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ABSTRACT

The shelf life of baked pumpkin (‘Taina Dorada’) cakes packed under modified
packaging conditions was evaluated. The baked pumpkin cakes were packed in a nitrogen
modified atmosphere and it was compared against a control group (packed in air). After
packaging, the product was refrigerated at 4.0 °C for two months. The shelf life of the
final product was evaluated every week with microbiological analysis for the detection of
yeast and molds, coliform and anaerobic bacteria. Chemical and physical characteristics
of the product were also measured including: carotenoid content, pH, oxidation-reduction
potential, color, water activity and texture. The microbial growth of coliforms was not
detected. Initial anaerobic bacteria present were 1.65 log CFU/g and finished being
undetectable at day 56 in the product packed using nitrogen. A higher count of
microorganisms was detected in the control group. Microbial growth of yeast and molds
was similar for the product packed with either nitrogen or air. Total carotene content
decreased through storage time and no significant differences were found between the
control group and the treatment, but a higher concentration was found on the treatment.
The pH slightly decreased with storage time. The oxidation-reduction potential increased
with storage time for the pumpkin cakes packed with nitrogen and air. The color of the
samples was also tested and no significant changes were found in the parameters L*, a*
or b*, but those parameters presented a reduction at the end of the sampling. The water
activity of the baked cakes showed no significant changes during storage for the two
groups, while the texture analysis presented significant differences in hardness and
cohesivity. After these observations it was concluded that the baked pumpkin cakes have
a shelf life of two months with both gas atmospheres. These cakes can be a new option
for pumpkin consumption and also can provide added value to the crop, supporting local

agriculture.



RESUMEN

Se evalud el largo de vida util de pastelitos horneados de calabaza (‘Taina Dorada’)
empacados bajo atmosferas modificadas. Los pastelitos de calabaza horneados fueron
empacados en una atmosfera modificada con nitrogeno y se compararon con un grupo
testigo (empacado en aire). Después de empacarse el producto se refrigerd a 4.0 °C por
dos meses. El largo de vida 1til del producto se evalué por medio de un analisis
microbioldgico para la deteccion de hongos y levaduras, coliformes totales y
microrganismos anaerobicos. Ademas se evaluaron atributos quimicos y fisicos del
producto terminado incluyendo: contenido de carotenoides, pH, potencial de oxidacion-
reduccion, color, actividad de agua y textura. Al realizar el analisis microbioldgico no se
encontraron coliformes en el producto. El recuento de microorganismos anaerobicos fue
de 1.65 log CFU/g al inicio del almacenamiento disminuyendo hasta no ser detectables al
dia 56 de almacenamiento en el producto empacado bajo condiciones de nitrogeno.
Recuentos mayores de microrganismos fueron detectados en el lote almacenado bajo
condiciones de aire. Los conteos de hongos y levaduras fueron similares para el producto
almacenado bajo nitrogeno y aire. El contenido de carotenos totales disminuyod a través
del tiempo de almacenamiento y no hubo diferencias significativas entre el testigo y el
tratamiento; se encontraron concentraciones mayores en el tratamiento. El pH disminuy6
levemente a través del tiempo de almacenamiento. El potencial de oxidacion-reduccion
aumento a través del almacenamiento para el empaque con nitrogeno y con aire. En las
pruebas de color no se encontraron diferencias significativas en los pardmetros L*, a* 6
b*, sin embargo éstos disminuyeron con el almacenamiento. La actividad de agua no
presentd cambios significativos durante el almacenamiento para los dos grupos evaluados
mientras que la textura presentod diferencias en la dureza y la cohesividad. Después de
estas observaciones se concluyd que los pastelitos horneados de calabaza tienen un largo
de vida util de dos meses con las atmdsferas gaseosas utilizadas. Estos son una nueva
alternativa para el consumo de la calabaza y a su vez le brindan valor agregado a este

fruto, fortaleciendo la agricultura local.
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1 INTRODUCCION

1.1 Justificacion

La calabaza es una fuente de vitamina A (Arima y colaboradores, 1990), la cual
juega un rol importante en el crecimiento normal del individuo y ayuda al desarrollo y
mantenimiento de una piel saludable. Ademas contribuye al buen funcionamiento de las
mucosas, es importante para la vision y tiene propiedades antioxidantes, entre otros. La
calabaza también contiene otras vitaminas como lo son las vitaminas C, E, B1, B3 y B6,
ademas es una buena fuente de fibra, (De Escada y colaboradores, 2009") componente
que provee sensacion de saciedad y también regula positivamente el transito intestinal al
suavizar las mucosas del tracto gastrointestinal. La calabaza se utiliza tradicionalmente en
guisos, sopas, en las habichuelas y como vianda en Puerto Rico. Esta es cultivada en
diferentes zonas geograficas y posee un amplio uso culinario.

La introduccion de la calabaza en forma de pastelitos horneados contribuiria a
fortalecer la agricultura puertorriqueia proveyéndole valor agregado a este fruto, ya que
de acuerdo con la oficina de Estadisticas Agricolas (Departamento de Agricultura, 2009),
para el afio 2007-08 la calabaza tuvo un valor de produccion de 666,243 mil ddlares y
ocup6 el segundo lugar en importancia econdmica entre todas las hortalizas de la isla.
Otra ventaja que ofrece el uso de este fruto es que se encuentra disponible todo el afio.
Ademas la Cucurbita moschata consigue su habitat ideal en zonas con clima de calido a
tropical por lo que Puerto Rico cuenta con las condiciones ideales para sembrarla y
cosecharla (Estacion Experimental Agricola, 1998).

Los adelantos en la industria alimentaria, la preocupacion del consumidor en
torno a la seguridad de los alimentos y el estilo de vida global han llevado a algunos
sectores de la poblacion a adoptar nuevas tendencias en su alimentacion. Las tendencias
de los alimentos para el afio 2012 mostraron que las personas buscan reducir los niveles
de grasa que causan obesidad. Otra tendencia creciente es el consumo de meriendas
saludables. Segun el Instituto de Tecnologos de Alimentos, se espera que para el 2015 la
venta de meriendas empacadas aumente de 64 billones de dolares en el 2010a 77 billones

de dolares en el 2015 (Salzman, 2011).



En los consumidores también se ha observado una mayor preocupacion en la
seleccion de la comida, como por ejemplo, porciones adecuadas y alimentos saludables,
considerando el estilo de vida de la poblacion. Otra tendencia importante por parte de los
consumidores es la busqueda de alimentos con beneficios a la salud conocidos como los
alimentos funcionales. Los alimentos funcionales son los que cumplen una funcion
mejorando la salud y ayudando a reducir el riesgo de enfermedades. Estos pueden
contribuir previniendo ciertas enfermedades cronicas debido a la presencia de sustancias
fitoquimicas. Los fitoquimicos son sustancias que se encuentran en alimentos de origen
vegetal y tienen efectos positivos a la salud. Los pastelitos horneados de calabaza aportan
con estas sustancias, orientdndose a las tendencias mencionadas y proveen una
alternativa diferente para consumir esta hortaliza.

El contenido de carotenos en la calabaza le provee un valor nutricional
importante. Los carotenos, mas alld de ser importantes como pigmentos en los alimentos,
son precursores de la vitamina A. Segiin Simpson (1983), se estima que un 60% de la
vitamina A diaria consumida mundialmente proviene de las provitaminas A. Rodriguez
(1997) presenta que la provitamina A se convierte a vitamina A cuando es necesario para
el cuerpo de forma tal que se puede evitar toxicidad por excesos de esta vitamina. Los
carotenoides promueven el sistema inmunolégico y disminuyen el riesgo de
enfermedades degenerativas como por ejemplo el cancer (Mathews-Roth, 1985). La
capacidad antioxidante de estos pigmentos es la responsable de sus propiedades
beneficiosas. Los carotenos pueden capturar el oxigeno y desactivar radicales libres
(Burton, 1989; Krinsky 1989; Palozza y Krinsky, 1992).

Otra ventaja que presentan los pastelitos horneados de calabaza es que son
elaborados de manera lista para el consumo. Este hecho favorece al consumidor que
busca alimentos de poca preparacion o alimentos listos para comer. Esto es una tendencia
que se mantiene creciendo comercialmente, debido en gran parte al estilo de vida
moderno y ajetreado. Con este producto el consumidor tendrd una nueva alternativa en
postres, meriendas u otras actividades sociales de acuerdo a su preferencia ahorrandole
tiempo y teniendo un producto con beneficios a la salud.

Para poder llevar al consumidor un producto inocuo y de alta calidad es muy

importante poder determinar el largo de vida Util del mismo. Para calcular este periodo de



tiempo en el cual un producto permanece en mejor estado, se deben monitorear diferentes
parametros fisico-quimicos y microbioldgicos tomando en consideracion la temperatura
de almacenamiento.

Ademéas es importante estudiar el efecto del tipo de empaque tanto en los atributos
sensoriales del producto como en sus caracteristicas quimicas y microbiologicas. El
empaque con atmosferas modificadas puede presentar ventajas para los pastelitos de
calabaza horneados. Estudios realizados a otros productos horneados sugieren que a
mayor concentracion inicial de oxigeno en el empaque se favorecen caracteristicas como:
mayor razon de oxidacion para las grasas (Lu y Fang, 2010) y un mayor conteo de
microorganismos aerobicos, hongos y levaduras. Por tanto, al utilizar un empaque bajo
atmosferas modificadas con un contenido reducido de oxigeno podria inhibir el
crecimiento de microorganismos aerobicos y no favorecera la oxidacion de grasas
(Sanguinetti y colaboradores, 2008). Este tipo de empaque puede promover mayor
calidad a un producto como los pastelitos horneados de calabaza y proteccion desde el
punto de vista microbioldgico.

Elaborar un producto apetecible, de alta calidad y seguro desde los puntos de vista
fisico-quimico y microbioldgico es muy importante. Por eso al determinar el efecto del
empaque bajo atmoésferas modificadas en el largo de vida util de los pastelitos horneados
de calabaza y en el estado fisico, quimico y microbiologico de éstos se puede asegurar
que el consumidor tendrd un producto de alta calidad. Por otro lado se le puede anadir
valor agregado a un producto de la agricultura local y se puede desarrollar una vision

positiva con respecto a la elaboracion de productos nuevos en el pais.



1.2

Objetivos

El objetivo principal de este estudio es evaluar el efecto del almacenamiento bajo

atmosferas modificadas sobre las caracteristicas fisico-quimicas y microbioldgicas de los

pastelitos horneados de calabaza para poder determinar el largo de vida 1util de este

producto.

Objetivos especificos:

1.

A

Medir el cambio en la actividad de agua, textura, pH, potencial de oxidacion-
reduccion y color a través del tiempo de almacenamiento.

Realizar analisis microbioldgico del producto a través del tiempo de
almacenamiento, incluyendo recuento de coliformes, microorganismos
anaerobicos, hongos y levaduras.

Realizar analisis proximal al producto terminado.

Medir contenido de carotenos totales en el producto terminado.

Determinar la atmoésfera gaseosa apropiada para el empaque del producto.
Determinar el largo de vida util de los pastelitos horneados de calabaza en ambas

atmosferas gaseosas.



2 REVISION DE LITERATURA

2.1 La calabaza

La calabaza pertenece al género Cucurbita de la familia de las cucurbitaceas. Sus
especies son cultivadas por sus frutos, flores y semillas comestibles. El género Cucurbita
incluye cuatro especies que tienen similitud en la morfologia de la planta y del fruto.
Estas especies son: C. moschata, C. pepo, C. maxima 'y C. argyosperma. La Cucurbita
moschata predomina en zonas tropicales del Caribe y en Latinoamérica y estd bien
adaptada al clima de los trépicos humedos (Valdez, 1991).

La calabaza es una hortaliza que se puede sembrar practicamente en todo Puerto
Rico y en cualquier época del afio ya que el clima es adecuado para su produccién tanto
en las zonas montafiosas como en las costas. Las diferencias en temperatura que pueden
existir en la isla durante todo el afio no son significativas asi que no limitan la siembra de
este cultivo (Estacion Experimental Agricola, 1998).

Las plantas de calabaza requieren una alta intensidad de luz por lo que es
preferible que sean expuestas a pleno sol. Si se siembran de forma intercalada pueden
tolerar algo de sombra aunque van a dominar otros cultivos en competencia por luz solar
(Ferriol, 2006).

Las temperaturas 6ptimas para un mejor crecimiento de la planta y un fruto de
mayor calidad son de 18.3-23.8 °C. A temperaturas menores de 7.2-10 °C se detiene la
actividad vegetativa de la planta y ocurren lesiones en ésta y en el fruto ocasionadas por
el frio (Valdez, 1991). Esta hortaliza requiere también que haya riego disponible y que su
cosecha no coincida con épocas de mucha lluvia.

La calabaza posee la peculiaridad de que al almacenarse Optimamente puede
mantenerse a temperatura ambiente durante bastante tiempo sin necesidad de refrigerarse.
Esto contribuye a mejorar su color interno, sabor y consistencia (Beaver, 2009). La pulpa
de la calabaza estd formada principalmente por el mesocarpo que cuenta con un grosor
entre 3.0 y 10 cm. Tiene una textura que puede ser de suave a firme y su color puede
variar de amarillo a anaranjado intenso que se debe a la presencia de pigmentos

carotenoides (Ferriol, 2006).



2.1.1 Variedad ‘Taina Dorada’

La Cucurbita moschata variedad ‘Taina Dorada’ es una variedad nueva
desarrollada por la Estacion Experimental Agricola en los ultimos afios (Beaver, 2009).
Los frutos de esta variedad pesan de 2.7 a 3.6 kg, aproximadamente y se mejoraron para
que cuenten con una pulpa mas gruesa y anaranjada. También presentan un contenido de
materia seca y de solidos solubles mayor que la variedad ‘Soler’. La doctora Linda
Wessel Beaver recalca que estas nuevas variedades, derivadas de hibridaciones naturales,
presentan varias ventajas al consumidor. Su tamafio de fruto es mas apropiado para la
venta en supermercados y la calidad de la pulpa es superior a la de la variedad ‘Soler’
(Beaver, 2009). Sin embargo, presenta la desventaja de ser menos productiva que la
variedad ‘Soler’. Ademds es mas susceptible a enfermedades que la variedad antes
mencionada aunque si se maneja adecuadamente su rendimiento puede mejorar (Estacion

Experimental Agricola, 2012)

2.1.2 Importancia econémica en la isla

Segin el Departamento de Agricultura de Puerto Rico (2009), 64.5% de la
produccion comercial de calabaza proviene de proyectos desarrollados en la Costa Sur de
la 1sla; el 21.6% de producciones en Guanica y un 13.9% de proyectos privados en la isla.

Entre las hortalizas producidas en la isla, la calabaza Cucurbita moschata
Duchesne ocup¢ el segundo lugar en importancia econémica. De acuerdo con la oficina
de Estadisticas Agricolas (Departamento de Agricultura, 2009), para el afio 2008-09 la
calabaza representdé un 16.4% del valor total por venta de hortalizas. Para el afio
mencionado se produjeron 8,500 toneladas métricas que en la finca tenian un valor de
672.28 dodlares por tonelada. Esto genera un valor de produccion de 5.75 millones de

dolares.

2.1.3 Composicion de la calabaza y beneficios a la salud

Datos adquiridos del Agricultural Research Service (USDA Agricultural Research

Service, 2010), presentan que la calabaza Cucurbita moschata posee como componente



principal agua, con aproximadamente 88.72 gramos por cada 100 gramos de pulpa. Tiene
bajos niveles de carbohidratos (8.80 g/100g pulpa) y de grasa (0.23g/100g pulpa). De
forma tal que 100 gramos de calabaza tienen un aporte de 37 calorias aproximadamente,
para una dieta de 2,000 calorias. El contenido elevado de agua en la calabaza y su bajo
aporte caldrico hacen que la calabaza sea un alimento ideal en dietas para perder peso. La

Tabla 1 muestra el contenido nutricional en 100 gramos de calabaza Cucurbita moschata.

La calabaza provee vitaminas a la alimentacion. Esta hortaliza se destaca
principalmente por ser una fuente de carotenos. Algunos carotenos son precursores de la
vitamina A, esencial en la dieta (Arima y colaboradores, 1990), confiriéndole capacidad
antioxidante. Los principales carotenoides aislados de la calabaza son el beta caroteno,
alfa caroteno y luteina, siendo el beta caroteno el mas abundante. Los agentes
antioxidantes, como los carotenos, permiten la neutralizacion de radicales libres, especies
altamente oxidantes que se generan con el efecto de la reaccion del oxigeno o de la luz en
la grasa de los alimentos. Ademas los radicales libres producen degeneracion celular.
Desde el punto de vista nutricional el beta caroteno contribuye a prevenir ciertos tipos de
cancer, enfermedades cardiovasculares y degeneracion macular (Gleiemmo, 2009). En la
Tabla 2 se muestra la concentracion de distintos carotenos en calabacin maduro y en

calabaza. En la Figura 1 se presenta la estructura quimica del beta caroteno.



Tabla 1. Contenido nutricional en 100 g de Cucurbita moschata.

Componente Cantidad
Calorias 37

Agua 88.72 g
Carbohidratos 8.80¢g
Grasas 023 ¢
Proteinas 145 ¢
Fibra 1.50 g
Cenizas 0.80 g
Calcio 31.0 mg
Fosforo 32.0 mg
Potasio 350.0 mg
Magnesio 21.0 mg
Hierro 0.58 mg
Tiamina 0.097 mg

(USDA, ARS, 2010). Las cantidades se presentan en base himeda

Figura 1. Estructura quimica del beta caroteno (Meléndez A.J., et al., 2007)

Tabla 2. Concentracion de los carotenos principales en calabacines maduros y en
calabaza (Azevedo, 2007).

Concentracién * (ug/g)

Vegetal B-caroteno a-caroteno luteina violaxanthina neoxanthina
C. moschata 66.7+9.1 26.8+5.1 17.4+£3.5 ND° 7.8£2.1
‘Menina

brasileira’

C. moschata 56.7+7.6 23.8+33 183+5.0 Tr¢ 6.3+1.7
‘Goianinha’

C. maxima 154+4.2 ND 10.7+3.9 20.6 £3.3 9.8+1.9
‘Exposig¢do’

C.maxima x C. 30.5+5.4 Tr 56.6 9.7 21.9+5.0 144+3.0
moschata hybrid

‘Tetsukabuto’

C. pepo 54 +£1.6 ND 9.8+£29 6.9+22 3.6x14
‘Mogango’

* Media y desviacion estandar de 5 muestras recolectadas a diferentes tiempos para cada variedad. ® No detectado.

