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ABSTRACT

The shelf life of a mixture of pumpkin (Cucurbita moschata Soler) was evaluated using
potassium sorbate as preservative agent, ascorbic acid as acidulant agent and other
ingredients. The mixture was packaged in polypropylene-polyethylene trays. Three
batches of 52 trays were processed, of which half of each of them was stored at 4°C for
13 weeks and the other half at 7°C for 5 weeks. Two samples were taken of each batch
at different temperatures for physicochemical analysis (pH, water activity, redox
potential, color and carotenoids) and the microbial population (aerobic, coliforms, yeast
and mold). The maximum charge of microorganisms reached was 4.07 Log UFC/g for
total aerobics and 2.92 Log UFC/g for yeasts at the day 28", and 1.48 Log UFC/g for
molds in the day 49™. Coliforms were not found. There was a decrease of pH, redox
potential and water activity. The concentrations of carotenoids decreased from 64.72,
62.87 and 62.32 pg/g to 45.52, 42.87 and 41.44 ug/g in the lots 1, 2 and 3 respectively.
This degradation was related to the loss of luminosity and loss of orange color. All the
results obtained at temperature of 7°C showed the same pattern as those found at 4°C,
however the results at 7°C showed a faster degradation of the mixture which reached
values of aerobes and yeast higher than 7 Log UFC/g in the day 28". The results
demonstrated that the shelf life of the product can be guaranteed till the day 35" when

storage at 4°C.



RESUMEN

La vida util de una mezcla a base de calabaza Cucurbita moschata Soler, con sorbato
de potasio como agente preservativo, acido ascorbico como agente acidulante y otros
ingredientes fue evaluada. La mezcla fue empacada en bandejas de polipropileno con
polietileno. Tres lotes con 52 bandejas fueron procesados, de las cuales la mitad de
cada uno de ellos se almacend a 4°C por 13 semanas y la otra mitad a 7°C por 5
semanas. Se tomaron dos muestras de cada lote a las distintas temperaturas para
analisis fisicoquimico (pH, actividad de agua, potencial redox, color, carotenoides) y
poblacién microbiana (aerobios totales, coliformes, hongos y levaduras). La carga
maxima de microorganismos alcanzo, 4.07 Log UFC/g para aerobios totales y 2.92 Log
UFC/g para levaduras al dia 28, y 1.48 Log UFC/g para hongos al dia 49. No se
detectaron coliformes. Hubo disminucion del pH, actividad de agua y potencial redox.
La concentracion de carotenoides disminuyd de 64.72, 62.87 y 62.32 ug/g a 45.52,
42.87 y 41.44 pug/g en lotes 1, 2 y 3 respectivamente. Esta degradacion fue relacionada
con la pérdida de luminosidad y del color anaranjado de las mezclas. A temperatura de
7°C se observo la misma tendencia en todos los resultados con un deterioro mas
rapido de la calidad alcanzando al dia 28 conteos mayores de 7 Log UFC/g para
aerobios y levaduras. Los resultados obtenidos demuestran que la vida util del producto

puede ser asegurada hasta el dia 35 a 4°C.
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1. INTRODUCCION

El avance de la industria de alimentos en el desarrollo de nuevos productos ha
incrementado en los ultimos tiempos debido a la necesidad del consumidor de
encontrar en el mercado productos de facil y rapido manejo y de alta calidad. Es por
ello que se ha ideado el desarrollo de una mezcla a base de calabaza y otros
ingredientes, el cual es un producto, que, aunque se conoce en los hogares
puertorriquefos por ser la base de las famosas barriguitas de vieja o tortitas de
calabaza, no es uno que se encuentre en el mercado a disposicion del consumidor.

Este alimento tiene como ventajas las diferentes alternativas de preparacion
culinaria, ya que se puede consumir horneado o frito, al igual que la diversidad de
almacenamiento del producto, tanto en refrigeracion como en congelacion. Ademas, se
introduce en el mercado otra manera de consumo de la calabaza, la cual,
tradicionalmente se consume como vegetal cocido o como ingrediente de diversos
platos.

La calabaza es una buena fuente de nutrientes. Su tejido mesocarpio es rico en
fibra y proporciona una base para el desarrollo futuro de alimentos funcionales [1]. El
desarrollo de este producto también favorece la agricultura del pais, esto es, porque la
calabaza es una de las hortalizas que mas aporta a la economia agricola segun el
Departamento de Agricultura de Puerto Rico. El valor de la producciéon agricola en el
afno 2009/10 para la calabaza fue de 672,863 mil ddlares [2]. Asimismo, segun el
Calendario de Abundancia preparado por el Programa de Mercadeo de A.S.D.A.

(Administracion de Servicios y Desarrollo Agropecuario) del Departamento de



Agricultura de Puerto Rico [3], la calabaza se encuentra en abundancia durante todo el
afo, ya que no tiene mes de inicio ni de final de cosecha (Apéndice A). El clima de
Puerto Rico es adecuado para su producciéon, tanto en las costas como en las
montanas, y las diferencias de temperatura que existen durante el afo no limitan la
siembra [4]. Esto constituye una herramienta ventajosa para aprovechar tanto en la
agricultura del pais, como en el desarrollo de esta investigacion, al contar con una
hortaliza que se puede encontrar tanto en cualquier parte del pais como en cualquier
época del ano.

La determinacion de las propiedades fisicoquimicas y microbiologicas del producto
es de vital importancia para obtener informacion del alimento y establecer las
condiciones de vida util del producto, de esta manera se garantiza que este sea seguro
para el consumidor y que ademas conserve sus propiedades de sabor y frescura.

El propésito principal de esta investigacion es optimizar la formulacion de la
mezcla y determinar su largo de vida util. Para ello se establecen como objetivos
secundarios:

e Determinar las propiedades fisicoquimicas del producto.

e Determinar las caracteristicas microbiologicas del producto.

e Efectuar analisis proximal al producto.

e Determinar el efecto del abuso de temperatura sobre la calidad del

producto.



2. REVISION LITERARIA

2.1. Calabaza

21.1. Generalidades

La calabaza, Cucurbita moschata, es la hortaliza de mayor importancia
economica en Puerto Rico y se siembra practicamente en toda la isla. Es la Cucurbita
predominante en zonas tropicales del Caribe y Latinoamérica [5]. En Puerto Rico
existen las variedades Soler, Taina dorada, Verde Luz y Borinquen [6, 7].

La variedad Soler se caracteriza por tener frutos grandes, circulares, achatados
y con lobulos. La piel es verde oscura, aunque las areas expuestas al sol seran
anaranjadas al alcanzar la madurez [8]. Las frutas pesan aproximadamente de 10 a 25
libras, y algunas pueden pasar las 40 libras. El grosor de la pulpa es de 2.5-4.5
pulgadas y su color entre anaranjado y amarillo [7].

El estado fisico es muy importante en la calidad de la calabaza, por tanto es
necesario observar que éstas no presenten dano fisico. Soler tiene un defecto que es
de cuidado cuando hay condiciones de mucha lluvia, debido a que algunas frutas
presentan en su parte inferior una cicatriz que tiende a abrirse en la maduracién y en
consecuencia permitir la entrada del agua [7, 8]. Esto puede conllevar a la penetracion
de microorganismos que causen deterioro de la calidad y acortar la vida util del
producto, ademas, de representar un riesgo de salud publica por infeccion con
microorganismos patdégenos. Generalmente las frutas pueden ser infectadas por
algunos hongos como Phytophthora capsici, Fusarium spp; bacterias como

Xanthomonas campestris y Pseudomonas syringae; y algunos virus. Esta infeccion



puede tener lugar desde la siembra hasta la cosecha, y la enfermedad puede

manifestarse durante el transporte y el almacenamiento de los frutos [9].

