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Efecto de las atmosferas modificadas activas con gases no convencionales sobre
la inhibicion de E. coli inoculados en hojas de rucula (Eruca vesicaria)

Effect of active atmosphere modified with unconventional gases on the inhibition of
E. coli in rucula (Eruca vesicaria) leaves

*Ives J. Yoplac Tafur®, ’Cielo Char Aubry®, ‘Andrea Hinojosa’, *Victor H. Escalona Contrera’.

RESUMEN

Evalla el efecto de gases no convencionales como el argdn (Ar), helio (He), 6xido nitroso (N,O), altas
concentraciones de O, y aire, sobre el crecimiento microbiol6gico en hojas de rdcula (Eruca vesicaria) MPF
inoculadas con Escherichia coli. Después de desinfectar con hipoclorito de sodio (95 mg-L*, pH 6,5) y enjuagar
con agua estéril, las hojas se inocularon con E. coli (6,5 log UFC-g™) y se envasaron en diferentes ambientes
enriquecidos conAr (53% Ar +41% O, + 6% N,); He (53% He +42% O, + 5% N,); N,O (53% N,O + 42% O, + 5%
N,), O, (80% O, + 20% N,) mas un testigo envasado en aire (21% O, + 80% N,), y se almacenaron a5 °C durante

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

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

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of novel gases such as argon (Ar), helium (He), nitrous oxide
(N,0), O, and air, on arugula leaves (Eruca vesicaria) inoculated whit Escherichia coli. The samples were
disinfected with sodium hypochlorite (95 mg-L*, pH 6.5) and rinsed with sterile water; the leaves were
inoculated with E. coli (6,5 log CFU-g™) and packed in different atmospheres enriched with Ar (53% Ar + 41% O,
+6% N,); He (53% He + 42% O, + 5% N,); N,O (53% N,O + 42% O, + 5% N,), O, (80% O, + 20% N,) plus a
control packed with air (21% O, + 80% N,) and stored at 5 °C for 10 days. The gas concentrations inside the bags,
and E. coli and Enterobacteriaceae levels were periodically determined. The headspace gas composition
inside the bags during storage changed mainly due to the respiration of the arugula leaves. The concentration
of O, decreased from 40% to 20-26% in the Ar, He and N,O enriched atmospheres, and from 80 to 58% in
the O, atmosphere treatment. The concentration of CO, levels increased in all bags approximately to 20-23%,
except in the bags with He which reached 10%. The Ar and He atmospheres were the most effective in reducing
the count of E. coli (<5.0 log CFU-g") and Enterobacteriaceae (<7.0 log CFU-g™) after 10 days. Novel gases
Ar and He had the greatest reduction in microbial growth onarugula leaves.

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

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

Una de las tecnologias para mantener la calidad y
prolongar la vida util de las hortalizas MPF es el
envasado en atmdsfera modificada activa (EAMA).
Existen diferentes investigaciones donde se ha
estudiado la aplicacion de esta tecnologia; entre las
que se pueden citar estudios con altas
concentraciones de O, (>70%) utilizados en lechuga
mantequilla y espinaca en tiras (Escalona et al.,
2007; Allende et al., 2004); atmosferas modificadas
con helio (He), argén (Ar), nitrégeno (N,) y 6xido
nitroso (N,O) utilizados en brocoli, lechuga y
mizuna (Jamiey Saltveit, 2002; Robles et al., 2010).

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

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

mezclarse con el O,, presenta una baja densidad y un
elevado coeficiente de difusion y, por tanto, facilita
la llegada del O, a las células y la eliminacion del
CO,de éstas.

Rocculi ef al. (2005) observaron que una atmosfera
de 90% Ar, 5% O,y 5% CO,, mantuvieron la firmeza
y aceptabilidad de rebanadas de kiwi hasta 8 dias a 4
°C, pero con alteraciones en el color. Ademas, se
observo que 90% N,0, 5% O, y 5% CO, fue mejor
en la retencion de color, firmeza y contenido de
solidos solubles. Estos autores concluyeron que los
efectos del N,O y Ar podrian deberse a la alta
capacidad de estos gases de disolverse en el interior
de las células de la pulpa, reduciendo la actividad
respiratoria y metabolica.