Trazas (<0.2 pg/g)

C




La calabaza también aporta otras vitaminas como lo son las vitaminas C, E y
algunas vitaminas del complejo B. Entre los minerales que este fruto aporta se encuentra
el potasio, en mayor cantidad; aunque contiene otros como lo son: fésforo, magnesio,
calcio, cobre, azufre y zinc (USDA, Agricultural Research Service, 2010). También se

considera una buena fuente de hierro (De Escada y colaboradores, 2009%.)

La cumarina es otro ingrediente que posee la calabaza con importante potencial
antioxidante, asi como el licopeno que se encuentra en la pulpa (Aziah y Noor, 2009).
Este fruto se considera una fuente importante de aminodcidos como: alanina, arginina,
glicina, histidina e isoleucina, siendo muchos de éstos aminoacidos indispensables por la
importancia que tiene la ingesta de los mismos en la salud (Aziah y Noor, 2009). Un
ejemplo de esto es la histidina; se ha demostrado que dietas bajas en este aminoacido

producen una disminucion en la hemoglobina (FAO/WHO/ONU, 1985).

2.2 Productos elaborados a base de calabaza

A pesar de que en Puerto Rico se acostumbra utilizar la calabaza principalmente
como verdura, en guisos o hervida, De Escada y colaboradores, (2009%) describieron el
tejido del mesocarpo de la calabaza Cucurbita moschata como una matriz alimenticia rica
en fibra y una buena fuente de hierro. La calabaza es también un material crudo
prometedor para el desarrollo de alimentos nuevos y funcionales. Estudios realizados por
De Escada y sus colaboradores (2009%) mostraron ademas, la preferencia de la calabaza
Cucurbita moschata por los consumidores. También les llam¢ la atencion la ventaja que
presenta esta hortaliza ya que puede ser utilizada para desarrollar productos alimenticios

tanto salados como dulces, ampliando su utilidad.

La harina de calabaza es un producto procesado comun en Latinoamérica que se
obtiene de la pulpa de la fruta. La harina tiene la ventaja de poderse almacenar de manera
facil y se puede utilizar para la manufactura de diferentes formulaciones alimenticias
(Que y Mao, 2008), como la elaboracion de fideos o pasta, en panes y bizcochos. Esto le
puede proporcionar varios nutrientes a estos alimentos y contribuye en el sabor. Noor y

Komathi (2009) compararon harina de trigo comercial con harina a base de calabaza en



términos de atributos fisico- quimicos y propiedades funcionales. La harina de calabaza
resultd ser mas atractiva en términos de color y un mayor contenido de nutrientes que la
harina comercial. La actividad de agua y contenido de humedad fueron menor que la
harina convencional sugiriendo un mayor largo de vida util. Por otra parte Pittchkina
(1998) encontréo que la adicion de harina de calabaza a una formulacion de pan con

harina de trigo contribuy¢ a afiadirle volumen al pan y a mejorar su calidad organoléptica.

De la pulpa de la calabaza se ha extraido pectina. La pectina es un polisacarido
natural que constituye la pared celular de plantas superiores. Este polisacarido tiene
varias propiedades funcionales, al ser combinado con agua y otras substancias puede
actuar como un espesante, agente gelificante, estabilizador, emulsionador y promueve la
unidn de cationes, entre otros (Bottger, 1990). Ademas la pectina extraida a partir de
calabaza se puede utilizar para la produccion de suplementos alimenticios y para

preparaciones medicinales (Ptichkina y colaboradores, 2008)

Otro producto elaborado a base de calabaza es el puré. El puré¢ de calabaza es un
producto de humedad intermedia que se puede utilizar para la manufactura de jaleas,
mermeladas, dulces y bebidas, entre otros (Dutta y colaboradores, 2006). En ocasiones
este producto puede tener una textura muy blanda y su sabor puede ser inaceptable. Este
puré se puede combinar con otros purés de frutas para mejorarle las caracteristicas
organolépticas y anadirle bioactividad (nutrientes bioldogicamente activos) (Nawirska y
colaboradores, 2011). EI puré de calabaza puede ser elaborado con la adicion de acido
ascorbico y sorbato de potasio para preservar el color. Si esto se combina con un
empaque adecuado y temperatura se pueden mejorar los atributos sensoriales y la calidad
nutricional de este producto, (Gleiemmo y colaboradores, 2009). En el Programa de
Ciencia y Tecnologia de Alimentos de la Universidad de Puerto Rico en Mayagiiez se
elabor6 una formulacion a base de calabaza que se puede consumir frita u horneada de
acuerdo a la preferencia del consumidor. Actualmente esta formulacién se vende en

supermercados (Navas y colaboradores, 2011).

En esta investigacion se presentan los pastelitos horneados como una alternativa

nueva para el consumo de esta hortaliza. Estos consisten en una formulacion a base de
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calabaza Cucurbita moschata, variedad ‘Taina Dorada’ y otros ingredientes. Una vez

horneada la mezcla esta lista para consumirse.

23 Microbiologia de productos horneados

Los productos de reposteria y postres forman una parte importante de la dieta en
nuestra sociedad. Hoy dia los supermercados cuentan con una amplia variedad de éstos
ya sea refrigerados, congelados o almacenados a temperatura ambiente. Algunos de estos
productos no son necesariamente dulces como los panes y los panecillos. Entre los dulces
se encuentran los muffins, panqueques, bizcochos, galletas y postres rellenos. Al igual
que muchos alimentos procesados, los antes mencionados sufren de deterioro quimico,
fisico y microbiolégico.

En productos de reposteria que poseen un contenido de humedad de bajo a
intermedio el largo de vida util estd determinado principalmente por los factores quimicos
o fisicos del alimento. Mientras que el deterioro microbioldégico se observa
principalmente en alimentos de humedad alta, como por ejemplo aquellos con una
actividad de agua mayor de 0.85 (Smith y colaboradores, 2004). Diferentes productos de
reposteria se han visto implicados en brotes de patégenos transmitidos por alimentos.
Algunos microrganismos implicados han sido: Staphylococcus aureus, Salmonella sp,
Bacillus cereus y Clostridium botulinum. Este Gltimo se encuentra en productos de
reposteria con alta humedad y que sean empacados en atmoésfera modificada libre de

oxigeno.

23.1 Crecimiento de hongos en productos de reposteria

Los bizcochos poseen caracteristicas que los hacen susceptibles a crecimiento
fingico; tienen nutrientes abundantes, pH cercano al neutro y una actividad de agua
adecuada (Fustier y colaboradores, 1998). Entre las estrategias utilizadas en diferentes
estudios para prevenir este problema se encuentran la adicion de preservativos y el
control de otros factores que promueven el crecimiento de hongos. Algunos de ellos son
actividad de agua, temperatura y la atmdsfera gaseosa de este tipo de alimentos (Sofos y

Busta 1981). Smith y colaboradores (1998) encontraron que en un bizcocho de esponja
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espaiol (“Spanish cake”) bajo una atmodsfera modificada con CO, va a variar en su efecto
como preservativo dependiendo principalmente de la concentracion del gas, de la
actividad de agua del alimento, del organismo y del periodo de incubacion.

En un estudio realizado con bizcocho de esponja se encontré que un pH de 6.00,
una actividad de agua de 0.80 y una atmodsfera modificada de 100% nitrégeno fueron
suficientes para prevenir el crecimiento de los hongos Eurotium repens y Eurotium
rubrum. Sin embargo, para controlar el crecimiento de otras especies de este mismo
género de hongos se necesitd afiadir una concentracion de 0.05% de sorbato de potasio.
Encontraron también que a medida que la actividad de agua del producto incrementd en
una atmosfera modificada, necesitaron aumentar la concentracion de este preservativo
para controlar el crecimiento fingico. Se encontrd, que al aumentar la actividad de agua
algunos hongos fueron menos afectados por la atmosfera modificada de nitrogeno
(Guynot y colaboradores, 2005)

Estudios realizados por Abellana y colaboradores (1997) en productos de
reposteria demostraron que la microflora tipica causante de deterioro en estos productos
consistia de especies xerofilicas de los géneros Eurotium, Aspergillus y Penicillium. Si el
procesamiento de estos productos y la actividad de agua son controlados disminuye el
riesgo de Penicillium y Aspergillus.

La mayoria de las esporas fungales son destruidas al aplicarle calor por
inactivacion térmica (Earle y Putt, 1984; Legan, 1993). Sin embargo, durante el
procesamiento puede ocurrir contaminacion post proceso por esporas de hongos que se
encuentren en el medio ambiente o en las superficies de los equipos y utensilios
utilizados. La contaminacién puede ocurrir al enfriar, rebanar o empacar estos productos
y es inevitable. En las superficies que se maneja este tipo de alimentos se puede
encontrar una amplia variedad de hongos como Penicillium, Aspergillus, Cladosporium y

Eurotium (J1y colaboradores, 2010).

2.3.2 Incidencia de coliformes en productos de reposteria
El conteo de coliformes y Escherichia coli es ampliamente utilizado para evaluar
las condiciones de salubridad de plantas procesadoras de alimentos ya que estos son

organismos indicadores de contaminacion fecal. Los coliformes pertenecen a la familia
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Enterobacteriaceae y se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza y en el
tracto gastrointestinal de humanos y de animales. Este tipo de microrganismos puede ser
eliminado con técnicas adecuadas de limpieza y desinfeccion y con tratamiento térmico.

En un estudio realizado en tartas de queso en Turquia se evalu6 la presencia de
coliformes en el producto terminado. Ya que las tartas fueron procesadas utilizando calor
no se esperaba presencia de estos microrganismos en el muestreo, efectivamente
encontraron que los conteos de coliformes y Escherichia coli fueron menores de 10
unidades formadoras de colonia por gramo (Aydin y colaboradores, 2009). Karaoglu y
colaboradores (2005) realizaron un estudio a pan horneado a diferentes temperaturas y
con preservativos donde determinaron la incidencia de coliformes. En su estudio
encontraron que el uso del preservativo propionato de calcio disminuyo6 el conteo de estos
microorganismos en el pan a 20 °C. El pan sin aditivos presentd recuento de coliformes
de 8 Log UFC/g mientras que con aditivos el recuento fue de 2 Log UFC/g, presentando
una disminucion de 6 unidades logaritmicas en el conteo microbioldgico. Al evaluar un
pan re-horneado se encontraron conteos de coliformes de <2 Log UFC/g posterior al
almacenamiento. El estudio relacion6 al incremento en el tiempo de horneado del
producto la disminucién en el recuento de coliformes y otros microrganismos y panes re-
horneados tuvieron conteos menores que aquellos que no pasaron por este proceso. En
pan refrigerado y re- horneado estos microrganismos se encontraron en cantidades de 2
Log CFU/g. Los factores que incrementaron el largo de vida 1til de este producto fueron
la combinacion del uso de preservativos con un tiempo adecuado de horneado o re-
horneado y la temperatura de almacenamiento, lo que también contribuy6 con una textura
adecuada para este tipo de alimento.

En un estudio realizado en el Reino Unido se inocularon productos de reposteria
con tres cepas de Escherichia coli: O 157:H7, O 111: H-, O 26: H11, productores de
verotoxina y se monitorearon por 12 meses almacenados a 10, 22 y 38 °C. En dicho
estudio se encontr6 que estas bacterias pueden sobrevivir en productos con una actividad
de agua menor de 0.90 y mientras menor la temperatura su supervivencia aumento
(Baylis y colaboradores, 2004). Este estudio se compar6 con estudios anteriores
realizados a Salmonella sp. en chocolate donde se encontrd un patrén de supervivencia

similar a este microrganismo estableciendo que los métodos utilizados para prevencion de
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Salmonella en la industria de confeccion de productos de reposteria pueden ser utilizados

para Escherichia coli incluyendo las especies enterotoxigénicas.

2.3.3 Microorganismos anaerobicos y anaerdbicos facultativos en productos
horneados

Muchos microrganismos son inactivados durante el horneado. Sin embargo, en el
centro de estos productos puede haber supervivencia debido a que la temperatura puede
no ser tan alta como en la superficie (Leuschener y colaboradores, 1997). Otro estudio
realizado en pan por Leuschener y colaboradores (1999) revelé que pan parcialmente
horneado con soda, empacado en atmoésferas modificadas y refrigerado a 4 °C fue estable
microbiolégicamente por 13 semanas. El producto no presentd crecimiento de Bacillus
sp. que es un microorganismo anaerobico facultativo. Karaoglu y colaboradores (2005)
encontraron que pan almacenado a 4 °C mostré un crecimiento microbiano menor que
pan almacenado a temperatura ambiente.

Beattie y Williams (2002) estudiaron el crecimiento y la formacion de
enterotoxinas diarréicas de Bacillus cereus en postres con almidén y flanes. En el estudio
se encontrd que la formacién de toxinas no se vio afectada por la tasa de crecimiento del
microrganismo, pero si se afectd con una atmoésfera modificada de nitrogeno y con
valores extremos de pH. Un rango de pH entre 6 y 8 no previno la produccion de la
toxina y en condiciones anaerdbicas no hubo produccion de enterotoxina. El estudio
encontré ademds que con temperaturas de almacenamiento mdas bajas se restringio el
crecimiento de cepas mesofilicas y sicrotroficas de Bacillus cereus en los postres
examinados.

La contaminacién de alimentos por Clostridium botulinum no es muy comun a
menos que alimentos derivados de la tierra sean manejados incorrectamente (Mead,
1992). Asi que, postres elaborados con frutas o vegetales frescos estan expuestos a
contaminacion con este patdgeno. Para que este microrganismo, anaerobico estricto,
cause envenenamiento en alimentos necesita multiplicarse bajo condiciones favorables.
Las clostridias mdas importantes asociadas a brotes en alimentos son: Clostridium

botulinum 'y Clostridium perfringens (Hatheway, 1992; Peck, 2002).
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El Comité Asesor en la Inocuidad Microbiolédgica de los Alimentos (ACMSF, por
sus siglas en inglés) recomienda diferentes estrategias para eliminar riesgos de
Clostridium botulinum en alimentos listos para el consumo. Estas incluyen
almacenamiento a una temperatura de 4 °C o menos, que se le confiera al alimento un
tratamiento 12 D, como por ejemplo 90 °C por 10 minutos, dependiendo del alimento en
cuestion, anadir preservativos y/o la combinacion de los antes mencionados (Advisory
Committee on the Microbiological Safety of Foods, 1992).

Del Torre y colaboradores (2004) inocularon Clostridium botulinum en un postre
italiano conocido como “gnocchi”. El conteo de anaerobios totales de este producto fue
alto antes de pasteurizar y hubo presencia de esporas. Luego de pasteurizarlo se observo
una disminucién en la flora microbiana, la cual no incrementé luego de un
almacenamiento a 8 °C. Este producto mantuvo un largo de vida 1til de 50 dias con
adicion de sorbato de potasio como preservativo. Se encontrd que en el postre control (sin
adicion de sorbato de potasio) hubo contaminacion de anaerobios facultativos. En cinco
muestras de este producto: dos que no estaban almacenadas a bajas temperaturas, dos
muestras de los ingredientes para la receta y una de gnocchi almacenado a 8 °C por 50
dias se encontraron bacilos Gram positivos, anaerobios obligados, catalasa positivos.
Estos presentaron resultados negativos a Clostridium botulinum. Solo en muestreos
realizados a ingredientes, previo a la pasteurizacidon, se encontraron 18 muestras
presuntivas de este patdogeno de un total de 59 muestras y no se le realizaron estudios
posteriores. El estudio concluye que se encontr6 esta clostridia en los ingredientes, pero
en el producto almacenado a bajas temperaturas y con la adicion de sorbato de potasio se
inhibi6 su presencia durante 75 dias de muestreo. Esto concuerda con las
recomendaciones de la ACMSF en las guias para minimizar la incidencia de botulismo en

alimentos.

2.4 Parametros Fisicos - Actividad de agua

La actividad de agua es un parametro critico que influencia la estabilidad de

productos alimenticios. En términos microbioldgicos afecta el crecimiento de
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microrganismos y en términos de calidad interviene en reacciones que determinan la
degradacion de productos alimenticios. La actividad de agua se define como la presion
de vapor del agua en el alimento sobre la presion de vapor del agua pura y su valor
maximo es de 1. La actividad de agua también se define como el agua que se encuentra
disponible para crecimiento microbiano. Como este parametro afecta principalmente la
movilidad molecular (relacion directamente proporcional con el aw), también puede
contribuir a los cambios en las propiedades fisicas de los alimentos como dureza,
cristalizacion y viscosidad, entre otros (Rhaman y Labuza, 1999). Por lo tanto, la
percepcion de un alimento en términos de textura también es afectada por ésta.

La migracion de agua de un alimento al medio ambiente o viceversa va a generar
un producto con caracteristicas organolépticas indeseables, como una dureza no
apropiada y/o puede inducir al crecimiento de microorganismos con el incremento en la
actividad de agua del producto (Brody y colaboradores, 2008).

Roca y colaboradores (2006) reportaron que en productos alimenticios la
migracion de agua se debe a diversos mecanismos de transporte de humedad presentes en
¢éstos. Por ejemplo, se promueve por la complejidad de las matrices de los alimentos,
como la porosidad y la composicion (la manera en la que el agua interactiia con los
diversos constituyentes) (Pernille y Risbo, 2007). Sin embargo, la difusion es el
mecanismo principal para la migracion de agua en un alimento (Roca y colaboradores,
2006). La difusion es un proceso que no requiere aporte energeético en el cual un
disolvente y otras particulas migran a favor del gradiente de concentracion.

Estudios revelan que la difusibilidad efectiva aumenta con el contenido de
humedad del alimento, de igual manera el contenido de grasa del alimento influye en este
proceso. Cuando la grasa se encuentra dispersada en el alimento cohibe la migracion del
agua del producto sélido debido a sus caracteristicas hidrofobicas, disminuyendo la
difusibilidad efectiva (Roca y colaboradores 2006).