2.1.2. Beneficios y aspectos nutritivos

Cucurbita moschata es usada en muchos paises no solo como vegetal sino
también como medicina. Muchos cientificos han evaluado los beneficios que tiene la
calabaza a la salud y se ha reportado que C. moschata tiene propiedades
antiinflamatorias, antibacterial, antiparasitaria, antitumoral y analgésicas; como
también, reduce enfermedades de riesgo como diabetes, cancer, hipercolesterolemia,
hipertension, ateroesclerosis, artritis, cataratas, enfermedades cardiovasculares e
intestinales [10].

La calabaza es una buena fuente de acido ascorbico y carotenoides, los cuales,
como vitamina C y precursor de vitamina A, respectivamente, cumplen funciones
antioxidantes durante la maduracién y el almacenamiento [11]. La vitamina C interviene
en la formacion de huesos, dientes, colageno, y ayuda a la absorcién de hierro [12].
Ademas, ejerce funciones preventivas en enfermedades cardiovasculares y en cancer.
La vitamina A es importante para la vision, el crecimiento y el desarrollo embrionario
[13].

Los carotenoides representan uno de los grupos de sustancias naturales
encontradas en frutas y vegetales responsables de proporcionarles su color amarillo,
rojo o anaranjado. Estan divididos generalmente en dos grupos de acuerdo a su
composicion quimica molecular: los carotenos, que tienen atomos de carbono e

hidrogeno, entre ellos el a-caroteno y el B-caroteno; y las xantéfilas, que poseen en su



estructura atomos de oxigeno, como por ejemplo la luteina [14]. Los principales
carotenoides aislados de la calabaza variedad soler son (-caroteno, a-caroteno y
luteina, siendo el mas abundante B-caroteno [15, 16]. Estos son los responsables del
color amarillo de la calabaza [17]. La luteina es el caroteno mas abundante en la etapa
inmadura de la calabaza C. moschata, mientras que a-caroteno y [-caroteno
predominan en la etapa madura [15]. La composicién de los carotenoides varia de
acuerdo a ciertos factores como el cultivar, la variedad, el estado de maduracion, la
composicién del suelo, el clima, la parte de la planta utilizada para la determinacion, el
manejo de cosecha y poscosecha, la duracién de la poscosecha, el procesamiento y
almacenamiento y la composicion del alimento [18, 19].

La estabilidad de los carotenoides es importante en el alimento ya que su
degradacion conlleva a pérdidas de color y del valor nutricional. Diferentes factores
estan asociados a su inestabilidad como son la exposicion a la luz, el calor, los acidos y
la presencia de oxigeno o antioxidantes, y pueden oxidarse de igual manera cuando
hay actividad de las lipoxidasas [20-22]. La degradacién de estos compuestos
generalmente se debe a reacciones de oxidacion. Los [-carotenos también son
inestables a los procesos térmicos, mostrando un cambio de color en las calabazas que
son sometidas al calor. Esto es debido a que el calor induce las reacciones de
isomerizacioén cis-trans, de oxidacion y de hidroxilacién de los carotenoides [23].

La calabaza, ademas, contiene otros nutrientes como el calcio, hierro, fosforo y
otras vitaminas [24]. Su contenido de grasa es muy bajo al igual que su aporte

energético, como lo muestra la Tabla 1 [25].



Tabla 1. Contenido de nutrientes en Cucurbita moschata por 100 g de porciéon
comestible

Cucurbita moschata (Pulpa)

Agua (g9) 88.3
Proteina (g) 1.2
Grasas (9) 0.3
Carbohidratos totales (g) 9.8
Fibra cruda (g) 0.6
Ceniza (g) 0.4
Calcio (mg) 12
Fosforo (mg) 27
Hierro (mg) 0.7
Pro-vitamina A (ug) 1055
Tiamina (mt) 0.05
Riboflavina (IPA) 0.04
Niacina (mg) 0.6
Acido Ascérbico (mg) 42
Valor energético (kcal) 40

Fuente: Cultivos Andinos. FAO. 1993.

2.1.3. Usos

La calabaza puede ser consumida de diversas maneras, sea como vegetal
integro, o como ingrediente de guisos, salsas, postres, jaleas, mermeladas, purés y
otros productos [8, 23]. No es necesario eliminar la piel para cocinarla. La calabaza ha
sido identificada como un vegetal superior y preferida por su unica textura carnosa y no
arenosa, sabor suave y buena nutricion. Es un vegetal utilizado como base en
alimentos como cremas proporcionando suavidad al alimento y cremosa sensacion al

paladar [26].



2.2. Formulacién del producto

2.21. Descripcion del producto

El producto hecho a base de calabaza es una mezcla de pulpa de calabaza
como ingrediente principal y otros ingredientes como harina de trigo, azucar, huevo,
mantequilla, canela y sal, con adicion de acido ascorbico y sorbato de potasio que
ayuden a la estabilidad del producto. Esta mezcla puede consumirse en diferentes
formas, de acuerdo a como lo desee el consumidor, ya sea frita, en la forma conocida
como barriguitas de vieja, o0 de una manera mas saludable, en su forma horneada.

Las caracteristicas propias de la calabaza como su alto contenido de agua y de
nutrientes, hacen que sea un alimento altamente perecedero, haciendo también al
producto perecedero, por tanto, es necesario implementar las medidas adecuadas para

desarrollar un producto estable durante su almacenamiento.

2.2.2. Aditivos
2.2.2.1. Acido ascérbico

El acido ascorbico es usualmente adicionado en algunos alimentos como un
acidulante y fortificante, como por ejemplo en los purés de vegetales [17]. Los humanos
no pueden sintetizar este acido, por tanto es necesario consumirlo en la alimentacion
[12]. El acido ascoérbico también tiene actividad antioxidante [12], probablemente es el
agente reductor mas utilizado por sus caracteristicas “antibrowning”, es decir, evita el
oscurecimiento previniendo la descoloracion [27]. Un antioxidante se define, segun el

Codigo de Regulaciones Federales (21-CFR -Code of Federal Regulations Title 21)



seccion 170.3, como una sustancia usada para preservar un alimento retardando el
deterioro por rancidez o decoloracion debido a oxidacion [28].

El acido ascérbico se clasifica como un antioxidante sinérgico, el cual actua
como secuestrador de oxigeno y regenera antioxidantes primarios por donar atomos de
hidrégeno a radicales libres o proporcionar un ambiente acido mas estable a estos

antioxidantes [1, 29].

2.2.2.2. Sorbato de potasio

Una de las alternativas para prevenir deterioro de los alimentos refrigerados por
accion de los microorganismos es la utilizacion de quimicos preservativos. Diversos
estudios han mostrado que la vida util de almacenamiento de un numero de purés de
frutas y jugos fue extendido por preservativos quimicos, particularmente aquellos que
tienen propiedades antifungicas como el sorbato de potasio, el cual es preferido porque
no contribuye al sabor del producto [30]. El sorbato de potasio es usado en un gran
numero de alimentos, incluyendo productos procesados de vegetales [17].