En investigacion realizada en hojas de berros a 5 °C
con atmosferas de 90% de N,, Ar, He y N,O
combinados con 10% de O, y aire; obtuvieron que,
después de 13 dias la concentracion del N, se
mantuvo constante, el Ar disminuyé hasta 55% vy el
He hasta 16%, en cambio el N,O en el dia 3
disminuyd a 0% hasta el final del periodo. El
recuento de aerobios mesoéfilos (RAM) de los
tratamientos N,, Ar y Aire promediaron 5,6 log
UFC-g'l, inferiores a los demas tratamientos de 5,9
log UFC-g"; del dia 6 al 9, y He present6 recuentos
significativamente mayores, respecto a los demas
tratamientos. El recuento de enterobacterias
aumento en todos los tratamientos, los seis primeros
dias las atmoésferas con Ar y N, mostraron los
menores recuentos promediando 6,2 log UFC-g’;
del dia 6 al 13 no hubo diferencias significativas
(Araneda, 2012).

Inestroza (2011), en hojas enteras de racula a 5 °C,
con atmosferas de 90% O, con 10% N,; 90% de Ar,
He, N, y N,O con 10% O,y aire, presentaron RAM
inicial de 5,2 log UFC-g", del dia 7 al 11 no se
observaron diferencias significativas, siendo los
recuentos al final del periodo de 5y 6,4 log UFC-g'.
Los recuentos iniciales de enterobacterias fueron de
4,1 log UFC-g", al final del almacenamiento el aire
obtuvo los recuentos mayores de 5,6 log UFC-g", y
los demas tratamientos de 3,1 a 4,4 log UFC-g’l;
resultados que demuestran que atmosferas con
gases no convencionales y altas concentraciones de
O, tienen efecto significativo sobre las
enterobacterias, pero no sobre el RAM.
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Una de las metodologias usadas en investigaciones
de productos MPF para evaluar la efectividad del
tratamiento sobre el crecimiento microbiano es la
inoculacion de estos productos con bacterias, dentro
de las cepas mas usadas estan Escherichia coli (E.
coli), Salmonella spp y Listeria monocytogenes;
ademas, con esto se garantiza que todos los
tratamientos se inicien en similares condiciones de
infeccion (Yaun ez al., 2004).

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

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del
EAMA con inyeccion de gases Ar, He, N,O y altas
concentraciones de O, sobre el crecimiento
microbiologico en hojas de ricula (Eruca sativa var.
vesicaria) inoculadas con E. coli y almacenadas
durante 10 diasa 5 °C.

MATERIALES YMETODOS

Lugar de estudio, material vegetal y condiciones
de estudio

Este trabajo se realizé en el Centro de Estudios
Postcosecha (CEPOC), de la Facultad de
Ciencias Agrondémicas de la Universidad de
Chile.

Se utilizaron hojas de rucula (Eruca sativa var.
vesicaria) provenientes de la Comuna Calera
de Tango, Region Metropolitana, Chile. Este
cultivo se realizé con siembra escalonada, bajo
invernadero y se cosecho el dia anterior al
procesamiento, en enero de 2012.

La forma de cosecha fue manual con tijera. Las
caracteristicas iniciales promedio de las hojas
de rucula (Figura 1) fueron un peso de 0,4 g,
largo de 7,6 cm y ancho de 3,3 cm. En color, las
hojas tuvieron una luminosidad de 43,9,
saturacion de 30,1 y tono de 125.,4.

Figura 1. Hojas de rucula utilizadas para
inoculacion con E. coliy EAMA.

Para la inoculacion de hojas de rtucula se utilizd
cepas bacterianas de Escherichia coli ATCC 35218
no patogena, obtenido de la distribuidora autorizada
Agrobiotek Internacional (ABT®). Para generar el
envasado en atmoésferas modificadas activas
(EAMA), los gases que se emplearon fueron: Ar,
He, N,O, N, y O, a concentracion altas; obtenidos de
la empresa INDURA S.A., Santiago (Chile). Las
hojas de rucula se envasaron en bolsas de
polipropileno (PP) de 10 x 20 cm, con una baja
permeabilidad al O, (25 mL-m™-dia”-bar") y al CO,
(71 mL-m”-dia"-bar"), provista por la empresa
“Plaspak Maquinaria”.