Van Nieuwenhuijzen y colaboradores (2008) estudiaron como la actividad de
agua y el contenido de humedad afectan la corteza crujiente de panes. Al realizar analisis
sensorial y pruebas con el texturémetro encontraron que es principalmente el contenido
de humedad el que tiene un efecto decisivo en el punto de transiciéon cuando un producto

alimenticio pierde sus caracteristicas crujientes. En su estudio se buscaba relacionar el
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crujiente percibido por panelistas y la fuerza necesaria para que el texturémetro rompiera
las muestras. Ellos concluyeron que alimentos con un contenido de humedad alto tienen
una distribucion de agua menos homogénea y esto permite que el alimento tenga zonas
mas y menos crujientes, un alimento que tenga una actividad de agua mayor serd menos
crujiente.

La actividad de agua y la temperatura de almacenamiento son factores
importantes que influencian el crecimiento de hongos en alimentos (Wheeler y
colaboradores, 1988). La determinacion de la actividad de agua se utiliza desde el punto
de vista microbioldgico para tener una idea de qué tipo de microrganismos pueden estar
presentes en un producto. En conjunto con otros factores intrinsecos y extrinsecos de los
alimentos, este atributo fisico se utiliza como un indicador de posible propagacion tanto
de patogenos como de metabolitos producidos por éstos (Vytrasova y colaboradores,
2002). Hay que tomar en cuenta que la actividad de agua no es constante y sufre cambios
durante el procesamiento y el almacenamiento de productos alimenticios.

Guynot y colaboradores (2005) evaluaron el crecimiento de hongos en bizcocho
de esponja controlando diferentes factores fisico-quimicos. La actividad de agua se
evalu6 a 0.80, 0.85 y 0.90. Aunque este tipo de bizcochos tiene un aw de 0.75-0.85 este
valor puede incrementar si son empacados estando calientes aun, porque se genera
condensacion de agua dentro del paquete. Ellos encontraron que la actividad de agua es
uno de los factores determinantes del crecimiento de microorganismos en productos de
humedad intermedia, como el bizcocho de esponja. Abellana y colaboradores (1999)
encontraron que la reduccion de aw en productos analogos disminuy¢ el deterioro a causa

de crecimiento microbiano.

2.5 Parametros Fisicos - Textura en alimentos

Uno de los atributos mas importantes de un pastel horneado es su frescura. La
pérdida de frescura es un proceso bastante complejo que afecta la pérdida de sabor,
cambios en la textura, pérdida de terneza y redistribucion de la humedad, que puede
causar sequedad en el producto (Sych y colaboradores, 1987). Los factores antes
mencionados van a disminuir la aceptabilidad de los consumidores por un producto dado.

Asi que, el largo de vida util de un producto horneado esta determinado por las

17


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160501006262

caracteristicas fisicas que contribuyen a su textura y sus atributos sensoriales relacionados
a la frescura (Guy, 1983). Entre éstos se encuentran: terneza, compresibilidad, fuerza,
elasticidad y cohesividad, entre otros. Segin Gelinas y colaboradores (1999) la textura de
pasteles va a depender de la formulacion del producto, la actividad de agua y las
condiciones de almacenamiento.

El aumento de la firmeza de un pastel se asocia usualmente con el proceso de
retrogradacion. Sin embargo, ésta no es la Unica causa del incremento en la firmeza de
estos productos. En la pérdida de frescura y el aumento de la firmeza de productos de
reposteria pueden ocurrir diferentes procesos como: transferencia de agua, solubilidad de
coloides y degradacion de componentes como proteinas y lipidos (Gomez y
colaboradores, 2009).

En un estudio realizado para observar los cambios en la textura de bizcochos a
través del almacenamiento se encontré que, en aquellos que tenian en su formulacion
grasa y polvo de hornear, la temperatura de almacenamiento no tuvo efecto significativo
en el volumen, densidad y pérdida de agua y la textura fue similar a la medida
inicialmente. En bizcochos con una formulacion con niveles reducidos de grasa se
observd que al ser almacenados a temperaturas mas bajas se presentaron cambios en la
firmeza y gomosidad. El contenido de fibra en pequefas cantidades disminuy?6 el proceso
de retrogradacion, al igual que la adicion de goma xanthan (Goémez y colaboradores,
2009).

Ying y colaboradores (2010) estudiaron el efecto de aditivos en la textura de
bizcochos de arroz. Los aditivos anadidos fueron carboximetil celulosa (CMC), alfa
amilasa, beta amilasa y goma xanthan, en bizcochos almacenados a temperatura
ambiente. Se les realizo prueba de dureza y les midi6 la razon de retrogradacion. El orden
de aceptabilidad de los aditivos de mayor a menor fue beta amilasa, CMC y goma
xanthan. La alfa amilasa no presentd mejoras en la textura del producto. Con excepcion
de esta ultima, la textura del bizcocho de arroz siempre mejord con la adicion de
preservativos. Se encontrd que el efecto de €stos en mantener la frescura de los bizcochos
de arroz es debido a que retardan el proceso de retrogradacion. La formulacion de los

alimentos, la temperatura de almacenamiento y factores fisico-quimicos tienen efecto en
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la textura de éstos, asi que el estudio de estos atributos puede ayudar a incrementar el

largo de vida 1til de los mismos.

2.6 Contenido de carotenos en alimentos

La deficiencia de vitamina A sigue siendo un problema serio en la salud publica
en los paises en desarrollo. Asi que, las fuentes dietarias y la adecuacion de las
provitaminas A contintdan siendo una preocupacién principal. Por otra parte, el enfoque
en el mundo desarrollado esta girando en torno a los otros efectos de promocion de la

salud de los carotenoides (Rodriguez, 1997).

Capturan el oxigeno singlete Bloquean reacciones mediadas

\ / por radicales libres

Absorben luz <«—— CAROTENOIDES 3 Lipofilicos, insolubles en

agua

Se isomerizan y oxidan Se unen a superficies
facilmente hidrofébicas

Figura 2. Propiedades fisicas y quimicas importantes de los carotenoides (Rodriguez, 1997).

Los alimentos que reciben algiin procesamiento térmico en su elaboracion pueden
sufrir degradacion en sus pigmentos y en el color. La calabaza posee beta- caroteno, que
durante el procesamiento en altas temperaturas sufre un cambio de color. Entre los
factores que intervienen en este proceso se encuentra la reaccion de isomerizacion cis-
trans que se promueve por el calor (Klaui y Bauernfeind, 1981), la oxidacion de caroteno
a epoxi carotenos y apocarotenal (Rodriguez, 1999) e inclusive se puede encontrar
hidroxilacion (Marty y Bersit, 1988). El estudio de la degradacién visual del color en un
alimento puede predecir cambios experimentales en su contenido de pigmentos (Ahmed y
colaboradores, 2002).

Una de las caracteristicas mas importantes que los consumidores toman en cuenta al

comprar un producto es la apariencia visual, de tal forma que muchos procesadores

19



utilizan el efecto sicologico del color para mercadear sus productos (Maskan, 2001.) Un
alimento que sufra decoloracién excesiva puede tener problemas al momento de
mercadearse. Se han realizado diversos estudios para analizar el color de los alimentos
instrumentalmente (Ahmed y colaboradores, 2002; Gunawan y Barringer, 2000; Hunt,
1991; Nagle y colaboradores, 1979; Rigg, 1987 y Shin y Bhowmik, 1995). La medicion
de color con sistemas como Hunter scale (L,a,b) y CieLab (L*,a*,b*) se ha evaluado y
¢éstos se han aceptado como métodos simples y precisos de deteccion de color y son
comparables a métodos espectrofotométricos (Hayakawa y Timbers, 1997). La medicion
de los pigmentos presentes en un alimento puede ayudar a cuantificar la degradacion de
los mismos durante el almacenamiento, pero es importante establecer una correlacion
entre la concentraciéon de pigmento y el color visible de los productos alimenticios
durante el tratamiento térmico.

En un estudio realizado por Dutta y colaboradores (2006) se analiz6 la degradacion
por procesos termales de los carotenos en puré de calabaza. El contenido de beta-
caroteno incrementd con el proceso de escaldado. Este efecto se justifico por la
inactivacion de enzimas que pueden degradar el beta caroteno. La temperatura de 60 °C
promovi6é también la concentraciéon de este pigmento posiblemente por promover
biodisponibilidad del mismo en el alimento. En la Tabla 3 se presentan los tratamientos

realizados al puré de calabaza y la concentracion de beta-caroteno encontrada en cada

uno.
Tabla 3. Contenido de carotenos en puré de calabaza escaldado, sin escaldar y con
tratamiento térmico a 60 °C.
Condiciones de tratamiento Beta-caroteno (ng/g)
Puré de calabaza sin escaldar 10.9426
Escladado por 2 min en 1% NaCl 12.4569
Escaldado por 2 min en 1% NaCl y con tratamiento 14.0531
térmico a 60 °C (por 2 h)

La cadena poliénica de los carotenoides es inestable por diferentes razones
incluyendo su susceptibilidad a la oxidacion al combinarse con oxigeno e isomerizacion

geométrica (el enlace doble sufre cambio en su geometria). El calor, los acidos y la luz
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promueven la isomerizacién de los carotenoides trans (su configuraciéon comun en la
naturaleza) a cis. La causa principal de la degradacion de los carotenoides es la oxidacion
y va a depender del oxigeno disponible y el tipo de caroteno. La luz, metales, enzimas y
peroxidos promueven la oxidacion de éstos, pero puede ser inhibida afiadiéndole a los
alimentos antioxidantes como la vitamina E (tocoferoles) y la vitamina C (&cido
ascorbico) (Rodriguez, 1997).

Las condiciones necesarias para la isomerizacion y oxidacion de los carotenoides
se pueden encontrar probablemente en la preparacion de alimentos en el hogar, el
procesamiento industrial y el almacenamiento de alimentos. Las consecuencias son
pérdida de color, pérdida de la actividad de la vitamina A y de otras actividades

bioldgicas (Falconer y Fishwick, 1964)

2.7 Medicion de pH en alimentos

La acidez y la alcalinidad se miden en la escala de pH, que comienza en 1 (el valor
mas acidico), 14 (el valor mas alcalino) y 7 como un valor neutral. Esta medida se basa
en la actividad de iones de hidronio (H;O") en una sustancia. Uno de los factores
intrinsecos de los alimentos que comunmente se controlan es el pH. Esto se debe a que la
mayoria de los microorganismos crecen en un rango de pH neutral. En la industria de
alimentos la acidificacion utilizando preservativos u otras técnicas se considera un
procedimiento seguro ya que, la adicion de acidos organicos promueve la disminucion de
pH, previniendo la incidencia de microorganismos contaminantes (Glass y colaboradores,
1992). Estudios recientes han encontrado que ciertos microorganismos tienen la habilidad
de desarrollar mecanismos de adaptacion para tolerar el estrés fisiologico desarrollado
por la acidez (Gorden y Small, 1993; Lin y colaboradores, 1996). Este tipo de adaptacion
puede representar un peligro en la industria de alimentos, por ejemplo, la supervivencia
de microorganismos patdgenos como E.coli O157:H7.

En un estudio realizado por Dlamini y Buys (2009) se comprob6 la supervivencia
de dos cepas de E. coli O 157:H7 a valores bajos de pH. Las dos cepas utilizadas fueron
la UT 10 y la ATCC 25922, ambas se crecieron a pH 7.4, 4.5 y 2.5 en el caldo “brain

heart infusion”. Ambas cepas sobrevivieron a pH 4.5 debido a la adaptacion al estrés
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generado por la acidez, pero E. coli UT 10 fue mas resistente. Se encontrd que a pH 2.5
las cepas no pudieron sobrevivir por mas de 4 horas. El mecanismo de supervivencia
detectado por ambas cepas de este microorganismo fue un incremento en los acidos
grasos saturados de su pared celular, lo que indica que la modificacion de lipidos juega
un rol importante para la adaptacion de la bacteria a estas condiciones. Los autores
recalcan la importancia de revisar los métodos de preservacion contra patdgenos en
alimentos y aconsejan que se utilice este tipo de cepas en estudios de inoculacion.

En productos de reposteria el crecimiento microbiano tipico es de hongos, los
cuales en muchos casos determinan la vida util de este tipo de alimentos (Earle y Putt,
1984). Para combatir la proliferacion de estos microorganismos se recomiendan factores
combinados, los cuales por separado pueden fallar en la preservacion adecuada de los
alimentos (Leistner, 1992). Los acidos débiles utilizados como antimicrobiales en la
preservacion de alimentos son: 4cido propionico, benzoico y sorbico (Earle y Putt, 1984,
Chirife y Favetto, 1992 y Legan, 1993). Estudios previos que trabajaron la prevencion de
hongos enfatizan la combinacién entre la reduccion de pH con otros factores como aw y
temperatura (Abellana y colaboradores, 1999). Earle y Putt (1984) concluyeron en
investigaciones realizadas que un pH apropiado en combinaciéon a otros factores
maximiza el efecto del 4cido sorbico, de forma tal que la cantidad de 4cido necesaria para

aumentar el largo de vida util puede ser minimizada.

2.8 Potencial de Oxidacion - Reduccion en alimentos

El potencial de oxidacion- reduccion (Eh) es una medida de la habilidad de sistemas
quimicos y biquimicos para oxidarse (donde pierden electrones) o reducirse (donde ganan
electrones) (Topcu y colaboradores, 2008). El potencial redox generalmente se mide con
un electrodo de platino que estd conectado a un electrodo de referencia y esta medida
tiene unidades en mV. Un valor de redox positivo indica un estado de oxidacion o
presencia de oxigeno y un valor negativo indica un estado reducido (ausencia de oxigeno)
(Fox y colaboradores, 2000). Otro procedimiento utilizado para tomar esta medida es por
medio de sustratos cromogénicos que cambian de color a diferentes potenciales de

oxidacion-reduccion (Davis, 1932).
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Los procesos de oxidacion se catalogan como reacciones quimicas que impactan
tanto el largo de vida util como la calidad de los alimentos. En tejidos bioldgicos la
oxidacion de lipidos ocurre inicialmente en los que se encuentran en la membrana
celular, debido a que son altamente insaturados y poseen una gran area de superficie
(Belitz y Grosch, 1999; Decker y Hultin, 1992; Decker y Xu, 1998). La oxidacion de
esos lipidos membranales afecta de manera negativa los atributos sensoriales de los
alimentos. Esto se debe a la formacion de productos volatiles y de bajo peso molecular,
que surgen del rompimiento de los lipidos percibiendo rancidez en los alimentos. Tanto
los radicales libres como productos secundarios formados durante procesos de oxidacion
promueven el rompimiento de otros componentes celulares incluyendo las vitaminas y
acidos grasos esenciales. Adicionalmente las proteinas pueden perder sus propiedades
funcionales en presencia de estos compuestos (Decker y Xu, 1998; Ladikos y Lougovois,
1990 y Pearson y colaboradores, 1983).

En el 2008, Que y Mao estudiaron el efecto del tipo de secado en la capacidad
antioxidante y en las caracteristicas fisico-quimicas de harina de calabaza. Los dos
métodos utilizados fueron: secado por aire frio y secado por aire caliente. Se evaluaron
extractos de metanol de las harinas en términos de capacidad antioxidante total, poder
reductor, expulsion de radicales libres y actividad quelante. Se encontrd que la harina
secada con aire caliente mostrd una capacidad antioxidante mayor que la secada con aire
frio. Ademas mostr6é un porcentaje de inhibicion de perdxido de 92.4%, que fue mayor
que la harina secada con aire frio, cuyo porcentaje fue de 86.1% después de 120 horas de
incubacion. Esta harina presentd superioridad en términos de poder reductor, menos
radicales libres, mayor actividad quelante y redujo la absorcion de aceite y agua. La
harina secada con aire frio preservé el color de la calabaza efectivamente. El estudio
demostré que la promocion de compuestos fendlicos en la harina, contribuy6 a una mayor
capacidad antioxidante y esto se puede aplicar a otro tipo de alimentos a base de
calabaza. Ademads, concluye que los extractos de calabaza poseen mecanismos
antioxidantes que se pueden atribuir a una fuerte capacidad para donar iones de
hidrogeno, capacidad quelante de metales y su efectividad para atrapar peroxido de

hidrégeno, superdxido y radicales libres.
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2.9 El color en los alimentos

El color es un atributo muy importante en un alimento ya que sirve para medir la
calidad de alimentos crudos y cocidos. El color es un indicador de cambios en las
caracteristicas de productos alimenticios debido a procesamiento, almacenamiento y otros
factores (Hutchings, 1999). Bloukas y colaboradores (1999) reportaron que el desarrollo
de productos alimenticios con colores atractivos es una meta muy importante para la
industria de alimentos. Ademds es un pardmetro generalmente utilizado por los
consumidores al momento de decidir la compra o el consumo de un producto. El color en
los alimentos puede ser generado por la presencia de pigmentos, asi que la calidad va a
depender de la conservacion de esos compuestos que imparten color.

En un estudio realizado por Krokida y colaboradores (2001) se estudio el efecto de
aire caliente en el secado de frutas y encontraron que el aire caliente y la humedad
afectaron los colores rojo y amarillo (a* y b*) pero no la luminosidad de estos productos.
Se observo también que el deterioro del color aument6 a medida que la temperatura y la
humedad del aire aumentaron, mostrando el efecto de las temperaturas altas en el color de
los alimentos.

En la calabaza los compuestos responsables de impartir el color amarillo-anaranjado
son los carotenoides, en especial el beta caroteno. La calabaza tiene un color atractivo
que puede mejorar la apariencia de alimentos elaborados a base de este fruto (Aziah y
Noor, 2009). En un estudio realizado por Gleiemmo y colaboradores (2009) se evalu6 la
estabilidad del color de dos purés de calabaza, con pH de 4.00 y 5.00 que contenian acido
ascorbico y sorbato de potasio. Los materiales de los empaques utilizados fueron
polietileno y un polimero de cloro-polivinilideno (PCPC por sus siglas en inglés). Los
purés fueron almacenados a 25 °C para su posterior analisis y los cambios de color se
analizaron midiendo los parametros L, a y b. Los resultados mostraron que tanto la
luminosidad como los colores anaranjado y amarillo (dados por L, a y b,
respectivamente) disminuyeron con el tiempo de almacenamiento. El sorbato de potasio
disminuyo la pérdida de color en el puré empacado en el polimero mientras que promovio
la perdida de color en el empaque con polietileno. Esto sugiere que en el primer empaque
el sorbato dismuyo el oxigeno presente limitando la oxidacion de los carotenos mientras

que en el otro empaque el oxigeno promovid la oxidacion tanto del sorbato de potasio
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como de los carotenos, posiblemente debido a la permeabilidad del empaque. La adicion
de acido ascorbico a los purés con pH de 4.00 y 5.00 que contenian sorbato de potasio
disminuy6 la pérdida de color en el empaque con polietileno; en el empaque con el

polimero el acido ascorbico tuvo el mismo efecto tanto a pH 4.00 como a 5.00.