El sorbato de potasio es una de las sales del acido sorbico facilmente soluble en
agua. Es muy efectivo a pH entre 4.0 y 6.0. La eficiencia de la mayoria de los
preservativos quimicos es mas alta a medida que el pH es mas acido [31]. Es uno de
los antimicrobiales mas utilizados por su amplio espectro de accion inhibiendo especies
de levaduras, hongos y bacterias [32, 33]. Entre las levaduras inhibe especies de los
géneros Candida, Cryptococcus, Rhodotorula, Saccharomyces, entre otros; hongos
de los géneros Alternaria, Aspergillus, Penicillium, Mucor, Fusarium, entre otros.

También inhibe el crecimiento de hongos micotoxigénicos y la produccion de toxinas de



especies como Aspergillus flavus, Penicillium expansum y Penicillium patulum. Inhibe
igualmente especies de bacterias asociadas al deterioro de alimentos como
Pseudomona, Proteus, Klebsiella y Listeria, y algunas patdégenas como Salmonella,
Vibrio, Staphylococcus, Escherichia coli 0157:H7, L. monocytogenes, Yersinia,
Campylobacter, y hasta formacion de esporas por los géneros Bacillus y Clostridium
[32, 34]. Investigaciones recientes han establecido que este preservativo retarda la
toxigénesis de C. botulinum en carnes curadas y pescado refrigerado bajo atmosfera
modificada [33, 34].

La Administracidn de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos, FDA (Food and
Drug Administration, por sus siglas en inglés) determina los limites de uso para los
aditivos y cuales son permisibles. Generalmente el acido sérbico y sus sales son
permitidos en niveles que no exceden los 0.2% en peso del producto terminado [31,
33]. El sorbato de potasio, segun la FDA, es una sustancia reconocida como segura,
GRAS (Generally Recognized As Safe, por sus siglas en inglés) [35]. Estudios
experimentales en animales y estudios conducidos en humanos, muestran que no hay
pruebas en la informacion disponible sobre el acido sorbico, y sus sales, entre ellas, el
sorbato de potasio, que demuestren o sugieran un motivo razonable para sospechar de
un peligro de estas sustancias al publico cuando se utilizan en los niveles establecidos
[36].
2.2.23. Estabilizante

El término estabilizante se refiere a todo material que se adiciona a un alimento
para aumentar su tiempo de almacenamiento reduciendo la tasa en la cual suceden

cambios durante el almacenamiento, transporte y manejo [37]. Muchos de los
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estabilizantes utilizados durante el procesamiento de los alimentos son polisacaridos
como las gomas, entre las cuales se encuentran los carragenanos. Estos son extraidos
de algunas especies de algas rojas [34]. Es muy usado en alimentos con pH bajos,
generalmente estables a pH cercanos a 5.0 [34]. Sus usos se deben primariamente a
sus funciones de espesar, proveer textura, formar geles y estabilizar el producto
previniendo la sinéresis [26, 34, 37]. La sinéresis es la pérdida de liquido sobre la
superficie del gel cuando éste se contrae. Existen tres formas de carragenanos, Kappa,
lota y Lambda. De éstos, el lota es el que mejor previene la sinéresis, usados
especialmente en productos lacteos como helados [34, 37].

Ticagel PPS-2 es un carragenano disefiado por T/IC GUMS para incrementar la
viscosidad y proveer textura a los productos de calabaza, especialmente los pasteles
de calabaza (pumpkin pie). Ticagel PPS-2 contiene goma Xanthan dentro de sus

ingredientes.

2.23. Retos
2.2.31. Alimento acidificado

El 21-CFR parte 114.3, define alimentos acidificados como aquellos alimentos
de baja acidez a los cuales se les afiade un acido o un alimento acido [38]. Estos
alimentos se caracterizan por tener una actividad de agua (ay) mayor a 0.85 y un pH
final en equilibrio de 4.6 o menor.

El objetivo de acidificar el alimento es evitar el crecimiento de bacterias
patdogenas como Clostridium botulinum, el cual es productor de la toxina botulinica. A

un pH menor de 4.6 se inhibe su crecimiento y no se produce la toxina [33].
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2.24. Regulaciones
Las regulaciones para la mezcla a base de calabaza estan dadas bajo el Titulo
21-CFR y son las siguientes:
e 21CFR 182.3013. Substances Generally Recognized As Safe (Ascorbic acid).
e 21CFR 182.3640. Substances Generally Recognized As Safe (Potassium
sorbate).
e 21CFR 172.620. Food additives permitted for direct addition to food for human

consumption (Carrageenan).

2.3. Vida util

La vida util de un alimento se define como el periodo de tiempo seguido de la
cosecha, produccion y manufactura, sobre el cual el alimento mantiene la calidad
requerida [29]. Durante el almacenamiento, distribucion y transporte de un alimento, se
producen reacciones debido a la exposicion de éste a factores que pueden llevar a una
degradacion del alimento por cambios fisicos y quimicos, y/o proliferacion de
microorganismos [39]. El crecimiento de microorganismos puede manifestarse en dafio
del producto por cambios en las caracteristicas organolépticas causado por
microorganismos de deterioro, o en la transmision de enfermedades causadas por
patogenos. Este crecimiento microbiano se ve influenciado por parametros intrinsecos
y extrinsecos.

Los parametros intrinsecos son propios del alimento, como pH, actividad de
agua (aw), potencial 6xido reduccidén (Eh), contenido de nutrientes y constituyentes

antimicrobianos. Los parametros extrinsecos son los relacionados al ambiente como la
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temperatura de almacenamiento, humedad relativa del ambiente, presencia y
concentracion de gases y presencia y actividad de otros microorganismos [33].
Factores de procesamiento también pueden influir en el crecimiento de
microorganismos como la contaminacidon cruzada y las buenas practicas de
manufactura.

Es importante determinar el largo de vida util de un alimento, porque a través de

éste se garantiza su calidad e inocuidad durante su consumo.

2.3.1. Parametros intrinsecos
2.31.1. pH

El grado de acidez en un producto alimenticio juega un papel importante en su
conservacion. El determinar el pH de un alimento tiene como propdsito establecer su
grado de acidez o alcalinidad. Se ha establecido que muchos microorganismos crecen
mejor a valores de pH cercanos a 7.0 (6.6-7.5) [33]. Las bacterias que causan deterioro
suelen crecer a pH menos acido en comparacion con los hongos y las levaduras, al
igual que las bacterias patdgenas, las cuales crecen en un rango de pH mas acido.
Alimentos con valores de pH >4.6 se consideran poco acidos, y en ellos se presenta el
peligro de la produccion de la toxina de Clostridium botulinum si éste se encuentra
presente [33]. Por lo tanto, algunos alimentos que presentan un pH >4.6 son
acidificados con la finalidad de disminuir el pH y evitar el crecimiento de cualquier

patdgeno que pueda representar un peligro para la salud publica.
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2.3.1.2. Contenido de humedad - Actividad de agua

El agua es el componente mas importante en muchos alimentos y ésta influye en
la palatabilidad y estabilidad del alimento [29]. La actividad de agua se puede definir
como la relacion existente entre la presion de vapor de agua en el alimento y la presion
de vapor del agua pura a la misma temperatura. Desde el punto de vista
microbiolégico, es la cantidad de agua disponible que pueden utilizar los
microorganismos para llevar a cabo sus funciones metabdlicas.

Las reacciones quimicas, enzimaticas y el crecimiento de microorganismos se
presentan mayormente en alimentos con alto contenido de agua. Generalmente, las
bacterias requieren mayor contenido de a, que los hongos y las levaduras.
Aproximadamente, el minimo de a, que se requiere para el crecimiento de bacterias
que causan deterioro es de 0.90, para levaduras es de 0.88 y para mohos de 0.80. En
el caso de las bacterias patdgenas, se ha encontrado que Staphylococcus aureus
puede crecer a valores de a, de 0.86 y Clostridium botulinum no puede crecer por

debajo de 0.94 [33].

