dias, solo hubo diferencias significativas entre el
control y las muestras ozonizadas con 10 ppm. En
cuanto a la concentracion inicial de clorofila total,
se observd que todos los tratamientos presentaron
valores similares en un rango entre 91,7 y 95,6
mg 100 g-1 tej. fresco (Tabla 1). Posteriormente,
la tendencia general fue de una disminucion hasta
los 8 dias (5-14%) y luego se mantuvo constante
para todos los tratamientos, con excepcion de la
concentracion de 10 ppm que se mantuvo estable
durante la conservacion. No se encontraron
diferencias significativas entre las muestras
tratadas y el control al cabo de los 12 dias a 5 °C.
Al evaluar el contenido de carotenoides,
inicialmente no se registraron diferencias entre

las muestras ozonizadas y el control, presentando
valores en un rango de 20,5-24,3 mg 100 g-1 tej.
fresco (Tabla 1). Durante el almacenamiento, se
observo que este parametro present6 una evolucion
similar al de la clorofila, es decir una disminucion
en general hasta los 8 dias (con excepcion de los
tratamientos de 2 y 10 ppm que no presentaron
variaciones significativas) y luego se mantuvo

hasta los 12 dias. No encontrandose diferencias
significativas entre todos los tratamientos al final de
la conservacion a 5 °C.
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Tabla 1. Cambios en las concentraciones de clorofila
a, clorofila b, clorofila total y carotenoides en hojas
de racula cortada sin tratar y tratadas con ozono
almacenadas a 5 °C durante 12 dias.
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de sodio (100 ppm; 2 min) (Gutiérrez et al., 2016).

Tabla 2. Cambios en mesofilos, psicrofilos,
enterobacterias y mohos y levaduras (log UFC g-1)en
hojasdertculacortadassintratarytratadas con NaClO,
2y 5 ppm O3, almacenadas a 5 °C durante 12 dias.
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Los promedios en la misma fila con diferentes
superindices o en la misma columna con diferentes letras
minusculas fueron significativamente diferentes segun
test DMS a p <0,05.

Estos datos estan de acuerdo con lo reportado por
Karaca y Velioglu (2014) quienes encontraron que
la exposicion al ozono gaseoso (0,95 ppm, 20 min)
no caus6 cambios significativos en el contenido de
clorofila en perejil (p > 0,05). Sin embargo, otros
autores informaron que tratamientos con 0zono
causaron decoloraciones en lechuga (Olmez y
Akbas, 2009) y espinacas (Klockow y Keener 2009).

3.4 Analisis microbiologico

De acuerdo a los resultados obtenidos, se
seleccionaron las concentraciones de 2 y 5 ppm O3
para evaluar el efecto sobre la carga microbiana
del producto y se compard también con el lavado
tradicional con hipoclorito de sodio usado
generalmente en las industrias de vegetales. Para ello,
se prepararon muestras lavadas solo con hipoclorito

minusculas fueron significativamente diferentes segun
test DMS a p <0,05.

En el recuento de microorganismos mesofilos, el
tratamiento con NaClO produjo una reduccion inicial
de 0,74 log UFC g-1 con respecto al control, mientras
que los tratamientos con 2 y 5 ppm O3 promovieron
una mayor reduccion de 0,98 a 1,03 log UFC
g-1 respectivamente, sin encontrarse diferencias
significativas entre las dos concentraciones de ozono
(Tabla 2). Para el recuento de psicroéfilos, el NaClO
resultdé en una reduccion significativa de 0,92 log
y las muestras tratadas con 2 y 5 ppm de ozono
mostraron reducciones mayores de 1,17 y 1,20 log
UFC g-1 (Tabla 2). En cuanto a las enterobacterias,
las muestras lavadas con NaClO presentaron una
reduccién significativa de 0,62 log y las tratadas
con ozono mostraron reducciones de 0,85 a 0,95
log UFC g-1 para las concentraciones de 2 y 5 ppm
respectivamente (Tabla 2). En cuanto a mohos y
levaduras, el NaClO presento una reduccion de 0,58
log UFC g-1, mientras que los tratamientos con 2 y
5 ppm O3 presentaron una reduccion de 0,85 y 0,87
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log UFC g-1 respectivamente (Tabla 2). El efecto
bacteriostatico de los tratamientos se observd en
todos los recuentos microbianos hasta los 8 dias de
almacenamiento a 5 °C. Sin embargo, al cabo de los
12 dias no se encontraron diferencias significativas
entre todos los tratamientos incluyendo el control.
Estos resultados coinciden con Olmez y Akbas
(2009) quienes encontraron que los tratamientos
con O3 (2 ppm-2 min) en lechuga causaron
una disminucién en los recuentos de mesdfilos,
psicrotréficos y enterobacterias en aproximadamente
1.5, 1.1 y 1,5 log UFC/g, respectivamente.
De acuerdo con nuestros resultados, la vida util de
las hojas de ricula recién cortadas, se vio limitada
por el desarrollo de microorganismos psicréfilos,
ya que mantuvieron los recuentos por debajo de
7 log UFC/g que es el limite establecido por la
legislacion espafiola (BOE, 2000) que se tomo
como referencia hasta los 8 dias de almacenamiento
a 5 °C. Ademas no se observaron diferencias
significativas entre las dos concentraciones
aplicadas, por lo tanto seleccionamos como mas
conveniente la concentracion mas baja de 2 ppm.

4. CONCLUSIONES

En base a estos resultados, se puede concluir que el
tratamiento con O3 gaseoso es una tecnologia de gran
potencial para la descontaminacion de la superficie
de las hojas de rtcula recién cortada. Si bien seria
factible la aplicacion de O3 hasta concentraciones
de 5 ppm, seleccionamos el tratamiento con 2
ppm para la conservacion poscosecha de rucula
cortada minimamente procesada, ya que este
tratamiento mantuvo una buena calidad sensorial
y no influy6 significativamente en los diferentes
parametros de calidad estudiados, y permitid
retardar el desarrollo microbiano durante 8 dias de
almacenamiento a 5 °C. La concentracion de 5 ppm
no aportd un efecto adicional en la conservacion
y seguridad microbiolégica del producto.
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