2.10 Las tendencias de los alimentos

Los alimentos funcionales se han convertido en el centro de innovacion hace
algunos afios (Bleiel, 2010). Las compafias grandes estan invirtiendo en alimentos
funcionales porque los consumidores estin en busqueda de productos alimenticios
saludables que tengan beneficios a la salud, al bienestar general y a la calidad de vida de
las personas.

Bleiel (2010) en su articulo describe cuales son las tendencias que prefieren los
consumidores. Este autor recalca que la mayoria de las tendencias tienen un impacto en la
salud, el bienestar y la nutricién de los consumidores. Las tendencias mas populares y el
enfoque que poseen se muestran a continuacion:

1. “La nueva generacion de los 50’s”: Un estilo de vida saludable, enfocado en
alimentos que promuevan una vida activa.

2. “Complejidad de Género”: Los hombres cocinan y las mujeres trabajan.

3. “Dificultad en el mundo del trabajo”: Pequefias porciones, empaques individuales.

4. “Complejidad de Salario”: Define comida basica como aquella con buena calidad
y buen precio.

5. “Individualismo”: La diferentes necesidades de la poblacion en general permite
adaptar la funcionalidad de los productos.

6. “Hogarefios”: Lanzar al mercado recetas para cocinar en el hogar, tiene influencia
de los programas de cocina.

7. “Simplicidad pura”: Enfocada en lo organico, lo natural, de donde provienen los
ingredientes, frescura y lo que tenga una preparacion simple.

8. “Sensorial”: Experimentar con sabores nuevos y mas exoticos.

9. “Conveniencia”: Consumidores sin hora fija de comer, meriendas, comida lista

para el consumo.
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El Instituto de Tecndlogos de Alimentos (IFT) presentd (Salzman, 2011) las 5
tendencias esperadas para el 2012. En dos de éstas se recalca el consumo de alimentos
con poco aporte calérico en la dieta y el consumo de meriendas saludables. La primera
tendencia fue nombrada como “fobia a la gordura” y menciona que las personas estan
mostrando preocupacion por el sobrepeso. Ademas explica que en paises como Francia,
donde no hay tanto problema de obesidad, se ha encontrado un aumento en esta
enfermedad. En 10 afos el porciento de adultos obesos ha aumentado de un 8% a un 14%
en este pais y se ha encontrado que su consumo de comida répida ha incrementado
también. Compafiias grandes, como Pepsi han entrado en accion buscando opciones mas
saludables para la elaboracion de sus productos.

La segunda tendencia habla del consumo de meriendas saludables. En Estados
Unidos la venta de meriendas saludables empacadas, en especial aquellas elaboradas a
partir de frutas y vegetales, incrementd 64 billones de dolares en el 2010 y se pronostica
un aumento a 77 billones de dolares para el 2015. Las demas tendencias mencionan el
consumo de alimentos étnicos o exoticos como parte de sabores nuevos y alternativas de
alimentos saludables, interés en sabores picantes y en la compra de comida en facilidades

moviles, como por ejemplo guaguas de pizza (Salzman, 2011).
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Obtencion de la materia prima

La calabaza utilizada en este estudio fue de la variedad ‘Taina Dorada’, sembrada y
cosechada por personal de la Estacion Experimental Agricola de Lajas de la Universidad
de Puerto Rico. La calabaza se obtuvo madura. Posteriormente se eligieron aquellas que

no presentaban rasgaduras visibles.

3.2 Preparacion de la materia prima

3.2.1 Proceso de despulpar calabaza

Las calabazas maduras se lavaron en una solucién de 50 partes por millon (ppm)
de hipoclorito de sodio (US FDA, 2003), se cortaron en trozos de tamafio similar y se les
extrajo la semilla sin removerles la cascara. Luego se procedi6 a cocinarlas durante 30
minutos en agua hirviendo. Cuando se cocieron las calabazas se dejaron escurrir en papel
absorbente para remover el exceso de agua y se dejaron enfriar. Posteriormente los
pedazos de calabaza con céscara fueron despulpados utilizando una despulpadora de
mesa (Robot Coupe C 80, 34-1004). La pulpa de calabaza obtenida se congel6 a -80°C

hasta que se utilizo para preparar los pastelitos horneados.

3.2.2 Caracterizacion de la pulpa de calabaza

Se obtuvieron medidas de pH, indice de refraccion y humedad de las pulpas de
calabaza utilizadas en el estudio (Tablas 4, 5 y 6). Hubo dos cosechas de calabaza que se
utilizaron, la primera se obtuvo en diciembre de 2010 y la siguiente en diciembre de
2011.

Las medidas de pH se tomaron utilizando el equipo Sartorius Docu-pHmeter
23157057. El electrodo se calibrd con las soluciones amortiguadoras 3, 7 y 10 y se lavo
con agua destilada en medio de cada muestra.

Las medidas de indice de refraccion se tomaron utilizando un refractometro de
mano (r2 mini Refractometer- Reichert, 02579-1209) (FAO, 1998). Se colocd una gota

de la muestra y entre cada lectura se lavo con agua destilada.
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El ultimo dato tomado para caracterizar la materia prima de este estudio fue el
porciento de humedad de la calabaza. Este dato se tom¢é utilizando un analizador de
humedad (Sartorius MA 35-000115V1). Se colocéd 1 gramo de la muestra himeda en un
plato de aluminio que incluye el equipo y se esparcidé la muestra por todo el plato
siguiendo las instrucciones del manual (Sartorius, 2012). Finalmente se tom¢ la lectura

que dicto la balanza.

Tabla 4. Valores de pH de las pulpas de calabaza utilizadas.

Pulpa pH a 25°C
1 5.50
2 6.02

Tabla 5. Valores de indice de refraccion de las pulpas de calabaza utilizadas.

Pulpa Grados Brix
1 4.9
2 3.9

Tabla 6. Valores de humedad de las pulpas de calabaza utilizadas.

Pulpa Humedad (%)
1 91.12
2 95.48

3.3 Elaboracion de los pastelitos horneados de calabaza

3.3.1 Formulacion de la mezcla a base de calabaza
En este estudio se prepararon 4 lotes o repeticiones. Dos repeticiones

representaron el grupo testigo y las otras dos correspondieron al tratamiento. Cada lote
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de pastelitos de calabaza horneados requeria una cantidad total de 128 bizcochitos. La
formulacion de los pastelitos incluia los siguientes ingredientes: pulpa de calabaza,
harina de trigo, azlcar, huevo, mantequilla, canela, sal, sorbato de potasio, goma
TICAGEL PPS-2 y acido ascorbico.

Los ingredientes fueron pesados utilizando una balanza de mesa (Mettler PC 16-
837696) en recipientes previamente desinfectados. Una vez pesados se procedid a
homogenizarlos en una batidora por aproximadamente 20 minutos de manera tal que no

hubieran grumos en la mezcla.

3.3.2 Elaboracion de pastelitos horneados de calabaza

Con la formulacion a base de calabaza lista, se procedid a aceitar con un poco de
mantequilla los orificios de un molde para hornear. Luego se agregaron 25 gramos de la
mezcla en cada orificio y los moldes se colocaron en un horno convencional durante 25
minutos a una temperatura de 350 °F. Finalmente los pastelitos se sacaron de los moldes

y se dejaron enfriar para empacarse posteriormente.

3.3.3 Empaque de pastelitos horneados de calabaza

Los pastelitos horneados fueron empacados en bandejas de plastico. Se
prepararon 16 bandejas por repeticion y cada bandeja tenia 8 pastelitos. Semanalmente se
utilizaron dos bandejas. Estas fueron empacadas utilizando el equipo (KOCH Ultra
Source EP8488). Se empacaron dos repeticiones utilizando como atmosfera gaseosa aire
y en las otras dos repeticiones se utilizd nitrogeno. Las bandejas con las muestras se
colocaron en la empacadora y se seleccion6 la atmdsfera gaseosa a utilizar. El equipo
realiz6 el sellado con papel plastico y las bandejas se refrigeraron a 4 °C hasta utilizarse

para su posterior analisis.

3.4 Analisis microbiolégico de pastelitos horneados de calabaza

El método que se utiliz para la preparacion de las muestras es el del BAM

(Bacteriological Analytical Manual, 2003) descrito en el capitulo 1. Se realizaron tres
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analisis microbioldgicos donde se determind la presencia de coliformes totales,
microrganismos anaerdbicos, hongos y levaduras.
3.4.1 Recuento de coliformes totales

Se utilizé el método descrito en el capitulo 4 del BAM (Bacteriological Analytical
Manual, 2003) para la deteccion de coliformes totales, con modificaciones. Se pesaron 25
gramos de la muestra, utilizando una balanza (VWR Sartorius Extended 24450136) y se
realizaron diluciones en serie partiendo de 10 hasta 107, Luego se tomé 1 ml de cada
dilucién y se sirvid en platos Petri. Posteriormente se sirvieron 10 ml del medio de
cultivo VRBA con MUG (Violet Red Bile Agar con 4-metilumbeliferil-B-D-glucurénido)
utilizando la técnica de vertido en plato. Se prepararon platos para inocular las tres
diluciones y éste andlisis se hizo en triplicado, sumando 9 platos en total. Los platos se

incubaron a 35 + 1°C por 48 horas. El muestreo se realiz6 semanalmente.

34.2 Recuento de microorganismos anaerébicos

Se utilizé el método descrito en el capitulo 3 del BAM (Bacteriological Analytical
Manual, 2003) para la deteccion de microrganismos aerdbicos y se adaptd para
anaerobios. Se pesaron 25 gramos de la muestra, utilizando una balanza (VWR Sartorius
Extended 24450136) y se realizaron diluciones en serie partiendo de 107 hasta 107
Luego se tom6 1 ml de cada dilucion y se sirvid en platos Petri que contenian el medio
PCA (Plate Count Agar) utilizando la técnica de esparcido en plato. Se prepararon un
total de tres platos y este andlisis se hizo en triplicado semanalmente. Los platos se

colocaron en una jarra anaerobica y se incubaron a 35 + 2 °C por 48 horas.

3.4.3 Recuento de hongos y levaduras

Se utilizo el método descrito en el capitulo 18 del BAM (Bacteriological
Analytical Manual, 2003) para la deteccion de hongos y levaduras. Se pesaron 25 gramos
de la muestra, utilizando una balanza (VWR Sartorius Extended 24450136 y se realizaron
diluciones en serie partiendo de 10 ™ hasta 10 . Luego se tomé 1 ml de cada dilucién y

se sirvio en platos Petri que contenian el medio PDA (Potato Dextrose Agar) utilizando
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la técnica de esparcido en plato. Se prepararon un total de tres platos y este andlisis se

hizo en triplicado semanalmente. Los platos se incubaron a 25 + 2°C por 5 dias.

3.5 Analisis de atributos fisicos

Los atributos fisicos que se le midieron a los pastelitos horneados de calabaza
fueron: actividad de agua y andlisis de textura. A continuacion se describe el método

utilizado para estas pruebas.

3.5.1 Medida de actividad de agua

El instrumento utilizado para tomar las medidas fue un higrometro (DECAGON
0589284). Para calibrarlo se utilizé una solucion con una actividad de agua de 0.984. La
muestra se colocd en el recipiente plastico que incluye el equipo y se tomo la lectura de
actividad de agua que el equipo registr6. Las lecturas se tomaron por triplicado

semanalmente.

3.5.2 Anadlisis de textura

Para tomar las medidas de textura se utilizo el texturoOmetro (Stable Micro
Systems 12762). Se determin6 la fuerza requerida para hacer una doble mordida. El
equipo fue calibrado con una pesa de 5 kg. Posteriormente se procedié a tomar las
lecturas de textura colocando la muestra en el texturometro y generando tablas de datos
para los siguientes atributos: dureza, adhesividad y cohesividad. Este andlisis se realizo

por triplicado semanalmente.

3.6 Analisis proximal

3.6.1 Determinacion de humedad

El método utilizado fue el AOAC 966.02 (AOAC INTERNATIONAL, 1990).
Los crisoles, previamente rotulados con lapiz #2, se secaron a una temperatura de 100°C
a 105°C en un horno por 24 horas, se enfriaron en un desecador y se tomo su peso. Este

paso se repitio pero luego de calentar los crisoles solo por una hora. Cuando la diferencia
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entre el primer peso y el segundo no era mayor de 20 mg o 0.020 g se procedio6 a tomar el
ultimo peso y se anoto. El crisol fue tarado en una balanza (AG204, Mettler Toledo) y
se le afiadieron 5.0 gramos de muestra. Posteriormente se coloco el crisol con la muestra
en el horno (Isotemp Oven 200 Series, Fisher Scientific, USA) nuevamente a una
temperatura entre 100°C a 105°C por 24 horas. Al cabo de este tiempo se saco el crisol
del horno y se dej6 enfriar por 30 minutos en un desecador y se registro el peso. El crisol
fue colocado en el horno nuevamente y se esper6 1 hora mas. Se retiro el crisol del horno
y se pesd nuevamente. Cuando la diferencia en peso no fue mayor de 20 mg o0 0.020 g, se
registro ese peso como final. Esto se realizé en triplicado para las dos repeticiones del
tratamiento y para el grupo control y su repeticion. La razon entre el agua extraida y el

peso de la muestra himeda fue calculado como el porcentaje de humedad.

3.6.2 Determinacion de cenizas

El método utilizado fue el AOAC 923.03 (AOAC INTERNATIONAL, 1990).
Se pesaron crisoles previamente rotulados con lapiz #2 con sus tapas y se asegurd que
estaban limpios y secos. Seguidamente se agregaron entre 0.5 g a 1.0 g de muestra seca a
cada crisol y se taparon inmediatamente. Se colocé el crisol con la muestra en una mufla
(Muffle Furnance, Isotemp, Fisher Scientific, USA) y se calentd paulatinamente hasta
que alcanzo los 600 °C. La temperatura se mantuvo a 600 °C por aproximadamente seis
horas. Posteriormente la mufla se apagd y se permitid que la muestras se enfriaran. Los
crisoles fueron colocados en un desecador por aproximadamente 30 minutos y luego
fueron pesados con sus tapas. Este proceso se realiz6 en triplicado para cada repeticion.
La razon de peso de la muestra remanente en el crisol entre el peso de la muestra seca fue

calculado como el porcentaje de ceniza en base seca.

3.6.3 Determinacion de proteina bruta

El método utilizado fue el de Micro-Kjeldahl, AOAC 960.52 (AOAC
INTERNATIONAL, 1990). Muestra seca con un peso entre 0.12 g a 0.15 g fue
transferida a un tubo de digestion de 100 mL que contenia aproximadamente 0.6 g del

catalizador compuesto de sulfato de potasio (K,SO,) y sulfato de cobre (CuySO4). En una
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campana de extraccion se agregaron 7 ml de acido sulfurico concentrado a cada tubo y
posteriormente se colocaron en un bloque de digestion (Digestion System 6, Tecator). La
temperatura se aumentd paulatinamente hasta alcanzar el nivel 10 en aproximadamente 8
minutos. Las muestras se mantuvieron digiriendo por 3 horas. Al cabo de este tiempo
los tubos se sacaron y se dejaron enfriar dentro de la campana de extraccion.

El contenido de los tubos de digestion fue lavado con mucho cuidado utilizando
una porcion de aproximadamente 40 ml de agua destilada para remover los cristales
formados y se transfirié a los tubos de destilacion (250 mL). Utilizando la campana de
extraccion se le adicionaron 50 ml de NaOH al 40% al tubo de destilacion. Luego se
encendid el destilador (Rapidstill II, Labconco, USA) y se le colocd6 un matraz
conteniendo 25 ml de soluciébn de 4cido borico 4% con indicador (Kjeldahl
determination, Fisher Scientific, USA) en el tubo de salida del destilador. Se coloc6 el
tubo de 250 ml en el destilador y el medidor de tiempo se colocd en 9 minutos. La
solucion indicadora del acido boérico se tornd verde azul. Posteriormente la muestra se
titulo6 con HCI 0.10 N y hasta el punto de equivalencia. Esta prueba se realizd en
triplicado para cada repeticion. Las formulas para obtener la cantidad de nitrogeno y el

porcentaje de proteina en base seca son las que siguen:

%N = Volumen HCI utilizado en titulacion (mL) * Normalidad HCI *14.01 * 100%
1000 * peso muestra seca (g)

%PRO = % de N * Factor de conversion (6.25 para frutas y vegetales)

3.64 Determinacion de grasa cruda

El método utilizado fue el AOCS Am 5-04 (AOCS, 2005). Se rotularon las bolsas
XT4 (Ankom Technology, USA) con un marcador indeleble resistente a solventes.
Luego se pesd la bolsa y anotd el peso. Después se colocod la bolsa en un cilindro
especial que incluye el equipo para poder verter en ella 1.00 gramo de muestra humeda.
La bolsa se cerr6 con la ayuda de un sellador por calor (1915, Ankom Technology).
Posteriormente fueron colocadas en un horno a 105°C por 3 horas.

Luego de las 3 horas se sacaron las muestras del horno y se colocaron en un
desecador para que se enfriaran por aproximadamente 30 minutos. Después de esto, las

muestras se colocaron en el espiral del equipo, el cual fue colocado en la canasta del
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extractor. Se adicionaron 200 mL de éter de petroleo (Fisher Scientific, USA) en el
receptor y 150 mL en la canasta con las bolsas de las muestras. El receptor y la canasta
se introdujeron en el extractor de grasa. Se seleccionaron las siguientes condiciones:
90°C de extraccion por 40 minutos. Después de la extraccion se colocaron las muestras
en el horno por 24 horas a 105 °C, se colocaron en el desecador por aproximadamente 30
minutos y se pesaron nuevamente. El porcentaje de grasa cruda en base humeda es la
razén de la grasa extraida (obtenida por diferencia de peso), entre la masa de la muestra

humeda. Este proceso se realizo en triplicado para cada repeticion.

3.6.5 Determinacion de carbohidratos
Los carbohidratos se estimaron por diferencia. Se restaron los valores de los
porcentajes proteina, grasa, humedad y ceniza a un 100% para obtener el porcentaje de

carbohidratos.