2.3.1.3. Potencial oxidacidon-reduccion (Eh)

El potencial 6xido reduccion mide la capacidad que tiene un sustrato de perder o
ganar electrones. Si pierde electrones el sustrato se oxida y si gana electrones el
sustrato se reduce. A medida que una sustancia se oxida mas alto o mas positivo sera
su Eh, y al contrario, entre mas reducida se encuentre, mas bajo o mas negativo sera

su Eh [33]. Algunos sustratos también pueden oxidarse por la presencia de oxigeno.
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Los cambios quimicos que se presentan en un alimento durante su
almacenamiento y distribucién son generalmente producidos por reacciones oxidativas,
debido a la presencia de oxigeno, que estan asociadas con todos los componentes del
alimento, entre ellas la oxidacién de lipidos y reacciones de pardeamiento no
enzimatico [39]. Como consecuencia, se presenta en el alimento rancidez y
degradacion del color y de la vitamina C.

La presencia del oxigeno en el procesamiento y almacenamiento de un alimento
puede conllevar al crecimiento de microorganismos aerobios que pueden provocar
deterioro del producto, como también, provee un medio donde pueden ocurrir
reacciones quimicas catalizadas por enzimas. Todas estas reacciones debidas a la
presencia de oxigeno son influenciadas por las condiciones de pH, humedad,

temperatura y condiciones de empaque.

2314. Contenido de nutrientes
Los microorganismos utilizan nutrientes en el alimento que son esenciales para
su crecimiento como agua, proteinas, vitaminas, minerales y fuentes de energia como

los carbohidratos y las grasas.

2.3.1.5. Constituyentes antimicrobiales

Existen sustancias naturales en los alimentos que les brindan cierta estabilidad
frente al ataque de microorganismos. Un grupo de estas sustancias son las especies y
su actividad antimicrobiana se debe a su contenido de algunos quimicos y aceites

esenciales. La canela es una de las especies que ha mostrado un amplio espectro de
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inhibicidn, ésta contiene taninos y aceites esenciales como el aldehido cinamico y el
eugenol, los cuales inhiben el crecimiento bacteriano [33, 40], al igual que se ha
reportado su inhibicidn en algunas especies de hongos y levaduras y contra la
produccion de micotoxinas [41].

El espectro de inhibicion antimicrobiana depende de la forma en que se
encuentre la canela, ya sea como hoja fresca, extracto en polvo o como aceite
esencial. Jeng-Leun, et al, [40] reportd que el extracto de canela mostré un extensivo
efecto inhibitorio en varios microorganismos estudiados. Gupta, et al, [42] mostré que
tanto el extracto de canela como su aceite esencial tienen un efecto inhibitorio sobre
bacterias y hongos causantes de enfermedades transmitidas por alimentos, teniendo el
aceite esencial un mas amplio rango de actividad antimicrobiana. Ceylan, et al, [43]
reportd que la adicion de canela a niveles de 0.1%, 0.2% y 0.3% al jugo de manzana
conteniendo E. coli O157: H7 exhibié una significante actividad antimicrobiana, y este
efecto aumenta a medida que aumenta su concentracion. La canela en combinacion
con el sorbato de potasio y el benzoato de sodio redujo hasta mas de 5 Log UFC/ml
durante el almacenamiento a 8°C durante 14 dias y a 25°C durante 3 dias. Menciond
ademas que la canela junto con procesos de acidificacion podria brindar un efecto de

barrera para el control de E. coli O157: H7 en productos alimenticios.

2.3.2. Parametros extrinsecos
2.3.2.1. Temperatura de almacenamiento
La temperatura de almacenamiento es uno de los factores mas importantes que

puede afectar un producto en su vida util. De acuerdo a las caracteristicas del producto
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se selecciona la temperatura a la cual se puede mantener una estabilidad y calidad del
alimento. La mezcla de calabaza es un producto que necesita de temperaturas de
refrigeracidon o congelacion para retener su calidad durante un tiempo determinado.
Temperaturas que sobrepasan las Optimas de almacenamiento durante el manejo,
distribucion y transporte, pueden acelerar las reacciones de deterioro y causar
crecimiento de microorganismos acortando la vida util del producto [44].

La refrigeracion es una de las técnicas mas usadas para la preservacion de los
alimentos. Esto es, porque, a bajas temperaturas, la actividad de los microorganismos
es retardada o detenida debido a que las reacciones del metabolismo de los
microorganismos son catalizadas por enzimas y éstas van a depender de la
temperatura [33]. Por tanto, la refrigeracion reduce la tasa de crecimiento de
microorganismos alargando la vida de almacenamiento de un producto desde el punto
de vista microbiolégico. Sin embargo, microorganismos patégenos emergentes pueden
desarrollarse si son sicotroficos, como es el caso de Listeria monocytogenes,
Clostridium botulinum, Staphylococcus aureus, por lo que es necesario utilizar otro

método de conservaciéon acompafnado de la refrigeracion [20].

23.21.1. Abuso de temperatura
Las bacterias crecen muy rapidamente en un rango de temperatura entre 5-
57.2°C (41-135°F), la llamada zona de peligro, donde el numero de bacterias puede
doblarse en tan solo 20 minutos para la mayoria de bacterias [45, 46]. A temperaturas
usuales de refrigeracion comercial (0-7.2°C), los microorganismos patégenos no se

inhiben, debido a que éstos pueden desarrollarse sobre los 4.4°C [20]. Si el producto es
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expuesto al abuso de temperatura, existe peligro potencial de crecimiento de
patogenos, especialmente aquellos mesofilicos. Tal caso es importante en aquellos
alimentos con pH superiores a 4.6, por lo que se aplica la acidificacion como tecnologia
de barrera.

Los alimentos son frecuentemente expuestos a fluctuaciones de temperatura
durante su almacenamiento, distribucion, transporte, exhibicién y manipulacion de los
consumidores, influenciando esto a la inestabilidad microbiana [47, 48]. Un estudio
informo6 que de las temperaturas de los refrigeradores en casas, el 21% de los hogares
encuestados fueron 10°C. Otro estudio informd que mas de 1 de 4 refrigeradores en los
hogares estuvieron por encima de 7.2°C y casi uno de cada 10 fue superior a 10°C. En
los establecimientos de distribucion y mercados minoristas se encontraron
temperaturas de 7.2°C en el 50% de las veces, y en varios casos se observaron
temperaturas tan altas como 10°C [49].

De igual manera, el abuso de temperatura también influye en las caracteristicas
fisicas de los productos alimenticios. Estudios reflejan que hay pérdida de color en

productos refrigerados cuando son expuestos a altas temperaturas [30].

2.3.3. Microorganismos Indicadores

Los microorganismos indicadores son aquellos que se utilizan para evaluar un
alimento en relacidn a su seguridad y a las buenas practicas sanitarias con la cuales el
mismo es procesado. Ademas, son indice de la calidad y de la vida util del alimento.

Los indicadores de calidad microbiolégica son microorganismos de deterioro que se



18

multiplican causando pérdida de la calidad del alimento [33], en estos casos, se
determina en el producto el numero de aerobios o anaerobios totales.