Preparacion de la muestra

Las hojas de rtcula se seleccionaron, clasificaron y
pre-acondicionaron en una sala de manipulacion a
8 °C. Se realizd un primer lavado con agua potable,
un segundo lavado en una solucion de hipoclorito de
sodio (95 mg L", pH 6,5) y un enjuague con agua
estéril (agua destilada autoclavada a 121 °C por 15
min, luego enfriada a 5 °C). Todas las inmersiones
se realizaron a 5 °C por 1 minuto, posteriormente
se escurrieron y centrifugaron manualmente durante
3y I minuto, respectivamente.

Inoculacién, tratamientos y condiciones de
almacenamiento

El indculo se prepar6 transfiriendo un cultivo
conservado en un tubo de ensayo a 0 °C de E. coli
ATCC 35218 no patogena, a un matraz Erlenmeyer
con 100 mL de Caldo Tripteina Soja con 0,6 % de
Extracto de Levadura (CTS-E) y se incubd con
agitaciona 37 °C durante 24 h.
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La inoculacion se realizo por inmersion de las hojas
de rucula en una solucién compuesta por 1 mL de
indculo por cada 1000 mL de agua peptona al 0,1%,
esta solucion present6 un recuento inicial de E. coli
de 8 log UFC-g'. Seguidamente se pesaron
muestras de 20 g y se envasaron en bolsas de
polipropileno (PP)de 10 x 20 cm.

Para generar el EAMA se utilizaron inyecciones con
gases de argon (Ar), helio (He), 6xido nitroso (N,O)
y alto oxigeno (O,); inmediatamente después de la
inyeccion de gases, se realizo un termosellado con
un equipo sellador de bolsas plasticas. En el caso del
tratamiento de aire, a las bolsas con hojas de rucula,
se le realizaron 7 perforaciones a cada cara, con una
aguja de 0,8 mm de diametro. Finalmente las bolsas
con las hojas de rucula procesadas se almacenaron a
540,5°Cy 95 % HR durante 10 dias.

Las evaluaciones se realizaron los dias 0, 2, 6 y 10.
Los cinco tratamientos evaluados se detallan en la
Tabla 1.

Tabla 1. Detalle de los tratamientos del envasado en
atmosferas modificadas activas para las hojas de
rucula.

Tratamiento EAMA inicial
Aire Aire (21% O, + 79% Ny)
Ar 53% Ar+41% O, + 6% N,
He 53% He + 42% O, + 5% N,
N,O 53% N,O +42% O,+ 5% N,
0, 80% O, +20% N,

Composicion de la atmésfera modificada

La evolucidon de la concentracion de gases de CO, y
O, al interior de las bolsas de plastico se determind
por medio de un analizador de gases manual
(Checkpoint, PBI Dansensor, Ringsted,
Dinamarca). Adicionalmente en este ensayo se
determind la concentracion del N, al interior de las
bolsas para lo que se utilizdo un cromatografo de
gases (CG) (Hewlett Packard, 5890 A serie 11, Palo
Alto, CA, EE.UU.) y por diferencia se determino la
concentracion del Ar, He y N,O durante el
almacenamiento. Para tomar las muestras gaseosas
para el CG se extrajeron 10 mL del gas. Las
concentraciones se expresaron como porcentajes de
CO,,0,,Ar,N,,Hey N,O.

Analisis microbiologico

Las determinaciones microbioldgicas se realizaron
tomando muestras de 10 g de hojas por cada
repeticion, los dias 0, 2, 6 y 10. Cada muestra se

mezcld con agua peptonada tamponada al 0,1%
estéril y se homogeniz6 durante 30 segundos en un
digestor (Stomacher) (IUL Instruments, Barcelona,
Espafia). Se realizaron diluciones seriadas agua
peptonada tamponada al 0,1%. La determinacion de
E. coli y enterobacterias se realizaron usando agar
eosina azul de metileno (EMB) incubado a 37 °C
durante 2 dias. Todos los medios de cultivo se
adquirieron de Merck (Darmstad, Alemania). Los
recuentos microbioldgicos se expresaron como el
logaritmo de unidad formadora de colonia por
gramo (log UFC-g™").