3.7 Analisis de atributos quimicos

3.7.1 Extraccion de carotenos

Se utiliz6 el método de la AOAC 941.15 (AOAC INTERNATIONAL, 1990) que
consiste de una extracciébn con acetona y hexano. Se comenzd haciendo una curva
estandar. En once tubos de ensayo se afiadid de 0 a 1.1 ml de solucion de B-caroteno (10
pg/ml). Se completd el volumen de cada tubo con 10 ml de una solucién de acetona-
hexano (1:9). Después se leyo la absorbancia en un espectrofotometro Thermo Spectronic
Genesys™ 8 a 436 nm y con los datos recopilados se hizo una curva de absorbancia vs.
concentracion de B-caroteno.

Luego se procedio a realizar la extraccion. La muestra se homogenizdé en un
procesador de alimentos y se tomaron entre 2-5 gramos de la muestra. La muestra
homogenizada fue colocada en una licuadora por 5 minutos con 40 ml de acetona, 60 ml
de hexano y 0.1 gramos de carbonato de magnesio. La muestra licuada se filtr6 por
succion utilizando un matraz de succidon y un “buchner” con tapon. Los residuos se
lavaron dos veces con porciones de 10 ml de 1:1 acetona/hexano. La acetona de la

extraccion se lavo cinco veces con porciones de 100 ml de agua y se obtuvo dos fases. La
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porcidn superior se transfirido a un matraz volumétrico de 100 ml que contenia 9 ml de
acetona. Se diluyo a volumen con hexano. De esta solucion se tomo 0.1 ml y se transfirid
a otro matraz volumétrico de 100 ml que contenia 9 ml de acetona y se diluyd a volumen
con hexano. Finalmente se tom6 1 ml de esta solucion y se le determiné la concentracion

de carotenos espectrofotométricamente a 436 nm.

3.7.2 Medida de pH y potencial de oxidacion-reduccion

El instrumento utilizado para tomar las medidas de pH y de potencial redox fue un
potencidmetro (Docu-pH meter Sartorius 23157057). El electrodo se calibro previo a su
uso con soluciones estandares de pH 3, 7 y 10. Posteriormente se tomaron 10 gramos de
muestra y se homogenizaron con 5 ml de agua destilada hasta obtener una mezcla viscosa
y se tomaron las medidas. Entre cada medida se lavo el electrodo suavemente con agua
destilada y se seco utilizando “Kim Wipes”. Simultdneamente se tomaron las medidas
potencial redox cambiando la medida de pH a mili voltios, que es otra opcidon que ofrece
el equipo. Las medidas se tomaron por triplicado y una vez a la semana durante dos

meses de muestreo para cada repeticion.

3.7.3 Determinacion de color

Este analisis se llevo a cabo utilizando un colorimetro (HunterLab MiniScan EZ). El
instrumento se calibr6é utilizando dos losas, una negra y una blanca. Se seleccion6 la
configuracion de fabrica del instrumento para tomar las lecturas. Posteriormente se
colocaron las muestras y se tomaron las lecturas. Este andlisis se realiz6 por triplicado

semanalmente para cada repeticion.

35



3.8 Analisis estadistico

Se utilizaran valores de media X y sus desviaciones estindar muestrales (S) para
determinar la exactitud de las medidas. Se llevaron a cabo andlisis de varianza ANOVA
para determinar la diferencia entre el tratamiento y el control segun cada caso con un

95% de confianza (o= 0.05). Se establecieron dos hipodtesis:

Hipotesis Nula: Las dos condiciones de empaque son iguales.

Hipotesis alterna: al menos una de las condiciones de empaque es diferente.

El estadistico utilizado fue el valor p (p-value) obtenido del anélisis ANOVA. Si
éste es menor que “alfa” (p< 0.05) la Hipdtesis nula (Ho) se rechaza, lo que significa que
las condiciones de empaque son diferentes. Se utilizé el programa de InfoStat (Grupo

Infostat, 2009) para el analisis de los datos.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

La determinacion del largo de vida util de los pastelitos horneados de calabaza se
llevé a cabo con el fin de evaluar el comportamiento de las caracteristicas fisico-quimicas
(pH, potencial oxidacion-reduccion, color, actividad de agua y textura) y microbioldgicas
(recuento de coliformes, microrganismos anaerobicos y hongos y levaduras) del producto
durante dos meses de almacenamiento.

Las condiciones de empaque se variaron utilizando aire como grupo testigo y una
atmoésfera modificada de nitrogeno; ya que estudios realizados demuestran que en
empaques donde se modifica la concentracion de oxigeno, se extiende el largo de vida
util de los productos hasta siete veces mas que en un empaque convencional con aire
(Sanguinetti y colaboradores, 2008). Se decididé usar nitrégeno porque es una atmodsfera
modificada que no se utiliza cominmente y es mas econémica que las mezclas de gases
que contienen CO2. Tanto el nitrogeno como el CO2 sustituyen el oxigeno en los
empaques con atmoésfera modificada limitando el crecimiento de microorganismos
aerdbicos y evitando reacciones de oxidacion. Coventry y colaboradores (1998)
encontraron que en carne empacada con atmosferas modificadas de nitrogeno-oxigeno y
dioxido de carbono-oxigeno, la presencia de estos gases no presentd diferencias
significativas en la proliferacion de flora microbiana. El nitrogeno es un gas inerte
mientras que el CO2 que puede reaccionar con componentes de los alimentos.

A continuacion se presenta el efecto del tiempo de almacenamiento sobre las
caracteristicas fisico-quimicas y microbiologicas de los pastelitos horneados de la

calabaza ‘Taina Dorada’.

4.1 Efecto del tiempo de almacenamiento en la microbiologia del
producto

4.1.1 Recuento de coliformes
No se observo crecimiento de coliformes totales ni de Escherichia coli durante los

dos meses de almacenamiento (Figura 3). El patron se mantuvo constante tanto para el
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grupo testigo y el tratamiento con nitrégeno. En la formulacion a base de calabaza
tampoco se detectd crecimiento de coliformes (Navas y colaboradores, 2011)

El clorado que se le dio a la calabaza es una posible razéon para la ausencia de estas
bacterias. El lavado de frutas y vegetales elimina residuos de materia organica y de suelo,
ademas puede remover o destruir ciertos microorganismos del alimento. Se recomienda el
uso de agua clorada con una concentraciéon de 50-200 ppm en un rango de pH de 6-7.5 y
un tiempo de contacto de 1-2 minutos para la efectividad de este método (US, FDA,
1998).

Otra posible razon para la ausencia de coliformes en el producto se puede deber al
proceso de horneado. La ausencia de estas bacterias en las condiciones evaluadas indica
que no hubo recontaminacién durante el proceso de empaque. Los coliformes son
microrganismos gram negativos cuya pared celular se afecta con condiciones ambientales
hostiles. Estos se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza y en el tracto
digestivo de humanos y animales. Su presencia en un alimento indica posibles bacterias
patogenas o condiciones insalubres en algun paso de la elaboracion del producto (The
Federal Register, 2010). Karaoglu y colaboradores (2005) observaron una disminucion en
el conteo de coliformes en pan parcialmente horneado por la adicion de propionato de
calcio al 0.2% como preservativo. El pan horneado con preservativo por 10, 15, 20 y 25
minutos a 121 °C tuvo una disminucion a 2.0 log CFU/g de coliformes. Aydin y
colaboradores (2009) encontraron conteos de coliformes <10 CFU/g en postres de queso
horneados.

La contaminacion con coliformes se atribuye a contaminacidon post proceso y
malas practicas de manufactura. El uso de buenas practicas de manufactura en la
elaboracion de este producto es un elemento importante que justifica la ausencia de

coliformes.

38



1.09
0.51
L=y
O
[T
S 0.04¢ & & & & & & & o
S
=
-0.51
-1.0-

Dias

—#— Lote control —&— Lote N2

Figura 3. Comportamiento de coliformes durante dos meses de almacenamiento
para los tratamientos.

4.1.2 Recuento de microorganismos anaerébicos

En este experimento se muestred el empaque testigo (aire) bajo condiciones
anaerobicas para validar la efectividad del procedimiento. Los microorganismos
anaerdbicos estrictos no pueden crecer con la atmosfera de este empaque, no obstante las
bacterias anaerdbicas facultativas pueden reproducirse en el empaque con aire y en las
condiciones anaerobicas en las que se incubaron las muestras.

Se encontrd crecimiento microbiano tanto en el grupo testigo como en el
tratamiento con nitrogeno (Figura 4). Se realizo el analisis de varianza para los dias de
muestreo y para determinar diferencias entre el testigo y el tratamiento. Se encontraron
diferencias significativas en los dias de muestreo; la prueba de Tukey mostrd diferencias
entre el dia 21 y el dia 56 de almacenamiento dentro de los grupos. Con respecto a los
tratamientos no se encontraron diferencias significativas. En los empaques con atmodsfera
modificada el nitrégeno se utiliza para desplazar oxigeno limitando el crecimiento de
microorganismos aerdbicos. Esto implica que en el empaque con nitrégeno los
microorganismos cuantificados deben ser anaerobicos facultativos o anaerdbicos

estrictos.
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Los recuentos obtenidos fueron mas bajos que los reportados en la literatura para
productos similares. Ji y colaboradores (2007) reportaron conteos de hasta 6 x 10° CFU/g
en bizcochos de arroz. Sanguinetti y colaboradores (2008) reportaron conteos de 2.2 x10°
CFU/g en tartas de queso empacadas con aire a los 7 dias de almacenamiento. Al
empacarlas en atmosfera modificada con nitrégeno obtuvieron recuentos de 2.1 x 10*
CFU/g en 14 dias de almacenamiento.

Recuentos de hasta logaritmo 4 no representan poblaciones microbianas que
ocasionen deterioro. El crecimiento controlado de estas poblaciones se puede atribuir al
efecto del acido ascorbico como acidulante y del sorbato de potasio como preservativos.

Los productos de reposteria, por lo general se consideran microbiolégicamente
seguros. El crecimiento de patdgenos como C. botulinum u otras especies de importancia

no se ha reportado (Bennion y Bamford, 1997; Black y colaboradores, 1993).
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Figura 4. Poblacion de microrganismos anaerobicos durante dos meses de
almacenamiento, segun tratamientos.
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4.1.3 Recuento de hongos y levaduras

En la Figura 3 se ilustra el crecimiento de hongos y levaduras a lo largo del
periodo de almacenamiento. Se realiz6 analisis de la varianza para determinar diferencias
significativas tanto en el logaritmo de unidades formadoras de colonia por dia como en
los tratamientos. Con respecto a los tratamientos se encontré que no hubo diferencias
significativas, los hongos y las levaduras crecieron con el mismo patrén sin importar la
atmoésfera que se le aplico al empaque. Segiin Ooraikul (1991) se puede encontrar
crecimiento de hongos en atmosferas modificadas donde haya niveles de CO; bajos y
haya presencia de oxigeno. Otros autores como Suhr y Nielsen (2006) encontraron que a
medida que incrementaron la concentracion de CO; en un empaque con atmosfera
modificada el crecimiento de hongos disminuyd, pero no fueron erradicados. Algunos
hongos como Penicillium roqueforti y Penicillium commune crecieron en 99% de CO; y
solo fueron inhibidos con absorbentes de oxigeno en los empaques. Del Nobile y
colaboradores (2003) encontraron lo mismo al trabajar con pan empacado en una
atmésfera modificada de 40% N, y 60% CO,, 80% CO, y 20% N, y un secuestrador de
oxigeno.

Los conteos alcanzaron un maximo de 6.0 x 10° CFU/g y estos niveles no se
asocian a deterioro. Los pastelitos horneados de calabaza no tuvieron deterioro visible
por hongos o levaduras al final del muestreo y esto tampoco se observo en la formulacion
a base de calabaza (Navas y colaboradores, 2011). Ji y colaboradores (2007) reportaron
conteos menores de 10° en bizcochos de arroz. Sanguinetti y colaboradores (2008)
reportaron conteos menores de 10 en tartas de queso empacadas en atmésfera modificada.
La adicion del preservativo sorbato de potasio se asocia al recuento de hongos y

levaduras obtenido.
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Figura 5. Poblacion de hongos y levaduras durante dos meses de almacenamiento
segun tratamientos.

4.2 Analisis de atributos fisicos de los pastelitos horneados y el
efecto del tiempo de almacenamiento

4.2.1 Comportamiento de la actividad de agua a través del tiempo de

almacenamiento

Luego de medir la actividad de agua semanalmente para los cuatro grupos
muestreados se encontrd bastante similitud en los resultados (Tabla 7 y Figura 5). La
prueba de Tukey realizada para comparar las medias de los tratamientos demostrd que la
repeticion del tratamiento fue significativamente diferente en este parametro. El analisis
de ANOVA refleja que hubo diferencias en el dia 0 y los demas dias de almacenamiento.
Al observar los valores se encuentra que a través de los 2 meses de muestreo la actividad
de agua de los pastelitos horneados se mantuvo entre una media de 0.92 y 0.96. No se
observo un patron de disminucion o de aumento a través del tiempo de almacenamiento.
Las diferencias encontradas no son relevantes y se pueden deber a la temperatura en que
se encontraba la muestra al momento de tomar la medida. La actividad de agua es
definida como la presion de vapor del agua del alimento sobre la presion de vapor del
agua pura. Este pardmetro es dependiente de la temperatura a la que se encuentre la

muestra.
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La actividad de agua es uno de los factores ambientales mas importantes para
determinar cuando y a qué razén un microorganismo puede crecer en un producto de
humedad intermedia o alta (Seiler, 1989) y estudios realizados por Abellana y
colaboradores (1999) asocian una reduccién del aw con un deterioro mas lento en los
alimentos.

Los resultados demuestran que una atmodsfera modificada con nitrégeno no tiene
efecto sobre la actividad de agua de los pastelitos horneados de calabaza en comparacion
con un empaque que utilice aire. Este producto tiene una actividad de agua entre 0.90 -
0.96 que favorece el crecimiento microbiano asi que los recuentos de microorganismos
encontrados en este producto pueden relacionarse a la actividad de agua, entre otros
factores intrinsecos, ya que la mayoria de las bacterias requieren valores de aw mayores

de 0.90 para su crecimiento y 0.85 para los hongos.

Tabla 7. Actividad de agua a 25 °C durante dos meses de almacenamiento, segun
tratamientos.

Dia Testigo N2
0 0.90 0.93
7 0.94 0.95

14 0.94 0.96

21 0.95 0.95

28 0.94 0.96

35 0.93 0.95

42 0.95 0.96

49 0.94 0.93

56 0.95 0.94

N, — representa empaque con atmosfera modificada de nitrogeno.
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Figura 6. Efecto del tiempo de almacenamiento sobre la actividad de agua de los
pastelitos horneados.

4.2.2 Cambios en la textura del producto terminado a través del tiempo de
almacenamiento

Dentro del analisis de textura de los pastelitos horneados de calabaza se prestd
especial atencion a la dureza, adhesividad y cohesividad. Cada una de estas medidas
presentd una tendencia particular. En el caso de la dureza se observd que comenzd a
aumentar a través del almacenamiento y en la quinta semana de muestreo comenzo a
disminuir la razén de incremento (Tabla 8 y Figura 7). El analisis estadistico muestra una
dureza mayor en el testigo versus el empaque bajo atmosferas modificadas.

Ji y colaboradores (2010) encontraron un aumento maximo en la dureza de
bizcochos de arroz en los primeros dias del almacenamiento aunque la goma afiadida tuvo
un efecto en la reduccion de este atributo. Rosell y colaboradores (2001) establecen que
el efecto de la goma xanthan se encuentra en la interaccion de este hidrocoloide y el
almidon y su efecto en la retrogradacion. Esta goma aumenta la estabilidad de la coccidén
y mejora la retencion de humedad creando enlaces en la matriz de los polimeros de

almidon. El valor de dureza de bizcochos de arroz con goma xanthan fue de 1,101 g
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aproximadamente. Los pastelitos horneados fueron elaborados utilizando la goma Ticagel
PPS-2 que estd compuesta de carragenina y goma xanthan principalmente. Se puede
asociar el patréon de dureza a la efectividad de la goma en retener la humedad de los
pastelitos horneados y en retardar la retrogradacion ya sus funciones incluyen minimizar
la pérdida de agua durante el horneado, retardar la retrogradacion y la sinéresis. Otros
factores que pueden afectar la dureza son la incorporaciéon de aceite por la mantequilla en
las barriguitas y la temperatura del horneado.

Mohamed y Hamid (1998) encontraron que un poco de sal aumentaba la dureza de
en bizcochos de arroz, sin embargo en cantidades altas contribuye disminuyendo este
parametro.

Los autores no atribuyen las diferencias en textura de productos alimenticios a la
atmosfera gaseosa, sino a otros factores como el tipo de grasa utilizado, el tiempo de
coccion del alimento, el periodo de almacenamiento y su composicion, entre otros. Estas
diferencias se pueden atribuir a la temperatura a la que las barriguitas se encontraban al

momento de realizar la prueba o a interacciones quimicas dentro del tratamiento.

Tabla 8. Promedios de dureza durante dos meses de almacenamiento para los
tratamientos.

Dia Testigo N2
0 1775¢ 2234 ¢g
7 2399 g 2710¢g
14 2201g 2342¢g
21 2731¢g 2828 g
28 2265¢g 3801¢g
35 3516 ¢g 4692 g
42 2579 g 3421g
49 933 g 1593 g
56 1999 g 573 g

N, — representa empaque con atmosfera modificada de nitrogeno.
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Figura 7. Efecto del tiempo de almacenamiento en la dureza de los pastelitos horneados.