Los coliformes son bacterias gram negativas aerobios o anaerobios facultativos,
fermentadores de lactosa con produccion de acido y gas a las 48 horas de ser
incubados a una temperatura de 35°C. Especificamente son de los géneros
Escherichia, Citrobacter, Enterobacter y Klebsiella. Estos hacen parte de la flora
gastrointestinal en el hombre y cuando son encontrados en los alimentos, se multiplican
rapidamente, por lo que se utilizan como microorganismos indicadores de malas

practicas sanitarias [33].

2.3.4. Empaque

El empaque juega un papel importante en el mantenimiento de la calidad y el
largo de vida de los alimentos al ser parte integral del sistema de preservacién del
mismo actuando como una barrera para la contaminacién externa [17]. Mediante un
buen sistema de empaque se pueden minimizar los cambios ocurridos en el alimento
por la influencia de condiciones extrinsecas como son la humedad, el oxigeno, la luz, la
temperatura y la transferencia de aromas [29]. El sistema de empacado de los
alimentos debe hacerse asépticamente y con buenas practicas de manufactura para

evitar contaminacion.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Obtencion de las muestras

Las calabazas de la variedad Soler se obtuvieron de la finca Martinez del barrio
Corozo en Cabo rojo, Puerto Rico, todas de la misma cosecha (Figura 1). Los demas
ingredientes: harina de trigo, azucar, huevo pasteurizado, canela, sal y mantequilla se

compraron en un supermercado de la ciudad de Mayaguez.

Figura 1. Calabazas utilizadas para la elaboracion de la mezcla

3.2. Elaboracion de la mezcla

Las calabazas frescas fueron lavadas y desinfectadas con agua clorada (50 ppm
NaOCI) [17, 50] a pH de 6.0 por 2 minutos. Se cortaron en trozos de 7 pulgadas de
largo por 15 pulgadas de ancho aproximadamente sin removerles la cascara ni las
semillas (Figura 2). Se colocaron a hervir por un periodo de 15 minutos (Figura 3),
luego se dejaron enfriar y se secaron con papel absorbente para remover el exceso de
agua por aproximadamente 15 minutos. Se pasaron por el despulpador Robot Coupe

C-80 para obtener el puré (Figura 4). Se pesaron los ingredientes y se llevaron al
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mezclador M-20 de Barco donde se adicionaron en el siguiente orden: pulpa de
calabaza, harina de trigo, azucar, huevo, mantequilla, canela y sal. Se mezclé hasta
obtener uniformidad por aproximadamente 10 minutos (Figura 5). Se adiciond el
sorbato de potasio y el estabilizante Ticagel PPS-2, y por ultimo el acido ascorbico. Se
midié el pH a la mezcla para asegurar un valor <4.6. Se procesaron tres lotes con 52

bandejas cada uno, éstos fueron elaborados bajo las mismas condiciones.

Figura 2. Proceso de corte de la calabaza

Figura 3. Proceso de coccion de la calabaza
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Figura 5. Proceso de mezclado de ingredientes

3.3. Empaque

Doscientos gramos de mezcla fueron pesados con una balanza Sartorius

ELT601 (Figura 6) en bandejas de polipropileno con polietileno las cuales se sellaron
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con un film hecho de poliéster con polietileno usando el equipo Koch Ultra Source de

ILPRA (Figura 7).

Figura 7. Sellado de bandejas

3.4. Almacenamiento

De cada uno de los lotes, la mitad de las muestras fueron almacenadas bajo
temperatura de refrigeracion a 4°C en un cuarto frio durante 3 meses (Figura 8), y a

7°C por un periodo de 28 dias para el abuso de temperatura.
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Figura 8. Almacenamiento de muestras a 4°C

3.5. Muestreo

El muestreo se realizé semanalmente durante un periodo de 13 semanas para la
temperatura de 4°C y de 5 semanas para la temperatura de 7°C. Dos muestras fueron
analizadas en cada lote a las diferentes temperaturas para cada uno de los parametros.
Las muestras se escogieron al azar. En la Figura 9 se muestra el diagrama de flujo de

proceso.
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3.6. Analisis fisicoquimico de las muestras

3.6.1. pH
El pH se determind con el Docu-pH Meter de Sartorius, previamente calibrado
con soluciones amortiguadoras de pH 4.0, 7.0 y 10.0 de Fisher Scientific. Se hicieron

lecturas por triplicado.

3.6.2. Actividad de agua
La actividad de agua se determind a través del equipo Aqua Lab 4TE de
Decagon Devices, previamente calibrado con una solucion con a,, de 0.984. Se hicieron

lecturas por triplicado.

3.6.3. Potencial Oxido reducciéon
El potencial 6xido reduccion se determiné con el Docu-pH Meter de Sartorius en

modo mV. Las lecturas se hicieron por triplicado.

3.6.4. Color

El color fue medido usando el MiniScan XE en la escala del Sistema Hunter L, a
y b (observador o angulo visual de 10°, iluminante D65). El parametro L representa
luminosidad, con valores de 100 para blanco a 0 para negro. El parametro a representa
cambios en color de mas rojo a mas verde, con valores de 100 para rojo a -80 para
verde. El parametro b representa cambios en color de mas amarillo a mas azul, con
valores de 70 para amarillo a -80 para azul [23, 51]. El equipo se calibré con platos

estandares de porcelana negro y blanco. Tres medidas en cada muestra fueron
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tomadas. Los valores de L, a y b fueron usados para calcular Hue (h') [h'= arc tangente
(bla)] y Chroma [C = (a* + b%)""?]. Hue toma valores de 0 a 360° y es un atributo de la
tonalidad del color. En un plano de coordenadas cartesianas de color: 0° (+a) es rojo,
90° (+b) es amarillo, 180° (-a) es verde y 270° (-b) es azul. Chroma toma valores con

un rango de 0 a 60 y es la medida de la intensidad o saturacion del color [22, 44].

3.6.5. Carotenoides

La determinacién de los carotenoides se llevo a cabo mediante el método AOAC
941.15 de extraccion con acetona y hexano. Se midio la absorbancia de las soluciones
con el espectrofotdmetro Thermo Spectronic Genesys™ 8 a 436 nm. Mediante curva de
calibracion con estandar de B-caroteno de Sigma, 95% de pureza, se determin¢ la

concentracion de carotenoides totales expresados en pg/g de muestra.

3.6.6. Analisis proximal

El analisis proximal se realiz6 mediante los métodos oficiales de la AOAC
(Association of Official Analytical Chemists, por sus siglas en inglés). La determinacion
de humedad se hizo mediante el método gravimétrico AOAC 966.02. Las cenizas por
ignicion a 550°C hasta peso constante, segun el método AOAC 923.03. El extracto
etéreo, segun el método de Soxhlet, AOAC 920.39. La proteina bruta mediante el

método de Kjeldahl AOAC 991.20. La fibra total mediante el método AOAC 993.21.
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3.7. Analisis microbiolégico

El analisis de microorganismos se llevd a cabo mediante el uso de los
procedimientos establecidos por el Bacteriological Analytical Manual (BAM por su siglas
en inglés) [52]. Se tomaron 25 g de muestra y se homogenizaron con 225 ml de agua
de peptona 0.1% en el Laboratory Blender Stomacher 400 de Seward, durante 2
minutos. Se hicieron diluciones seriadas hasta 10°. Las siembras se hicieron por
duplicado para aerobios y coliformes y por triplicado para hongos y levaduras. Se

reporté como UFC/g (Unidades Formadoras de Colonias/gramo) de muestra.

3.7.1. Recuento de aerobios totales
En la determinacion de aerobios totales se utilizdé el medio de cultivo Plate Count

Agar de Difco™. Los platos se incubaron a 35°C + 1°C por 48 h + 2h.