Disefio de experimentos y analisis estadistico

En este estudio se utilizd un disefio completamente
al azar (DCA) con 5 tratamientos y 3 repeticiones
cada uno, donde cada mezcla del EAMA
correspondio a un tratamiento (Tabla 1). La unidad
experimental correspondio a una bolsa con 20 g de
hojas de rucula. Los resultados obtenidos de la
evaluaciéon microbioldégica y composicion
atmosférica fueron evaluados con un analisis de
varianza (ANDEVA) con un 5% de significancia.
Cuando se encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos se aplico la prueba de
comparacion multiple de Tukey (o < 0,05). Los
datos se analizaron estadisticamente mediante el
programa Minitab Release 16.1.

RESULTADOS
Composicion de la atmésfera modificada

Concentracion de CO, (Figura 2A): el tratamiento
con aire se mantuvo constante (0,4%) durante toda
la conservacion. En los demds tratamientos como
era de esperar, la concentracion de CO, aumento
gradualmente hasta el final del periodo, alcanzando
un maximo de 20 a 23%, excepto en el tratamiento
He en donde el CO, se incrementd a 10%. Estos
resultados muestran que desde el dia 2 al 10, el
tratamiento con He fue significativamente inferior
alAr,N,0yO, ymayoral aire.

Concentracion de O, (Figura 2B): el tratamiento
con aire se mantuvo constante en 21% durante el
almacenamiento. Sin embargo, los demas
tratamientos disminuyeron gradualmente hasta el
dia 10, He y N,O disminuyeron desde 42 a 27% O,;
en Ar hubo un descenso de 41 a 20% O,; y en O,
disminuy6
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desde 80 a 58% O,. Desde el dia de proceso hasta el
dia 6, los tratamientos Ar, He y N,O fueron
significativamente superiores al tratamiento con
aire y menores que el tratamiento con O,. El dia 10,
Aire, Ar, He y N,O fueron significativamente
menores que O,

Concentracion de gases no convencionales: las
concentraciones de Ar y He durante el
almacenamiento fue de 52 a 53%; mientras que el
N,0, desde el dia de proceso al dia 10, disminuyd de
53 a 47% (Figura 2C).
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Figura 2. Evolucion de los gases CO, (A), O, (B) y

Ar, He 0 N,O (C) de hojas de rtcula envasadas en

atmosfera modificada activa durante 10 diasa 5 °C.

Las barras indican el error estandar (n=3).

Analisis microbiolégico

Recuento de E. coli: La hojas de rucula
procesadas presentaron recuentos iniciales de
<1 log UFC-g". Después de ser inoculadas los
tratamientos alcanzaron de 6,0 2 6,7 log UFC-g"
(Figura 3). Durante la conservacidn, el recuento
en los tratamientos experimentd una ligera
disminucidn; notandose que del dia 2 al 10,
hubo diferencias significativas de los
tratamientos aire, Ary He con los tratamientos
N,O y O,. Al final del periodo, Aire, Ar y He
presentaron recuentos menores de 4,8 a 5,0 log
UFC-g", respecto al N,O y O, de 5,5 a 5,8 log
UFC-g'. e
- == Ar
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B Alto Oy
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Figura 3. Recuento de E. coli en hojas de racula
envasadas en atmoésfera modificada activa durante
10 dias a 5 °C. Las barras indican el error estindar
(n=3).

Recuento de enterobacterias: El dia de proceso,
las hojas procesadas sin inocular presentaron un
recuento inicial de 4,8 log UFC-g" (Figura 4);
después de ser inoculadas los tratamientos
alcanzaron recuentos de 6,0 a 6,7 log UFC-g".
Durante la conservacion, los recuentos en los
tratamientos experimentaron un ligero aumento. El
dia 6, los recuentos de He y Ar promediaron 6,1 log
UFC-g", que fueron significativamente inferiores a
los demas tratamientos con valores de 6,3 a 6,7 log
UFC-g'. El dia 10, He presenté recuentos
significativamente menores de 6,7 log UFC-g", en
comparacién con los demads tratamientos con
valores de 6,8y 7,4log UFC-g".
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Figura 4. Recuento de enterobacterias en hojas de
ricula envasadas en atmodsfera modificada activa
durante 10 dias a 5 °C. MP s/i: Materia prima
procesada sin inocular. Las barras indican el error
estandar (n=3).