En el analisis de textura también se midio la adhesividad (Tabla 9). Esta medida
del texturometro simula la fuerza necesaria para retirar con la lengua el alimento que se
queda pegado en la boca, como por ejemplo los dientes o en el paladar. El analisis de
ANOVA refleja que no hubo diferencias significativas entre la adhesividad del testigo y
la del tratamiento con nitrogeno. Tampoco hubo diferencias significativas entre los dias
de muestreo. Sin embargo se encontré6 que la adhesividad comenzé disminuyendo y
posteriormente aumentd a mitad del periodo de almacenamiento. En el lote testigo se
observo una disminucioén de este pardmetro al final del muestreo, mientras que en ese
mismo punto el lote experimental (tratamiento N,) aument6. Gémez y colaboradores
(2009) encontraron un incremento tanto en la dureza como en la adhesividad en bizcocho
de esponja. Lo mismo se observo en otros estudios realizados en pan (Gambaro y
colaboradores, 2002, 2004, 2006). Se atribuye en incremento en estos parametros al
efecto de bajas temperaturas de almacenamiento. Ying y colaboradores (2010)
concluyeron que reacciones de retrogradacion y pérdida de frescura tuvieron efectos

negativos en la textura de este tipo de productos.
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Tabla 9. Variacion en adhesividad durante dos meses de almacenamiento segiin

tratamientos.
Dia Testigo N2
0 -59.46 -92.54
7 -68.66 -94.81
14 -52.95 -122.94
21 -72.55 -128.86
28 -141.10 -147.70
35 -124.38 -24.75
42 -83.42 -135.94
49 -28.37 -55.24
56 -108.67 -12.48

N, — representa empaque con atmosfera modificada de nitréogeno.

Por ultimo se hizo un anélisis de la cohesividad del producto horneado. Este
parametro mide el grado al cual se deforma la muestra antes de romperse cuando se
mastica con los dientes molares. La prueba de Tukey presenta diferencias significativas
entre los tratamientos y muestra que la cohesividad de los pastelitos empacados en
atmosfera modificada fue menor que la de los que se empacaron con aire. Se encontraron
diferencias significativas también entre la semana cero y la semana cuatro de muestreo.
La Tabla 10 y la Figura 6 ilustran los cambios en cohesividad de los pastelitos de
calabaza a través del tiempo de almacenamiento. Se observd que en el empaque con
atmosfera modificada hubo una reduccion en la cohesividad contrario al empaque testigo
donde se observa un leve incremento.

Chuang y Yeh (2006) encontraron en bizcochos de arroz que mientras mas alto
era el contenido de agua estos productos solian ser mas suaves. Ademas a medida que la
dureza disminuia, la cohesividad aument6. Este patron no solo se atribuy6 a la pérdida de
agua sino que también al efecto del amasado y del batido. Khouryieh y colaboradores
(2005) reportaron una reduccion en la cohesividad de muffins sin azlcar y bajos en grasa

a través del periodo de almacenamiento.
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Tabla 10. Variacion en la cohesividad durante dos meses de almacenamiento segiin
tratamientos.

Dia Testigo Nitrégeno

0 0.49 0.45

7 0.46 0.46
14 0.45 0.39
21 0.50 0.42
28 0.49 0.39
35 0.48 0.35
42 0.50 0.44
49 0.52 0.29
56 0.46 0.28

N, — representa empaque con atmosfera modificada de nitrogeno.
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Figura 8. Efecto del tiempo de almacenamiento en la cohesividad de los pastelitos
horneados.
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4.3 Analisis proximal de los pastelitos de calabaza horneados

Se llevo a cabo un andlisis proximal de los pastelitos horneados para determinar su
composicion a nivel macro molecular (Tabla 11). Los valores son reportados en base
himeda. La composicion proximal de los pastelitos empacados presentd diferencias
significativas en algunos de los parametros medidos, segun la comparacion por Tukey.

Zambrano y colaboradores (2004) presentan la humedad de bizcochos bajos en
grasa en un andlisis proximal, encontrando que es el segundo componente en mayor
cantidad siguiendo a los carbohidratos. También reportaron un porciento de grasa de 14.5
para bizcochos “light”, este resultado es menor al de sus estudios pero hay que considerar
que son formulaciones distintas. El componente principal de la calabaza cruda es agua
con un aporte de 88.72 gramos por cada 100 gramos de pulpa (USDA Agricultural
Research Service, 2010). En los pastelitos horneados el componente principal fue
también agua. La formulacion a base de calabaza también tiene agua como componente
principal (Navas y colaboradores, 2011). El contenido de grasa de la calabaza cruda es de
0.23 gramos/100 gramos de pulpa (USDA Agricultural Research Service, 2010) mientras
que los pastelitos horneados tienen 9.50 gramos/100 gramos de producto aportados por
otros ingredientes como la mantequilla y el huevo principalmente.

La réplica del testigo, lote 3 resulté con un contenido de cenizas mas alto. Hay que
tomar en cuenta que el contenido de cenizas puede cambiar de acuerdo a la variedad de
calabaza y en este caso se trabajo con la misma variedad, la Gnica diferencia fue el tiempo
de cosecha. La calabaza cruda tiene 0.80 gramos cenizas/ 100 gramos de pulpa (USDA
Agricultural Research Service, 2010) y los pastelitos horneados de calabaza poseen
aproximadamente 2 gramos/100 gramos de producto que pueden ser aporte de minerales
de otros componentes de la formulacion. Las cenizas reflejan el contenido de minerales
(materia inorganica) de un alimento. Este contenido de cenizas es similar al encontrado
en la formulacion a base de calabaza como se esperaba (Navas y colaboradores, 2011).

Con respecto a las proteinas, la calabaza posee 1.45 gramos de proteina en 100
gramos de pulpa (USDA Agricultural Research Service, 2010). Los otros ingredientes de
la formulacion que contribuyen a los 6 gramos de proteina en el andlisis pueden ser el

huevo y la harina de trigo (no se encuentran en grandes cantidades en el producto).
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Zambrano y colaboradores (2004) encontraron un contenido de proteinas similar en sus
bizcochos bajos en grasa.

Los carbohidratos se estimaron por diferencia, restandole a un valor de 100, todos
los porcentajes obtenidos. Luego de la humedad, estos resultaron ser el siguiente
componente en mayor cantidad en la formulacion. Los resultados concuerdan con lo
esperado ya que ademas de los carbohidratos presentes en la calabaza (8.80 g/ 100 g
pulpa) (USDA Agricultural Research Service, 2010) la formulacion tiene un 14.4% de
azucar, tercer ingrediente en mayor cantidad. En los bizcochos bajos en grasa (Zambrano
y colaboradores, 2004) se obtuvo una composicion de carbohidratos mayor,
aproximadamente 42%. Navas y colaboradores (2011) obtuvieron resultados similares en
la formulacion a base de calabaza. La prueba de Tukey demostrd que no hubo diferencias

significativas en el contenido de carbohidratos entre los tratamientos.

Tabla 11. Promedio de los componentes nutricionales de pastelitos horneados empacados

en atmosfera gaseosa de aire y en atmosfera modificada de nitrogeno.

Tratamiento % % Grasa % *% %

Humedad B.S. Ceniza B.S. Proteina B.S. Carbohidratos B.S.
Testigo 46.30 9.60 2.31 6.37 81.72
Nitrégeno 47.24 9.49 1.96 6.01 82.54

B.S.=Base Seca * Proteina= %Nitrdgeno * 6.25

4.4 Analisis de atributos quimicos de los pastelitos horneados y el
efecto del tiempo de almacenamiento

44.1 Cambios en la concentracion de carotenos a través del tiempo de
almacenamiento
El andlisis de carotenos totales refleja que hubo cambio a través del tiempo de
almacenamiento para el grupo testigo y para el tratamiento de atmdsfera modificada. En
la Tabla 12 y Figura 9 se muestra la concentracion de carotenos totales en los lotes
muestreados reflejando una disminucién entre el primer y el Gltimo dia de muestreo. El
analisis estadistico muestra que no hubo diferencias significativas entre los tratamientos.

Sin embargo se observan concentraciones mayores de carotenos totales en el tratamiento.
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La disminucidon observada era de esperarse ya que los carotenos son pigmentos
que se afectan con el procesamiento de los alimentos, con el almacenamiento y con
factores como la luz, la temperatura y el oxigeno. Rodriguez (1997) recalca que la
retencion de las provitaminas A durante el almacenamiento de los alimentos procesados
se ve favorecida por una baja temperatura de almacenamiento, proteccion de la luz,
exclusion de oxigeno, empaque con atmdsfera modificada o impermeable al oxigeno y la
presencia de antioxidantes naturales o agregados. Segun lo previamente mencionado se
esperaba que el tratamiento con atmoésfera modificada favoreciera la retencion de
carotenos en el producto, pero la Figura 9 muestra que en ambos tratamientos hubo una
disminuciéon de estos pigmentos. Se observd que esta disminucion fue menor en el
empaque con atmosferas modificadas aunque no significativamente distinta a la
reduccion observada en el grupo testigo.

Hay varias investigaciones que demuestran que los carotenoides estan mas
concentrados en la céscara que en la pulpa de las frutas (Gross, 1981; Rodriguez, 1993).
Por lo tanto, al pelar las frutas y vegetales se puede reducir considerablemente el
contenido de los precursores de la vitamina A. En muestras pareadas de C. pepo y C.
moschata inmaduras y sin pelar, se obtuvo contenidos de -caroteno cinco veces mayores
que en las muestras peladas (1.5 comparados con 0.3 y 1.0 comparados con 0.2ug/g,
respectivamente) (Arima y Rodriguez, 1988).

Arima y colaboradores (1992) enlataron calabaza endulzada, previamente
sometida a 10 minutos de escaldado, macerado y hervido durante 40 minutos, este
proceso de coccion es similar al utilizado para los pastelitos horneados de calabaza. Al
cuantificar los carotenos encontraron que los a- carotenos disminuyeron un 21%,
mientras que el B-caroteno disminuy6 un 35%. Bao y Chang (1994) estudiaron el efecto
del procesamiento sobre las concentraciones de o y f-caroteno en jugo de zanahoria. La
pérdida de estos pigmentos fue considerable después de la extraccion de jugo. Los
productos de jugos a partir de zanahorias no escaldadas mostraron mayores niveles de o y

-caroteno que los de zanahorias escaldadas.
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Tabla 12. Concentracion de carotenos totales en los pastelitos horneados de calabaza a
través del tiempo de almacenamiento.

Tratamiento Dia de Concentracion de carotenos
muestreo (ng/g)
Testigo 0 510.11
56 402.82
Nitrégeno 0 500.21
56 437.77
515.48
485.9741
=
g 456 .47
426.96
397.454 . . : .
0 2 4 6 8
Dias

| —#—Lote control  —<— Lote N2 |

Figura 9. Cambios en el contenido de caroteno a través del tiempo de almacenamiento
segun tratamientos.

44.2 Efecto del tiempo de almacenamiento sobre el pH de los pastelitos horneados
de calabaza

El andlisis estadistico realizado a la prueba de pH indica que hubo diferencias
significativas en todos los tratamientos y también se encontraron diferencias

significativas a través del tiempo de almacenamiento (Tabla 13).
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En un estudio realizado por Lee y colaboradores (1977) se encontré que purés de
calabaza formulados con un pH de 4.00 y empacados con polietileno sufrieron
degradacion del 4acido ascorbico y éste no ejercid su accidn antioxidante. Esta
degradacion afectd el pH del puré a través del tiempo de almacenamiento. Stopforth y
colaboradores (2005) encontraron que en una formulacion la adicién de dos antioxidantes
minimizo la oxidacion del acido sorbico. Asi que la baja reduccion en pH de los
pastelitos horneados de calabaza se puede explicar por un efecto sinergistico entre el
acido ascorbico y el sorbato de potasio en la formulacioén. El dcido ascorbico se le anadio
al producto como un agente acidulante y antioxidante. Durante el horneado pudo perderse
parte de este efecto antioxidante ya que la formulacion de las barriguitas de vieja sin
hornear tiene un pH aproximado de 4.6 versus valores de pH de 4.77 y 5.11 encontrados
en el promedio de los pastelitos de calabaza horneados. En la formulacion a base de
calabaza también se observo una disminucion del pH a través del almacenamiento (Navas

y colaboradores, 2011).

Tabla 13. Variaciones en pH durante dos meses de almacenamiento segln tratamientos.

Dia Testigo Nitrégeno

0 5.10 4.77
7 5.09 4.89
14 491 4.76
21 5.01 4.76
28 5.01 4.81
35 491 4.70
42 4.90 4.74
49 4.73 4.48
56 4.73 4.67

N, — representa empaque con atmosfera modificada de nitrogeno.

4.4.3 Efecto del tiempo de almacenamiento sobre el potencial de oxidacion-
reduccion de los pastelitos horneados

Luego de determinar el potencial de oxidacidon-reducciéon semanalmente durante

dos meses se encontrd un leve aumento en esta medida durante el almacenamiento (Tabla
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14). Este patron se mantuvo constante tanto para el grupo testigo como para el empaque
con atmoésfera modificada. Los resultados del andlisis estadistico muestran que hubo
diferencias entre todos los tratamientos para este pardmetro. Lo mismo se encontr6 en el
efecto del tiempo de almacenamiento sobre el potencial redox.

Un resultado positivo demuestra que el alimento estd oxidado (presencia de
oxigeno), mientras que valores negativos muestran un alimento que se encuentra reducido
(condiciones anaerdbicas). Este potencial mide cuan oxidado o reducido esta un alimento
pero el oxigeno no es la tnico promotor de la oxidacion. El aumento en este parametro
se puede atribuir a reacciones promovidas por la luz, rancidez de grasas o de igual
manera por alguna infiltracién de oxigeno en el empaque.

Los componentes de la formulacion también pueden promover reacciones de
oxidacioén. Segun Dirim y Calicka (2012) la actividad de agua en rangos mayores de 0.40
promueve reacciones de oxidacion de lipidos, autooxidacion y reacciones enzimaticas.
Calligaris y colaboradores (2008) estimaron el largo de vida ttil de palitos de pan donde
un empaque impermeable no fue suficiente para detener las reacciones de oxidacion de
lipidos. Esta fue la principal causa de deterioro de este producto en conjunto a la pérdida
de la textura crujiente. La formulacion a base de calabaza presentd una disminucion en el
potencial de oxidacion-reduccion a través del tiempo de almacenamiento (Navas y

colaboradores, 2011).

Tabla 14. Potencial de oxidacion-reduccion durante dos meses de almacenamiento segin
tratamientos.

Dia Testigo(mV) N2 (mV)

0 107.94 121.54

7 108.45 122.88
14 111.22  123.62
21 113.37  126.65
28 117.69  129.09
35 118.19  128.77
42 120.45 128.70
49 122.85  140.77
56 121.15  130.62

N, — representa empaque con atmosfera modificada de nitrégeno.
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444 Efecto del tiempo de almacenamiento sobre el color de la muestra,

parametros L*, a* y b*,

Durante los dos meses de almacenamiento se tomaron medidas semanales de los
atributos de color del producto terminado. Los resultados muestran una disminucioén en
los parametros L*, a* y b* a través del tiempo de almacenamiento (Tablas 15, 16 y 17),
aunque el andlisis estadistico muestra que no hubo diferencias significativas entre los
tratamientos a través del tiempo de almacenamiento en los tres pardmetros de color
muestreados. Gleiemmo y colaboradores (2009) encontraron que en puré de calabaza
elaborado con 4cido ascorbico y sorbato de potasio como preservativos a medida que el
tiempo de almacenamiento aument6 los pardmetros a y b disminuyeron. Algunos estudios
relacionan la disminucion de los pardmetros a y b con una disminucion en el contenido de
carotenos (Ahmed y colaboradores, 2002; Avila y Silva, 1999, Dutta y colaboradores,
2006; Shin y Bhowmik, 1995). En la formulaciéon a base de calabaza se observd una
disinucion en los pardmetros a y b a través del periodo de almacenamiento (Navas y
colaboradores, 2011).

Aziah y Noor (2009) encontraron que en harina formulada a base de calabaza los
valores de L* fueron menores comparados con harina de trigo, atribuyéndoselo al color
amarillento de la calabaza. La luminosidad promedio de la harina de calabaza fue de
63.45 y 64.93 respectivamente para harina con calabaza pelada y sin pelar.

Por otra parte, el parametro a* representa un color de rojo a verde segun la escala
de color de CieLab; donde valores positivos representan un color rojo y los negativos
presentan un color verde. Los valores obtenidos presentaron colores rojos/magenta que
también fueron disminuyendo a través del almacenamiento. Estos resultados reflejan que
hay una disminucion en el color rojo de la calabaza que se puede asociar a una
degradacion de los pigmentos carotenos presentes en la calabaza. Aziah y Noor (2009)
encontraron que la harina formulada con la calabaza y su cascara obtuvo mayores valores
de a*. Los valores altos se atribuyen a que la cédscara en la formulacion contribuyo a
aumentar el contenido de carotenos en la harina. Al formular los pastelitos horneados de
calabaza se encontraron residuos pequenos de céscaras que atravesaron el tamiz de la
despulpadora. Los valores de a* en la harina de calabaza antes mencionada fueron en

promedio 15.68. Los pastelitos horneados fluctuaron aproximadamente entre 13 y 17.

55



El pardmetro b* muestra colores de amarillo a azul, donde valores positivos
representan color amarillo y valores negativos color azul. Se encontrd presencia de color
amarillo en los pastelitos horneados y este fue disminuyendo a través del tiempo de
almacenamiento. El color amarillo es representativo de los pigmentos carotenos que
otorgan colores de rojo a amarillo en tejido vegetal. La disminucion, al igual que en el
parametro a* de esta medida se puede deber a la oxidacion de los carotenos por factores
como procesamiento, almacenamiento, luz u oxidacion de grasas. Aziah y Noor (2009)
encontraron que en sus harinas de calabaza los parametros a* y b* se comportaron de
manera similar. Se atribuye los valores de b* mayores a los carotenos aportados por la
cascara de calabaza seglin discutido previamente. El valor promedio de b* para la harina
de calabaza sin pelar fue de 53.83 mientras que las barriguitas comenzaron con valores
entre 38.00 y 40.00 aproximadamente.

Ademas de los parametros antes mencionados se midi6 HUE y Chroma (Tabla 18
y 19). El primero representa dentro del sistema CIELAB cuan similar o distinta se ve una
medida a los colores primarios: rojo, verde, amarillo o azul. Por otra parte Chroma se
refiere a cuan brilloso se ve un color que bajo otras condiciones se puede ver blanco, a
veces se define como saturacion de color. Aziah y Noor (2009) encontraron que la harina
con calabaza sin pelar obtuvo una saturacion mayor de color (Chroma) y el menor valor
de Hue. Los valores promedio de Hue y Chroma para la harina de calabaza fueron de
56.07 y 73.76 respectivamente. Los pastelitos horneados de calabaza presentaron valores
similares de Chroma y significativamente diferentes en el caso de Hue. Valores
negativos de Hue indican que el alimento tiene colores mas cercanos al anaranjado
mientras que el rango de 60 se acerca a colores amarillos. No hubo diferencias

significativas en estas medidas entre el lote testigo y el tratamiento con nitrogeno.
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Tabla 15. Cambios en L* durante dos meses de almacenamiento segun tratamientos.