3.7.2. Recuento de coliformes

Para el recuento de coliformes se utilizé el medio de cultivo Violet Red Bile Agar
de Difco™. Los platos se incubaron a 35°C + 1°C por 24 h + 2h. Las colonias
caracteristicas de coliformes fueron confirmadas transfiriéndolas al caldo BGLB 2%
(Brilliant Green Lactose Bile) e incubadas a 35°C por 24 y 48 horas para la produccion

de gas.
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3.7.3. Recuento de hongos y levaduras
Para el recuento de hongos se utiliz6 el medio de cultivo Potato Dextrose Agar
de Oxoid y para las levaduras se utilizé Malt Agar de BBL™. Se incubaron a 25° C por

5 dias.

3.8. Analisis sensorial

Se realizé una prueba triangulo para evaluar el sabor de la mezcla hecha con
dos variedades de calabaza Cucurbita moschata: Soler y Taina dorada. A cada
panelista se le entregaron tres muestras de la mezcla horneada en forma de bizcocho,
de las cuales, dos muestras eran idénticas y una era diferente. El panelista debia
identificar cual de las tres muestras era la diferente, qué grado de diferencia encontraba
(leve, moderada o gran diferencia), cual era la caracteristica mas importante en la que

encontré diferencia y cual producto le parecia mas aceptable (Apéndice X).

3.9. Analisis estadistico

Andlisis de varianza (ANOVA) vy regresion lineal simple fueron usados para
determinar diferencias significativas entre muestras, lotes y dias, con un nivel de

significancia de 5% utilizando Minitab 15.1.20.0, 2007.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Analisis fisicoquimico

4.1.1. Analisis de pH

El pH de la mezcla sin la adicién de acido ascorbico presentdé un pH promedio de
5.93. Este valor hace que el producto sea considerado uno poco acido, por lo cual, se
hace necesario convertirlo en un alimento acidificado. Al adicionar el acido ascorbico se
acidificé el producto logrando un pH inferior a 4.6. El objetivo de esta acidificacion es
asegurar que en el alimento no ocurra crecimiento de bacterias patdégenas o produccion
de sus toxinas, especialmente Clostridium botulinum [20, 33].

Para el dia O el pH promedio de la mezcla fue de 4.57 para los lotes 1y 2, y de
4.56 para el lote 3. Se tomaron lecturas de cada lote a las 24 horas manteniéndose los
valores en promedio iguales, esto mismo ocurrié durante el dia 7 de muestreo lo que
indica que los ingredientes en el producto alcanzaron un pH final en equilibrio <4.6.
Durante los siguientes dias de almacenamiento se observa una tendencia a la
disminucién de los valores de pH, como se aprecia en Figura 10. El pH de la mezcla al
ultimo dia de almacenamiento oscilé entre 4.11 y 4.14. Esta disminucion del pH se
debe en parte a la acumulacién de desechos metabdlicos que se producen cuando los
microorganismos utilizan los nutrientes presentes en el alimento como carbohidratos,
lipidos y proteinas. Ademas, la flora nativa de la calabaza incluye bacterias
acidolacticas, las cuales por las condiciones acidicas del producto pueden proliferar y
disminuir significativamente el pH [1, 53]. La misma tendencia en los valores fue

encontrada por Gliemmo et al [54] en purés de calabaza con pH no ajustado y ajustado
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a 5.0, donde el pH disminuy6é a 4.32 después de algunos dias de almacenamiento

como una consecuencia del crecimiento de bacterias acidolacticas.

pH de la mezcla durante almacenamiento a 4°C
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Figura 10. pH de la mezcla durante almacenamiento a 4°C

Al realizar el analisis estadistico no se observan diferencias significativas entre
las muestras de un mismo lote (p= 0.20), pero si existen diferencias significativas entre
lotes y dias (p< 0.05.). Es de esperar que esto ocurra entre los dias de almacenamiento
por la razon que se explicd anteriormente. En cuanto a los lotes, estas diferencias
pueden deberse a los valores de pH que pueda tener la calabaza, el cual oscila entre
4.80 a 5.20 segun la literatura [33]. Estudios preliminares mostraron un pH de 5.0 a 5.2.
Aunque las calabazas utilizadas en el procesamiento de las mezclas son de una misma
cosecha, pueden existir diferencias en el valor de pH y el contenido de solidos solubles.

Ademas, los procesos de calor afectan el pH de la calabaza. Sistrunk y Cash [55], en
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un estudio con calabazas escaldadas, reportaron que las calabazas que no fueron
escaldadas y las escaldadas por 3 minutos tuvieron un pH mas bajo que aquellas
escaldadas por mas tiempo. Escalada, de et al [1] reportd un pH de 5.77 después de
escaldar la calabaza por 8 minutos. La calabaza luego de escaldado presenté un pH
entre 6.0 a 6.2. Gliemmo et al, reportd que el puré de calabaza presentd un pH de 6.10
y un contenido de sdlidos solubles de 10.5 [17]. Estas diferencias pueden afectar el pH
de la mezcla, aunque éste haya sido ajustado, ya que limita el crecimiento de algunas
bacterias que durante el almacenamiento pueden cambiar el pH de la mezcla.
Considerando el hecho de que los factores que afectan son dias y lotes junto
con sus interacciones, se cre6 una regresién matematica para esas variables con un
analisis de varianza, el cual reflej6 que los lotes y la interaccion dia y lote no son
significativos en comparacién con los dias y el valor de p es >0.05 (Apéndice B). Por
lo tanto, las diferencias que existen en los valores de pH entre los lotes no afectan el
producto, es solo a través del tiempo de almacenamiento que la mezcla se ve afectada.
En el almacenamiento a temperatura de 7°C se observa la misma tendencia a la
disminucion de los valores de pH que a 4°C, como se muestra en la Figura 11. Segun
el analisis estadistico no existen diferencias significativas en cuanto a la temperatura de
almacenamiento (p= 0.078), por tanto, ésta no influye en los valores de pH de la mezcla

(Apéndice C).
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Figura 11. pH de la mezcla a temperaturas de 4°Cy 7°C

4.1.2. Analisis de la actividad de agua

32

Los alimentos de alta humedad tienen un rango de a, de 0.90 a 0.999 y

generalmente contienen un 50% (p/p) de agua [33]. A estos valores, los alimentos son

muy sensibles al crecimiento microbiano, esto es porque la actividad de agua mide el

agua libre, disponible para ser utilizada por los microorganismos y para que se puedan

llevar a cabo las reacciones bioquimicas relacionadas al deterioro.