DISCUSION

Los antecedentes descritos seflalan que el
tratamiento He, desde el dia 2 hasta el final del
periodo, presentd una menor concentracion de CO,
en relacion a los tratamientos Ar, N,O y O,, esto
puede deberse a que He es un gas que podria reducir
la respiracion en hortalizas de hoja (Day, 1998). En
estudios reportados en hojas de berros se obtuvo
unarespuesta diferente, al final de los 13 diasa 5 °C,
el tratamiento N,O tuvo menor CO, de 1,8% en
relacion a los demas tratamientos N,, Ary He de 4,3
a4,8% CO, (Araneda, 2012).

En relacion a la concentracidn de O,, los resultados
muestran que desde el dia 6 al 10, el tratamiento Ar
presentd una mayor disminucion de O, en relacion
al He y N,O, esto se atribuiria a que Ar facilita la
difusion del O, al interior de los tejidos de rucula,
favoreciendo un mayor consumo de O, (Gorny y
Agar, 1998).

Los gases Ar y He se mantuvieron constantes en el
interior de las bolsas, debido a la baja permeabilidad
de la pelicula plastica y al hecho de que estos gases
son inertes y no participarian de los procesos
metabolicos de la ricula. En cambio el N,O si
experimentd una leve disminucion, esto debido
probablemente a su estructura quimica lineal lo cual
le confiere una alta solubilidad (Gouble ez al., 1995)
y por ende, una mayor difusividad a través de la

pelicula plastica. Araneda (2012), obtuvo una
respuesta similar en hojas de berros a 5 °C, donde
observo una mayor pérdida de N,O a partir del dia 3,
enrelaciondel Ary He.

Inestroza (2011), en estudios en hojas de riicula con
gases no convencionales, observd que la
concentracion de CO, se estabilizo a partir del
segundo dia a 5 °C, para todos los tratamientos en
valores de 3 a 4% CO,. La concentracién de O, en
todos los tratamientos se mantuvo entre 10 y 15%
durante los 11 dias, excepto en el tratamiento con O,
que disminuyo6 de 85 a 15% O,; este
comportamiento no coincide al obtenido en éste
trabajo, debido probablemente a las diferentes
condiciones de trabajo como: permeabilidad de las
bolsas, concentracion inicial de los gases, cantidad
de hojas por bolsa y tiempo de almacenamiento.

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

La ligera disminucion de los recuentos de E. coli,
podria atribuirse al incremento en la concentracion
de CO, en las bolsas y a su efecto bactericida
(Devlieghere et al., 2000 citado por Allende et al.,
2004); y a la competencia con otros tipos de
enterobacterias; 0 aambos.

Con respecto al recuento de enterobacterias, las
mayores diferencias significativas entre los
tratamientos se observaron a partir del segundo dia,
esto podria deberse al incremento del CO, en la
bolsa, ya que este gas como se menciond tiene
efecto antimicrobiano (Allende et al.,2004) .

Segun Araneda (2012), hojas de berros a 5 °C con
aire, Ar, N,, He y N,O, presentaron recuentos
iniciales de enterobacterias de 4,7 log UFC-g"; y
tras 6 dias, Ary N, obtuvieron recuentos menores de
6,1 a 6,2 log UFC-g" en relacién a los demas
tratamientos. Segun Inestroza (2011), las hojas de
racula después de 7 dias a 5 °C y conservadas en
aire, Ar, N,, He, O, y N,O, tuvieron recuentos de 3
log UFC-g"y aquellas en aire de 5,6 log UFC-g".
Robles et al. (2010), encontraron que hojas de
mizuna almacenados 8 dias a 5 °C, en atmodsferas
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de 83% He + 15% CO, + 2% O, redujeronde 1 a 1,5
unidades los recuentos de enterobacterias, en
comparacion al testigo en aire.

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

CONCLUSIONES

* Los gases Ar y He presentaron una menor
difusion en peliculas plasticas de baja
permeabilidad, en comparacion con el N,O.

* Los recuentos de E. coli experimentaron una
ligera disminucién en el tiempo, debido
probablemente a la accion bactericida del CO, y
ala competencia con otras bacterias.

* Las atmosferas con Ar y He, presentaron una
mayor reduccion en el crecimiento de E. coli y
enterobacterias en las hojas de ricula.
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