Dia Testigo N2

0 4930 47.28

7 46.62 47.38
14 45.65 46.26
21 47.42 47.33
28 42.83 46.03
35 42.48 46.70
42 44,52 47.88
49 41.37 45.53
56 43.00 46.99

N, — representa empaque con atmosfera modificada de nitrogeno.

Tabla 16. Cambios en a* durante dos meses de almacenamiento segun tratamientos.

Dia Testigo N2

0 17.43 16.61

7 15.59 14.78
14 15.47 15.82
21 14.45 14.71
28 1456 14.34
35 14.98 14.57
42 13.45 14.43
49 13.62 13.26

. N, — representa empaque con atmodsfera modificada de nitrégeno.

Tabla 17. Cambios en b* durante dos meses de almacenamiento seglin tratamientos.

Dia Testigo N2

0 40.41 38.75
7 37.00 35.65
14 36.78 41.95
21 36.74 35.59
28 35.03 34.62
35 32.05 3551
42 3294 3511
49 31.03 33.29
56 3043 3451

N, — representa empaque con atmosfera modificada de nitrogeno.
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Tabla 18. Cambios en Hue durante dos meses de almacenamiento segun tratamientos

Dia Testigo N2
0 66.64 66.79
7 67.14 67.51
14 67.17 69.14
21 68.55 67.56
28 66.08 67.50
35 64.84 67.69

42 67.81 67.64

49 66.25 68.27
56 66.33 68.10

. N, — representa empaque con atmdsfera modificada de nitrogeno.

Tabla 19. Cambios en Chroma durante dos meses de almacenamiento segun

tratamientos.
Dia Testigo N2

0 36.56 30.83

7 43.35 41.73
14 40.10 35.56
21 39.93 38.93
28 38.76 37.58
35 47.57 36.96
42 33.35 37.64
49 33.98 38.57
56 32.14 34.79

N, — representa empaque con atmosfera modificada de nitrogeno.
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S CONCLUSIONES

La atmosfera modificada con nitrégeno no tuvo efecto en los atributos quimico-
fisicos o microbiologicos de los pastelitos horneados de calabaza. Este gas es considerado
un gas inerte, no es reactivo en condiciones normales de temperatura y presion. Las
diferencias encontradas en los pardmetros medidos se pudieron atribuir a diferentes
factores, como lo son el procesamiento, la temperatura a la que se encontraba el producto
al momento de tomar las muestras y la materia prima utilizada. Utilizar una atmosfera
modificada con nitrégeno no disminuye la razon de deterioro en reacciones que
determinan el largo de vida util para pastelitos horneados de calabaza. Sin embargo el
almacenamiento de los pastelitos horneados de calabaza a una temperatura de 4 °C por
un periodo de almacenamiento de dos meses ayud6 a mantener las caracteristicas
organolépticas aceptables hasta los Ultimos dias de muestreo donde se comenzd a
observar una disminucién de la calidad en términos visuales y de textura.

La ausencia de coliformes en los pastelitos horneados a través del tiempo de
almacenamiento confirma que se trabajé utilizando buenas practicas de manufactura
durante el procesamiento, el almacenamiento y muestreo del producto. Los coliformes
son organismos indicadores; su presencia sugiere condiciones insalubres en el
procesamiento o presencia de posibles bacterias patogenas. La calidad microbiologica de
los pastelitos horneados de calabaza es buena en términos generales, en dos meses de
almacenamiento no se detectd deterioro visual o en sabor provocado por actividad
microbiana.

La actividad de agua se mantuvo constante a través del tiempo de
almacenamiento y no hubo diferencias significativas entre tratamientos. Se puede
especular que las reacciones quimicas que promueven la pérdida de agua en alimentos
fueron limitadas, de haber ocurrido.

En los atributos de textura se encontro que la dureza fue mayor en el producto
empacado bajo atmdsferas modificadas que en el testigo. Sin embargo estas diferencias
estan asociadas principalmente a reacciones moleculares a condiciones de procesamiento
como a la penetracion de la mantequilla en el producto durante el horneado o a la
temperatura a la que se encontraban las muestras al momento de realizarles el andlisis en

el texturOmetro.
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El hecho de que la adhesividad no presentd diferencias significativas entre el
empaque con aire y la atmdsfera modificada se esperaba ya que al igual que con la dureza
los atributos de textura se ven influenciados por condiciones similares; es principalmente
importante la temperatura que poseia el producto al momento de la medicion. La
adhesividad de los pastelitos horneados puede ser un factor determinante en la vida util
del producto luego de 28 dias de almacenamiento.

La cohesividad, al igual que la dureza, present6 diferencias entre los tratamientos.
Se concluye que estas diferencias no se deben a la atmosfera modificada utilizada si no a
las condiciones de procesamiento, reacciones quimicas individuales y a temperatura
durante el muestreo como a los demaés atributos de textura.

En cuanto al contenido de carotenos se observo una disminucion esperada al final
del periodo de almacenamiento. Se concluye que ésta se debe a su degradacion
promovida por el procesamiento, almacenamiento, reacciones de oxidacion de grasas y
posiblemente fotooxidacion. Aunque no hubo diferencias significativas entre el empaque
testigo y la atmdsfera modificada con nitrogeno se observé que el contenido de carotenos
fue mayor con la atmdsfera de nitrégeno, como se esperaba. El oxigeno presente en el
empaque con aire pudo promover reacciones de oxidacion que no se encontraron en el
empaque con nitrégeno. Este gas podria ayudar a retardar reacciones que deterioren los
carotenos.

El analisis proximal concordd con los valores reportados en la literatura. La
atmoésfera modificada no tiene efecto en la composicion proximal de los pastelitos
horneados de calabaza, ya que a la temperatura que se preservaron estas muestras previo
al andlisis no se esperaba que ocurrieran reacciones quimicas que alteraran la
composicion del producto, siendo este el factor principal que justifica el hecho de que no
hayan diferencias significativas entre los tratamientos.

En términos del pH de los pastelitos horneados no se encontraron diferencias
significativas entre el empaque testigo y el empaque con nitrogeno. La atmdsfera gaseosa
no tuvo efecto en los cambios que sufri6 el pH a través del periodo de almacenamiento.

Aunque no hubo diferencias, se observd un potencial de oxidacién-reduccion
mayor en la atmoésfera modificada, concluyendo que el nitrogeno no retarda las

reacciones oxido-reduccion en pastelitos de calabaza horneados y empacados.
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Los atributos de color medidos: L*, a* y b* no fueron afectados de forma
significativa por la atmoésfera gaseosa utilizada. En el caso de L* se observo una
disminucion a través del tiempo de almacenamiento y esta reduccion fue mas marcada
para el grupo testigo.

La disminucion observada en el parametro a* fue tal y como se reportd en la
literatura. Los valores positivos presentan un color rojo/magenta correspondiente al color
que le otorgan los carotenos a la calabaza. Asi que se concluye que la disminucién en a*
a través del tiempo de almacenamiento tiene una relacion proporcional a la reduccion de
carotenos.

Un patron similar al encontrado en a* se observo en el pardmetro b*. Este tltimo
presentd valores positivos a través del tiempo de almacenamiento, mostrando la presencia
de colores amarillos. Los colores rojos, amarillos y anaranjados son caracteristicos de
pigmentos carotenoides, entre otros. La disminucion de estos pigmentos al igual que en
a* se esperaba y se asocia a reacciones que promovieron la degradacién de carotenos
durante el procesamiento y el almacenamiento. Al no encontrarse diferencias
significativas entre tratamientos se concluye que el nitrogeno no tiene efecto en la
degradacion del color de este producto a través del tiempo de almacenamiento.

Por otra parte los valores de Hue y Chroma se obtuvieron de la data de color, asi
que dependen de lo que se obtuvo particularmente en a* y en b*. Hue presentd valores
que se acercan a colores anaranjados, lo que recalca nuevamente el contenido de
pigmentos carotenoides. Mientras que Chroma se mantuvo bastante constante,
demostrando que no hubo cambios en la saturacion del color a través del tiempo de

almacenamiento. Este valor fue positivo ya que se calcula con la suma de (a** + b*? )” 2,
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6 RECOMENDACIONES

Para trabajos futuros se recomienda utilizar diferentes atmdsferas modificadas o
diferentes empaques para determinar cudl es la opcion mas efectiva en extender la vida
util. Segun estudios una atmosfera modificada con contenidos altos de CO; o un empaque
con absorbentes de oxigeno fueron efectivos desde el punto de vista microbiano y de la
misma manera podrian evitar reacciones quimicas de deterioro mediadas por oxigeno.

Se sugiere que se realice un panel sensorial de la formulacion final para
determinar la aceptacion de los pastelitos horneados de calabaza en supermercados como
un posible producto para comercializar.

El almacenamiento en abuso de temperatura y temperaturas de congelacion se
puede evaluar para determinar el largo de vida util de los pastelitos horneados en
diferentes condiciones de temperatura.

Se puede sustituir el acido ascérbico por una mezcla de antioxidantes para evaluar
su efectividad retardando la degradacion de los caroteniodes en el producto.

Se puede medir el efecto de la coccion sobre la degradacion del 4cido ascorbico y

del sorbato de potasio.
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8 APENDICES

8.1 Resultados estadisticos

Recuento de Coliformes

Analysis of variance

10-1
Variable N R? Adj R?2 CV
10-1 36 nd nd nd

Analysis of variance table (Partial SS)

S.V. SS df MS F p-value
Model. 0.00 8 0.00 nd nd
Dia 0.00 8 0.00 nd nd
Error 0.00 27 0.00
Total 0.00 35
10-2
Variable N R? Adj R? Cv
10-2 36 nd nd nd

Analysis of variance table (Partial SS)

S.V. SS df MS F p-value
Model. 0.00 8 0.00 nd nd
Dia 0.00 8 0.00 nd nd
Error 0.00 27 0.00
Total 0.00 35
10-3
Variable N R?2 Adj R? CV
10-3 36 nd nd nd

Analysis of variance table (Partial SS)

S.V. SS df MS F p-value
Model. 0.00 8 0.00 nd nd
Dia 0.00 8 0.00 nd nd
Error 0.00 27 0.00
Total 0.00 35
10-4
Variable N R?2 Adj R? CV
10-4 36 nd nd nd

Analysis of variance table (Partial SS)
S.V. SS df MS F p-value

Model. 0.00 8 0.00 nd nd
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Dia 0.00 8 0.00 nd nd

Error 0.00 27 0.00

Total 0.00 35

Lote

Variable N R? Adj R? CVv
Lote 36 0.00 0.00 51.64

Analysis of variance table (Partial SS)

S.V. SS daf MS F p-value
Model. 0.00 8 0.00 0.00 >0.9999
Dia 0.00 8 0.00 0.00 >0.9999
Error 45.00 27 1.67
Total 45.00 35

Test:Tukey Alpha:=0.05 LSD:=3.07153
Error: 1.6667 df: 27

Dia Means n S.E.

35 2.50 4 0.65 A
42 2.50 4 0.65 A
49 2.50 4 0.65 A
56 2.50 4 0.65 A
28 2.50 4 0.65 A
0 2.50 4 0.65 A
7 2.50 4 0.65 A
14 2.50 4 0.65 A
21 2.50 4 0.65 A

Means with a common letter are not significantly different (p<= 0.05)

Recuento de Microorganismos Anaerobios

Analysis of variance

Lote
Variable N R? Adj R? Ccv
Lote 35 0.02 0.00 49.98

Analysis of variance table (Partial SS)

S.V. SS df MS F p-value
Model. 0.69 8 0.09 0.05 0.9999
Dia 0.69 8 0.09 0.05 0.9999
Error 42.00 26 1.62
Total 42.69 34

Test:Tukey Alpha:=0.05 LSD:=3.08223
Error: 1.6154 df: 26

Dia Means n S.E.

28 2.50 4 0.64 A
35 2.50 4 0.64 A
42 2.50 4 0.64 A
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49 2.50 4 0.64 A
0 2.50 4 0.64 A
7 2.50 4 0.64 A
21 2.50 4 0.64 A
14 2.50 4 0.64 A
56 3.00 3 0.73 A
Means with a common letter are not significantly different (p<= 0.05)

Log UFC
Variable N R? Adj R?2 CV
Log UFC 36 0.44 0.28 42.58

Analysis of variance table (Partial SS)

S.V. SS df MS F p-value
Model. 27.93 8 3.49 2.70 0.0253
Dia 27.93 8 3.49 2.70 0.0253
Error 34.90 27 1.29
Total 62.84 35

Test:Tukey Alpha:=0.05 LSD:=2.70511
Error: 1.2927 df: 27

Dia Means n S.E.

56 0.89 4 0.57 A

49 1.44 4 0.57 A B
0 2.56 4 0.57 A B
42 2.69 4 0.57 A B
35 2.93 4 0.57 A B
7 3.23 4 0.57 A B
14 3.28 4 0.57 A B
28 3.30 4 0.57 A B
21 3.73 4 0.57 B
Means with a common letter are not significantly different (p<= 0.05)

Recuento de Hongos y Levaduras

Analysis of variance

Lote
Variable N R?2 Adj R? CV
Lote 36 0.00 0.00 51.64

Analysis of variance table (Partial SS)

S.V. SS df MS F p-value
Model. 0.00 8 0.00 0.00 >0.9999
Dia 0.00 8 0.00 0.00 >0.9999
Error 45.00 27 1.67
Total 45.00 35

Test:Tukey Alpha:=0.05 LSD:=3.07153
Error: 1.6667 df: 27
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Dia Means n S.E.

35 2.50 4 0.65 A
42 2.50 4 0.65 A
49 2.50 4 0.65 A
56 2.50 4 0.65 A
28 2.50 4 0.65 A
0 2.50 4 0.65 A
7 2.50 4 0.65 A
14 2.50 4 0.65 A
21 2.50 4 0.65 A

Means with

a common letter are not significantly different (p<= 0.05)

Recuento

Variable N R? Adj R? CVv

Recuento 36 0.48 0.33 43.65

Analysis of variance table (Partial SS)
S.V. SS df MS F p-value

Model. 17.78 8 2.22 3.13 0.0122
Dia 17.78 8 2.22 3.13 0.0122

Error 19.15 27 0.71

Total 36.93 35

Test:Tukey Alpha:=0.05 LSD:=2.00373

Error: 0.7093 df: 27

Dia Means n S.E.

56 0.60 4 0.42 A

49 1.14 4 0.42 A B
0 1.40 4 0.42 A B
7 2.02 4 0.42 A B
21 2.12 4 0.42 A B
14 2.17 4 0.42 A B
42 2.39 4 0.42 A B
28 2.60 4 0.42 A B
35 2.94 4 0.42 B

Means with

a common letter are not significantly different (p<= 0.05)

Analisis de Actividad de Agua

Analysis of variance

Variable N R? Adj R? Cv

Aw 108 0.41 0.35 1.55
Analysis of variance table (Partial SS)

S.V. SS df MS F p-value
Model. 0.01 11 1.3E-03 6.16 <0.0001
Dias 0.01 8 1.2E-03 5.70 <0.0001
Lote 4.7E-03 3 1.6E-03 7.38 0.0002
Error 0.02 96 2.1E-04
Total 0.03 107
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Test:Tukey Alpha:=0.05 LSD:=0.01890

o0 wwwwoww

B

Error: 0.0002 df: 96

Dias Means n S.E.

0 0.92 12 4.2E-03 A
49 0.94 12 4.2E-03 A
35 0.94 12 4.2E-03

7 0.94 12 4.2E-03

14 0.94 12 4.2E-03

56 0.94 12 4.2E-03

28 0.95 12 4.2E-03

21 0.95 12 4.2E-03

42 0.95 12 4.2E-03

Means with

Test:Tukey Alpha:=0.05 LSD:=0.01038

Error: 0.0002 df: 96

Lote Means n S.E.

3 0.93 27 2.8E-03 A
4 0.94 27 2.8E-03 A
1 0.94 27 2.8E-03 A
2 0.95 27 2.8E-03

B
B

a common letter are not significantly different (p<= 0.05)

Means with a common letter are not significantly different (p<= 0.05)

Analisis de Textura

1. Dureza

Analysis of variance

Hardness
Variable N R? Adj R? Ccv
Hardness 100 0.58 0.53 39.08

Analysis of variance table (Partial SS)

S.V. SS daf MS F p-value
Model. 125471695.04 9 13941299.45 13.54 <0.0001
Trat 16943968.89 1 16943968.89 16.45 0.0001
Semana 117761616.93 8 14720202.12 14.30 <0.0001
Error 92675318.26 90 1029725.76
Total 218147013.30 99
Test:Tukey Alpha:=0.05 LSD:=403.35864
Error: 1029725.7584 df: 90

Trat Means n S.E.
control 2134.69 48 148.75 A
N2 2968.01 52 141.20 B

Means with a common letter are not significantly different (p<= 0.05)

Test:Tukey Alpha:=0.05 LSD:=1373.40013

Error:

1029725.7584 df: 90
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Semana Means n S.E.

0.00 761.69 9 339.98 A

1.00 1576.26 9 339.98 A B

2.00 2005.21 12 292.93 A B C
4.00 2272.35 12 292.93 B c
3.00 2555.00 12 292.93 B c
8.00 2701.80 12 292.93 B c
5.00 2779.98 12 292.93 B C
6.00 3035.30 12 292.93 C
7.00 5274.57 10 321.55

Means with a common letter are not significantly different (p<= 0.05)

2. Adhesividad

Adhesiveness
Variable N R? Adj R? Cv
Adhesiveness 100 0.12 0.03 106.14

Analysis of variance table (Partial SS)

S.V. SS df MS F p-value
Model. 112273.50 9 12474.83 1.33 0.2306
Trat 27141.25 1 27141.25 2.90 0.0918
Semana 94376.59 8 11797.07 1.26 0.2734
Error 841358.25 90 9348.42
Total 953631.75 99

Test:Tukey Alpha:=0.05 LSD:=38.43260
Error: 9348.4250 df: 90

Trat Means n S.E.
N2 -105.10 52 13.45 A
control -71.75 48 14.17 A

Means with a common letter are not significantly different (p<= 0.05)

Test:Tukey Alpha:=0.05 LSD:=130.85958
Error: 9348.4250 df: 90

Semana Means n S.E.