La mezcla presenté una actividad de agua (aw) el dia 0 de 0.9780, 0.9789 y

0.9732 en lotes 1, 2 y 3 respectivamente. Debido a este valor, el producto se considera

de alta humedad. En la Figura 12 se observa que los valores de a,, disminuyeron si se

compara el primer y el ultimo dia de muestreo, sin embargo, la reduccion de estos

valores no es tan marcada por lo que el alimento sigue conservando un valor alto de

ay. Para el dia 84, los valores aun caen en el rango de alimentos de alta humedad,
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como también, por encima del minimo requerido para el crecimiento de bacterias que
causan deterioro (aw= 0.90) [33]. Las variaciones que se presentan a través del tiempo
de almacenamiento pueden relacionarse con la humedad relativa del ambiente, la cual
estuvo en un rango de 60% a 90% durante el tiempo de muestreo, y esto puede reflejar
que el alimento gane o pierda humedad hasta encontrar el equilibrio con el ambiente en

donde se encuentra [33].

a,, de mezcla durante el almacenamiento a 4°C
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Figura 12. Actividad de agua (ay) de la mezcla durante almacenamiento a 4°C

Existen muchas razones para explicar esta tendencia de disminucion. El agua
interactua con ingredientes del producto como el almidon en la harina de trigo y el
azucar, y estos tienen la capacidad de absorber agua disminuyendo la presion de
vapor Yy reduciéndose el ay; generalmente estas interacciones son por enlaces polares
[56]. Igualmente, la actividad de agua del alimento también se ve influenciada por las

distintas reacciones quimicas que ocurren y la utilizacion del agua libre por los
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microorganismos. Por otro lado es importante recalcar que a partir del dia 42 se
presentd separacion de fases observandose agua en la superficie de la mezcla,
indicando un efecto de sinéresis; esto también influye en la disminucion del a, y en el
deterioro de la calidad del producto. La goma usada como estabilizante ejerce una
buena funcién en cuanto a la prevencion de la sinéresis, sin embargo, en algunos
casos se usa la combinacidn de gomas para mejorar la estabilidad del producto.

El analisis estadistico reflejé diferencias significativas entre muestras, lotes y
dias y sus interacciones (p< 0.05), pero al realizar una analisis de regresion y su
respectivo ANOVA (Apéndice D) para estos parametros no se observan diferencias
significativas (p> 0.05), por lo tanto, se puede decir que aunque la actividad de agua
disminuye a través del tiempo de almacenamiento, la variacion es minima y no afecta el
producto.

La temperatura de almacenamiento tampoco influy6 en la actividad de agua del
producto ya que no se reflejaron diferencias significativas segun el analisis estadistico
(p= 0.654) (Apéndice E). Al comparar las temperaturas de almacenamiento, como se
aprecia en la Figura 13, se observa que los valores de a, a 7°C son muy similares a
los de 4°C para los dias 0, 7 y 14, mientras que para el dia 21 son mas altos y para el
dia 28 son mas bajos. Esta divergencia también puede ser debida a diferencias en la
humedad relativa del ambiente. En general, las variaciones de los valores de a, en

ambas temperaturas a través del tiempo son minimas y tienden a disminuir.
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a, de la mezcla a temperaturas de 4°C y7°C
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Figura 13. Actividad de agua (a) de la mezcla a temperaturas de 4°Cy 7°C

4.1.3. Analisis del potencial 6xido reduccion (Eh)

El potencial 6xido reduccion es un factor determinante en la presencia de
microorganismos aerobios 0 anaerobios. Valores positivos favorecen el crecimiento de
microorganismos aerobios, mientras que los valores negativos favorecen a los
anaerobios [33].

Los valores de Eh en el dia O fueron en promedio de 146.2 mV. Este valor
positivo refleja que el producto brinda un ambiente oxidado permitiendo el crecimiento
de aerobios. Al pasar el tiempo de almacenamiento se observa una tendencia a la
disminucion de los valores de Eh, como lo muestra la Figura 14. A partir del dia 42 los
valores de Eh tienden a estabilizarse y estan cercanos a los 100 mV. Durante el
crecimiento microbiano, el potencial redox del ambiente decrece debido al consumo del

oxigeno por la flora microbiana y la formacion de compuestos reductores en el
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ambiente [57]. Aunque los valores de Eh disminuyen, siguen siendo positivos
favoreciendo el crecimiento de aerobios o anaerobios facultativos.

La disminucion del potencial redox en la mezcla también puede deberse a la
presencia del acido ascoérbico en el producto el cual reduce el oxigeno presente en la
camara de aire del empaque, como también a la oxidacion del sorbato de potasio y de
los carotenoides. Esto fue observado por Gliemmo et al [17] en puré de calabaza

empacado en polietileno .

Potencial 6xido-reduccion (Eh) de mezcla durante
almacenamiento a 4°C
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Figura 14. Potencial 6xido reduccion de la mezcla durante almacenamiento a 4°C

El analisis estadistico refleja que no existen diferencias significativas en las
muestras de un mismo lote (p= 0.055), en cambio para los dias y lotes el valor de p es
<0.05, por lo que hay diferencias significativas. En adicion también se observé que hay
un efecto en los lotes con un leve incremento en los valores de Eh cuando pasamos del

lote 1 al 3, sin embargo la diferencia es minima. Esto se apreci6 numéricamente al
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realizar una ecuacion de regresion lineal general de los dias y lotes con su interaccion,
donde no hubo diferencias significativas en los lotes (p= 0.872) y en sus interacciones
(Apéndice F), por tanto podemos decir que el Eh solo se ve afectado al transcurrir los
dias de almacenamiento.

En cuanto a la temperatura de almacenamiento, si existen diferencias
significativas entre las diferentes temperaturas (p < 0.05) (Apéndice G) por lo que ésta
tiene un efecto en la mezcla. Esto puede ser como consecuencia de la mayor rapidez
con que se presentan las reacciones de deterioro del producto (mencionadas
anteriormente) y el crecimiento microbiano a 7°C, consumiéndose el oxigeno mas
pronto que a temperatura de 4°C, como se observa en la Figura 15. Si se comparan
los valores se observa que son mas bajos a temperatura de 7°C que a 4°C, pero el

comportamiento es el mismo en ambas temperaturas.
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Figura 15. Potencial 6xido reduccion de la mezcla a temperaturas de 4°C y 7°C
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4.1.4. Andlisis del color

El color es uno de los principales atributos relacionados a la calidad y uno de los
gque mas tiene en cuenta el consumidor al momento de seleccionar un alimento. Se
utiliza como un indicador del deterioro bioldgico y/o fisicoquimico del alimento y como
una medida de la calidad [44].

El color en los alimentos esta relacionado por factores externos como el
empaque, el procesamiento, la luz y por factores internos como la presencia de
pigmentos naturales en el alimento. De todos los ingredientes de la mezcla, el color
esta dado por el puré de calabaza. En la calabaza, el color es dado por la presencia de
los pigmentos carotenoides proporcionandoles colores entre amarillos y anaranjados.
La estabilidad del color es influenciada en el producto por la degradacion de estos
pigmentos y la accion del acido ascorbico como antioxidante.

Durante el almacenamiento los parametros de color L, a, b, Hue y Chroma en la
mezcla disminuyeron significativamente (p< 0.05). La mezcla llegé a ser mas oscura,
perdiendo color amarillo y rojo. Estos mismos resultados fueron observados por
Gliemmo et al, [17] en purés de calabaza a medida que incrementaba el tiempo de
almacenamiento. Segun Gliemmo et al, durante la elaboracion y procesamiento del
puré de calabaza se mejora la biodisponibilidad del B-caroteno ya que se rompe la
estructura celular de la planta, lo que hace que el pigmento esté mas expuesto a las
reacciones de degradacion, lo que conlleva a una disminucion del color del alimento

durante el almacenamiento.
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4.1.41. Analisis para el parametro L

El oscurecimiento de la mezcla esta representado con los valores del parametro
L. Los valores promedios encontrados para el dia O corresponden a 67.71, 68.57 y
68.67 para los lotes 1, 2 y 3 respectivamente, y a través del tiempo se observd una
disminucién de los valores (Figura 16). Segun Dutta et al [23] esto es debido a la
degradacion de pigmentos que originan compuestos que reducen la luminosidad. Por
otro lado, el oscurecimiento de la mezcla puede estar relacionado a reacciones
enzimaticas que originan compuestos marrones, como también a pardeamiento no
enzimatico debido a las reacciones de oxidacion del acido ascérbico [58]. También se
observa que entre lotes, los valores de L son mas altos en el siguiente orden: lote 3,
lote 2 y lote 1. Esto se debe al propio color de la calabaza. Aunque las calabazas son
de la misma cosecha y tienen el mismo tiempo de maduracion, se observaron

diferencias en color, unas mas anaranjadas y mas oscuras que otras.
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Parametro L del Sistema de Color Hunter Lab de la
mezcla durante almacenamiento a 4°C
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Figura 16. Parametro de color L de la mezcla durante almacenamiento a 4°C

Las medidas de L* para los factores dia, muestra y lote fueron significantes
segun el analisis estadistico (p< 0.05), pero al realizar el analisis de regresion y su
respectivo ANOVA no se muestran diferencias significativas entre lotes (p= 0.093) y
muestras (p= 0.346), por lo tanto, la diferencia que pueda existir entre los lotes no
afecta significativamente el producto (Apéndice H), es a través de los dias que el
parametro L se ve afectado.