6.00 -139.09 12 27.91 A
7.00 -118.44 10 30.64 A
8.00 -103.97 12 27.91 A
4.00 -93.35 12 27.91 A
5.00 -93.10 12 27.91 A
3.00 -81.73 12 27.91 A
2.00 -76.00 12 27.91 A
1.00 -75.21 9 32.39 A
0.00 -14.92 9 32.39 A

Means with a common letter are not significantly different (p<= 0.05)

3. Cohesividad

Cohesiveness
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Variable N R? Adj R?2 CV
Cohesiveness 100 0.18 0.10 18.67

Analysis of variance table (Partial SS)
S.V. SS af MS F p-value

Model. 0.15 9 0.02 2.18 0.0307
Trat 0.05 1 0.05 6.98 0.0097
Semana 0.11 8 0.01 1.75 0.0974
Error 0.69 90 0.01

Total 0.83 99

Test:Tukey Alpha:=0.05 LSD:=0.03468
Error: 0.0076 df: 90

Trat Means n S.E.
N2 0.45 52 0.01 A
control 0.49 48 0.01 B

Means with a common letter are not significantly different (p<= 0.05)

Test:Tukey Alpha:=0.05 LSD:=0.11809
Error: 0.0076 df: 90

Semana Means n S.E.

4.00 0.42 12 0.03 A

6.00 0.44 12 0.03 A B
5.00 0.46 12 0.03 A B
3.00 0.46 12 0.03 A B
8.00 0.47 12 0.03 A B
2.00 0.47 12 0.03 A B
7.00 0.49 10 0.03 A B
1.00 0.50 9 0.03 A B
0.00 0.54 9 0.03 B

Means with a common letter are not significantly different (p<= 0.05)

Analisis Proximal

1. Humedad

Analysis of variance

$Humedad
Variable N R? Adj R? Cv
$Humedad 12 0.47 0.27 2.04

Analysis of variance table (Partial SS)

S.V. SS df MS F p-value
Model. 6.40 3 2.13 2.35 0.1484
Lote 6.40 3 2.13 2.35 0.1484
Error 7.26 8 0.91
Total 13.66 11
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Test:Tukey Alpha:=0.05 LSD:=2.49078

Error: 0.9075 df: 8

Lote Means n S.E.

3 45.53 3 0.55 A
1 47.08 3 0.55 A
4 47.09 3 0.55 A
2 47.40 3 0.55 A

Means with a common letter are not significantly different (p<= 0.05)

2. Cenizas

$Cenizas
Variable N R?2 Adj R? CV
$Cenizas 12 0.87 0.83 7.82

Analysis of variance table (Partial SS)

S.V. SS df MS F p-value
Model. 1.53 3 0.51 18.40 0.0006
Lote 1.53 3 0.51 18.40 0.0006
Error 0.22 8 0.03
Total 1.76 11

Test:Tukey Alpha:=0.05 LSD:=0.43594

Error: 0.0278 df: 8

Lote Means n S.E.

1 1.87 3 0.10 A

2 1.89 3 0.10 A

4 2.02 3 0.10 A

3 2.74 3 0.10 B

Means with a common letter are not significantly different (p<= 0.05)

3. Proteina
% Proteina

Variable N R? Adj R? CVv
% Proteina 12 0.01 0.00 175.61

Analysis of variance table (Partial SS)

S.V. SS df MS F p-value
Model. 6.64 3 2.21 0.04 0.9900
Lote 6.64 3 2.21 0.04 0.9900
Error 487.39 8 60.92
Total 494 .03 11

Test:Tukey Alpha:=0.05 LSD:=20.40881
Error: 60.9240 df: 8

Lote Means n S.E.

1 3.89 3 4.51 A
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2 3.94 3 4.51 A
4 4.23 3 4.51 A
3 5.71 3 4.51 A

Means with a common letter are not significantly different (p<= 0.05)

4. Grasa
% Grasa
Variable N R? Adj R? CVv
% Grasa 12 0.69 0.58 3.53

Analysis of variance table (Partial SS)
S.V. SS daf MS F p-value

Model. 2.04 3 0.68 6.01 0.0191
Lote 2.04 3 0.68 6.01 0.0191
Error 0.91 8 0.11

Total 2.95 11

Test:Tukey Alpha:=0.05 LSD:=0.88045

Error: 0.1134 df: 8

Lote Means n S.E.

1 9.02 3 0.19 A

4 9.45 3 0.19 A B
2 9.53 3 0.19 A B
3 10.18 3 0.19 B

Means with a common letter are not significantly different (p<= 0.05)

5. Carbohidratos
% Carbohidrato

Variable N R?2 Adj R? CV
% Carbohidrato 12 0.01 0.00 22.48

Analysis of variance table (Partial SS)

S.V. SS df MS F p-value
Model. 8.09 3 2.70 0.04 0.9890
Lote 8.09 3 2.70 0.04 0.9890
Error 556.53 8 69.57
Total 564.62 11

Test:Tukey Alpha:=0.05 LSD:=21.80831
Error: 69.5660 df: 8

Lote Means n S.E.

3 35.84 3 4.82 A
4 37.21 3 4.82 A
2 37.24 3 4.82 A
1 38.14 3 4.82 A

Means with a common letter are not significantly different (p<= 0.05)
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Contenido de Carotenos

Analysis of variance

Lote
Variable N R? Adj R?2 CV
Lote 8 0.00 0.00 51.64

Analysis of variance table (Partial SS)
S.V. SS df MS F p-value

Model. 0.00 1 0.00 0.00 >0.9999
Dia 0.00 1 0.00 0.00 >0.9999
Error 10.00 o 1.67

Total 10.00 7

Test:Tukey Alpha:=0.05 LSD:=2.23371
Error: 1.6667 df: 6

Dia Means n S.E.
0 2.50 4 0.65 A
8 2.50 4 0.65 A

Means with a common letter are not significantly different (p<= 0.05)

Concentracién
Variable N R?2 Adj R? CV
Concentracidn 8 0.09 0.00 28.08

Analysis of variance table (Partial SS)
S.V. SS df MS F p-value

Model. 37916.05 1 37916.05 0.59 0.4709
Dia 37916.05 1 37916.05 0.59 0.4709
Error 384393.11 6 64065.52

Total 422309.16 7

Test:Tukey Alpha:=0.05 LSD:=437.94086
Error: 64065.5177 df: 6

Dia Means n S.E.
8 832.42 4 126.56 A
0 970.11 4 126.56 A

Means with a common letter are not significantly different (p<= 0.05)

Analisis de pH
Analysis of variance

Variable N R?2 Adj R? CV
pH 108 0.91 0.90 1.83

Analysis of variance table (Partial SS)
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S.V. SS daf MS F p-value
Model. 7.50 11 0.68 86.99 <0.0001
Dia 1.37 8 0.17 21.78 <0.0001
Lote 6.14 3 2.05 260.90 <0.0001
Error 0.75 96 0.01
Total 8.26 107
Test:Tukey Alpha:=0.05 LSD:=0.11472
Error: 0.0078 df: 96
Dia Means n S.E.

49 4.60 12 0.03 A

56 4.70 12 0.03 A B

35 4.81 12 0.03 B C

42 4.82 12 0.03 C

14 4.83 12 0.03 C D

21 4.89 12 0.03 C D E

28 4.91 12 0.03 C D E

0 4.93 12 0.03 D E

7 4.99 12 0.03 E

Means with a common letter are not significantly different (p<= 0.05)

Test:Tukey Alpha:=0.05 LSD:=0.06301

Error: 0.0078 df: 96

Lote Means n S.E.

1 4.63 27 0.02 A

2 4.69 27 0.02 B

4 4.77 27 0.02 C
3 5.23 27 0.02

D

Means with a common letter are not significantly different (p<= 0.05)

Potencial de Oxidacion-Reduccion

Analysis of variance

Variable N R?2 Adj R? CV
Redox 108 0.95 0.95 2.96

Analysis of variance table (Partial SS)

S.V. SS daf MS F p-value
Model. 25407.94 11 2309.81 177.85 <0.0001
Lote 22530.70 3 7510.23 578.28 <0.0001
Dias 2877.24 8 359.66 27.69 <0.0001
Error 1246.77 96 12.99
Total 26654.71 107

Test:Tukey Alpha:=0.05 LSD:=2.56446

Error: 12.9871 df: 96

&5



Lote Means n S.E.

3 97.49 27 0.69 A

4 125.02 27 0.69 B

2 131.11 27 0.69 C
1 133.90 27 0.69

D

Means with a common letter are not significantly different (p<= 0.05)

Test:Tukey Alpha:=0.05 LSD:=4.66926

Error: 12.9871 df: 96

Dias Means n S.E.

0 114.73 12 1.04 A

7 115.67 12 1.04 A B

14 117.42 12 1.04 A B

21 120.01 12 1.04 B C

28 123.38 12 1.04 C D
35 123.48 12 1.04 C D
42 124.58 12 1.04 C D
56 125.88 12 1.04 D
49 131.81 12 1.04

E

Means with a common letter are not significantly different (p<= 0.05)

Color (L*, a* y b*)

L*

Analysis of variance

L*
Variable R? Adj R? CVv
L* 36 0.27 0.06 5.98

Analysis of variance table (Partial SS)

S.V. SS df MS F p-value
Model. 75.80 8 9.48 1.26 0.3025
Dia 75.80 8 9.48 1.26 0.3025
Error 202.38 27 7.50
Total 278.18 35

Test:Tukey Alpha:=0.05 LSD:=6.51380

Error: 7.4956 df: 27

Dia Means n S.E.
49 43.45 4 1.37
28 44 .43 4 1.37
35 44 .59 4 1.37
56 44,99 4 1.37
14 45.95 4 1.37
42 46.20 4 1.37
7 47.00 4 1.37
21 47.37 4 1.37
0 48.11 4 1.37

b B i i

Means with

a common letter are not significantly different (p<= 0.05)

86



Lote

Variable N R? Adj R? CVv
Lote 36 0.00 0.00 51.64

Analysis of variance table (Partial SS)

S.V. SS df MS F p-value
Model. 0.00 8 0.00 0.00 >0.9999
Dia 0.00 8 0.00 0.00 >0.9999
Error 45.00 27 1.67
Total 45.00 35

Test:Tukey Alpha:=0.05 LSD:=3.07153
Error: 1.6667 df: 27

Dia Means n S.E.

35 2.50 4 0.65 A
42 2.50 4 0.65 A
49 2.50 4 0.65 A
56 2.50 4 0.65 A
28 2.50 4 0.65 A
0 2.50 4 0.65 A
7 2.50 4 0.65 A
14 2.50 4 0.65 A
21 2.50 4 0.65 A

Means with a common letter are not significantly different (p<= 0.05)

a*

Analysis of variance

a*

Lote

Variable N R? Adj R? CVv
Lote 35 1.7E-03 0.00 52.13

Analysis of variance table (Partial SS)

S.V. SS df MS F p-value
Model. 0.08 8 0.01 0.01 >0.9999
Dia 0.08 8 0.01 0.01 >0.9999
Error 44 .67 26 1.72
Total 44 .74 34

Test:Tukey Alpha:=0.05 LSD:=3.17857
Error: 1.7179 df: 26

Dia Means n S.E.

56 2.50 4 0.66 A
35 2.50 4 0.66 A
42 2.50 4 0.66 A
49 2.50 4 0.66 A
0 2.50 4 0.66 A
7 2.50 4 0.66 A
14 2.50 4 0.66 A
21 2.50 4 0.66 A
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28 2.67 3 0.76 A

Means with a common letter are not significantly different (p<= 0.05)

a*
Variable N R? Adj R?2 CV
ax* 36 0.50 0.35 7.48

Analysis of variance table (Partial SS)

S.V. SS df MS F p-value
Model. 32.23 8 4.03 3.34 0.0087
Dia 32.23 8 4.03 3.34 0.0087
Error 32.55 27 1.21
Total 64.79 35

Test:Tukey Alpha:=0.05 LSD:=2.61248
Error: 1.2057 df: 27

Dia Means n S.E.

49 13.44 4 0.55 A

56 13.59 4 0.55 A

42 13.94 4 0.55 A

28 14.45 4 0.55 A B
21 14.58 4 0.55 A B
35 14.78 4 0.55 A B
7 15.19 4 0.55 A B
14 15.64 4 0.55 A B
0 16.56 4 0.55 B

Means with a common letter are not significantly different (p<= 0.05)

b*

Analysis of variance

b*
Lote

Variable N R? Adj R? Ccv
Lote 36 0.00 0.00 51.64

Analysis of variance table (Partial SS)

S.V. SS df MS F p-value
Model. 0.00 8 0.00 0.00 >0.9999
Dia 0.00 8 0.00 0.00 >0.9999
Error 45.00 27 1.67
Total 45.00 35

Test:Tukey Alpha:=0.05 LSD:=3.07153
Error: 1.6667 df: 27

Dia Means n S.E.

35 2.50 4 0.65 A
42 2.50 4 0.65 A
49 2.50 4 0.65 A
56 2.50 4 0.65 A
28 2.50 4 0.65 A
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0 2
7 2
14 2
21 2

.50
.50
.50
.50

4 0.65 A
4 0.65 A
4 0.65 A
4 0.65 A

Means with

a common letter are not significantly different (p<= 0.05)

b*
Variable N R? Adj R? CVv

b* 36 0.34 0.14 10.95
Analysis of variance table (Partial SS)

S.V. SS daf MS F p-value
Model. 208.02 8 26.00 1.74 0.1345
Dia 208.02 8 26.00 1.74 0.1345
Error 403.04 27 14.95
Total 611.66 35

Test:Tukey Alpha:=0.05 LSD:=9.19908
Error: 14.9495 df: 27

Dia Means n S.E.

49 32.16 4 1.93 A
56 32.47 4 1.93 A
35 33.78 4 1.93 A
42 34.02 4 1.93 A
28 34.83 4 1.93 A
21 36.16 4 1.93 A
7 36.32 4 1.93 A
0 38.71 4 1.93 A
14 39.36 4 1.93 A

Means with

a common letter are not significantly different (p<= 0.05)

Hue

Analysis of variance

Lote

Variable N R?2 Adj R? CV

Lote 36 0.00 0.00 51.64

Analysis of variance table (Partial SS)
S.V. SS df MS F p-value

Model. 0.00 8 0.00 0.00 >0.9999
Dia 0.00 8 0.00 0.00 >0.9999

Error 45.00 27 1.67

Total 45.00 35

Test:Tukey Alpha:=0.05 LSD:=3.07153
Error: 1.6667 df: 27

Dia Means n S.E.

35 2.50 4 0.65 A
42 2.50 4 0.65 A
49 2.50 4 0.65 A
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56 2.50 4 0.65 A
28 2.50 4 0.65 A
0 2.50 4 0.65 A
7 2.50 4 0.65 A
14 2.50 4 0.65 A
21 2.50 4 0.65 A

Means with a common letter are not significantly different (p<= 0.05)

Hue
Variable N R? Adj R?2 CV
Hue 34 0.19 0.00 38.55

Analysis of variance table (Partial SS)

S.V. SS df MS F p-value
Model. 0.82 8 0.10 0.74 0.6544
Dia 0.82 8 0.10 0.74 0.6544
Error 3.43 25 0.14
Total 4.25 33

Test:Tukey Alpha:=0.05 LSD:=0.92212

Error: 0.1373 df: 25

Dia Means n S.E.

35 -1.31 4 0.19 A
0 -1.06 4 0.19 A
49 -0.99 4 0.19 A
56 -0.97 4 0.19 A
7 -0.96 4 0.19 A
28 -0.90 2 0.26 A
42 -0.86 4 0.19 A
14 -0.79 4 0.19 A
21 -0.79 4 0.19 A

Means with a common letter are not significantly different (p<= 0.05)

Chroma

Analysis of variance

Lote

Variable N R? Adj R? CVv

Lote 36 0.00 0.00 51.64

Analysis of variance table (Partial SS)
S.V. SS df MS F p-value

Model. 0.00 8 0.00 0.00 >0.9999
Dia 0.00 8 0.00 0.00 >0.9999

Error 45.00 27 1.67

Total 45.00 35

Test:Tukey Alpha:=0.05 LSD:=3.07153
Error: 1.6667 df: 27
Dia Means n S.E.
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35 2.50 4 0.65 A
42 2.50 4 0.65 A
49 2.50 4 0.65 A
56 2.50 4 0.65 A
28 2.50 4 0.65 A
0 2.50 4 0.65 A
7 2.50 4 0.65 A
14 2.50 4 0.65 A
21 2.50 4 0.65 A

Means with a common letter are not significantly different (p<= 0.05)

Chroma
Variable N R? Adj R? CVv
Chroma 36 0.42 0.24 9.72

Analysis of variance table (Partial SS)

S.V. SS daf MS F p-value
Model. 268.85 8 33.61 2.41 0.0414
Dia 268.85 8 33.61 2.41 0.0414
Error 375.86 27 13.92
Total 644.70 35

Test:Tukey Alpha:=0.05 LSD:=8.87686
Error: 13.9206 df: 27

Dia Means n S.E.

49 34.87 4 1.87 A
56 35.20 4 1.87 A
42 36.77 4 1.87 A
35 36.89 4 1.87 A
28 37.76 4 1.87 A
21 39.00 4 1.87 A
7 39.38 4 1.87 A
14 42.38 4 1.87 A
0 43.09 4 1.87 A

Means with a common letter are not significantly different (p<= 0.05)
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8.2 Calendario de la abundancia del Departamento de Agricultura
de Puerto Rico.

ESTADO LIBRE ASOCIADO DE PUERTO RICO R T
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ADMINISTRACION DE SERVICIOS Y DESARROLLO AGROPECUARIO fASDA 3
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8.3 Curva de calibracion: Determinacion de carotenos totales

Curva de calibracion de B-caroteno
0.300
y=0.0235x+0.0077 ®

0.250 RZ=0.921
2 0.200 o o ¢
-t
: 0.150 *
< 0.100

0.050 <o

® o
0.000 ¢
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Concentracion de B-caroteno (ug/ml)
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8.4 Fotografias generales del proyecto de tesis

Foto del lote testigo empacado en bandeja y sellado.
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“Pastelito horneado de calabaza” removido para muestreo
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Foto de muestreo para hongos y levaduras. Platos Petri con el medio PDA.
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Incubacion de platos Petri para microorganismos anaerobicos

97



Muestras en preparacion para secado y analisis proximal
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