Igualmente, la temperatura de almacenamiento también influye en los valores de
luminosidad de la muestra. El analisis estadistico para temperatura refleja diferencias
significativas (p <0.05) para parametro L (Apéndice I). Las mezclas almacenadas a
7°C presentaron un oscurecimiento mas rapido que aquellas almacenadas a 4°C, esto
puede observarse en la Figura 17, donde los valores son semejantes entre las dos
temperaturas hasta el dia 14, pero luego disminuyen mucho mas a 7°C y esto es

debido a que a una temperatura mas alta se van a presentar mas rapido los cambios
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que puedan ocurrir en el alimento por las reacciones quimicas y de oxidacion. La
refrigeracion a 4°C o a una temperatura menor retardan la actividad enzimatica y las
reacciones de deterioro que ocasionan cambios en el color, textura y sabor de los
alimentos; a medida que aumenta la temperatura de abuso, mas rapido se presentan
estos cambios [59, 60]. Estas diferencias en el oscurecimiento de la mezcla también

se pudieron apreciar de manera visual.
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Figura 17. Parametro de color L de la mezcla a temperaturas de 4°C y 7°C

4.1.4.2. Analisis para el parametro a
Con respecto al parametro a, en la Figura 18 se puede observar que la
tendencia de los valores no presenta una variacién tan marcada como en el caso de L.
El lote 1 presenta valores mas altos que los lotes 2 y 3, con valores iniciales de 13.86,
10.16 y 10.51 respectivamente y fueron correlacionados con color rojo por ser valores

positivos. Estos valores generalmente se mantuvieron estables durante el tiempo de
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almacenamiento reportandose valores para el ultimo dia de muestreo de 12.90 para el
lote 1, 10.86 para el lote 2 y 10.06 para el lote 3. En la misma grafica se puede apreciar
esta diferencia, y como se menciond anteriormente, la variacion en los colores de las
calabazas utilizadas en cada lote explica este comportamiento. Gliemmo et al [17]
reportd que la adicion de acido ascoérbico a purés de calabaza empaquetados con
polietileno a un pH de 4.0 protegié al color rojo e incrementd la pérdida de color
amarillo, como observado en la mezcla de calabaza. Meléndez-Martinez et al [61]
también reportd que en jugos de naranja almacenados bajo congelacién la
isomerizacién de un grupo 5,6-epoxi en violaxantina para dar luteoxantina produjo un
ligero aumento en el valor de a y un descenso en el valor de b; estos carotenoides
estan presentes en calabazas Cucurbita moschata segun reportado por otros autores
[16, 62]. Es posible que en la mezcla ocurra esta isomerizacion y su subsecuente

efecto en los valores de ay b.
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Parametro a del Sistema de Color Hunter Lab de la
mezcla durante almacenamiento a 4°C
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Figura 18. Parametro de color a de la mezcla durante almacenamiento a 4°C

Los valores del parametro a guardan la misma tendencia durante el tiempo de
almacenamiento en ambas temperaturas (Figura 19), aunque los valores de los lotes 2
y 3 a 7°C son mas altos que a 4°C y solamente para el dia 21 el lote 1 es mas alto a
7°C. Esto indica que a 7°C la mezcla retiene mas el color rojo, lo que pudiera estar

relacionado a la isomerizacion de algunos carotenoides.
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Parametro de color a de la mezcla a temperaturas de
4°Cy7°C
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Figura 19. Parametro de color a de la mezcla a temperaturas de 4°Cy 7°C

4.1.4.3. Analisis para el parametro b

Como el color de la mezcla va de acuerdo a color amarillo, el parametro b se
considera importante para describir la degradacién del color de la mezcla. Los valores
se mantuvieron durante todo el tiempo de almacenamiento entre 30.0 y 50.0, siendo
valores positivos, por lo cual estan asociados al color amarillo. La disminucion en los
valores es moderada, como se observa en la Figura 20. Las mezclas tienden a ser
menos amarillas a través del tiempo. Se observé que el lote 1 presentd los valores mas
altos, lo que indica que las calabazas usadas para su procesamiento fueron mas

amarillas que las utilizadas en los otros lotes.
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Parametro b del Sistema de Color Hunter Lab de
mezcla durante el almacenamiento a 4°C
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Figura 20. Parametro de color b de la mezcla durante almacenamiento a 4°C

El parametro de color b a diferentes temperaturas se observa en la Figura 21
donde se aprecia que practicamente se mantienen los valores muy cerrados en las dos
temperaturas hasta el dia 14. Para el dia 21 a temperatura de 7°C estos son mas bajos
que los encontrados a 4°C, lo que significa que la mezcla tiende a ser menos amarilla;
es posible que la isomerizacion de algunos carotenoides que pudiera ocurrir en la
mezcla a esta temperatura influya en la pérdida de color amarillo y favorezca la

retencion de color rojo.
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Parametro de color b de la mezcla a temperaturas de
4°Cy7°C
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Figura 21. Parametro de color b de la mezcla a temperaturas de 4°C y 7°C

Para los parametros de color a y b no se realiz6 analisis de varianza debido a
que éste asume que los componentes son variables independientes. Estos parametros
no son independientes, ya que dependen de L, por lo tanto es recomendado calcular

Hue y Chroma, que junto con L es posible realizar un ANOVA. [51].

4.1.4.4. Analisis para el parametro Hue
El valor de Hue (h") corresponde a si el objeto en estudio es rojo, anaranjado,
amarillo, verde, azul o violeta. La mezcla de calabaza fue asociada con valores
promedio de h” para el dia 0 de 74.62° para el lote 1, 76.53° para el lote 2 y 74.81°
para el lote 3, los cuales se situan en el primer cuadrante (valores positivos de ay b) y
corresponden a color anaranjado segun el plano de coordenadas cartesianas de color

L, ay b[44, 51]. Los valores de h” disminuyeron a medida que transcurrian los dias (
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Figura 22), pero siempre fueron mas altos en el siguiente orden: lote 2, lote 3,
lote 1, lo que refleja que la mezcla pierde color siguiendo el mismo orden en los lotes.
Existen diferencias significativas entre muestras, dias y lotes (p< 0.05), aunque al
realizar el analisis de regresion lineal general para los factores y sus interacciones se
observo que el efecto de las muestras es despreciable (p= 0.308) y que h" solo se ve
afectado con los dias Yy los lotes, y esto puede deberse a las mismas diferencias
encontradas en el color de las mezclas por lotes (Apéndice J). Los valores de h" para
el ultimo dia de muestreo fueron 72.19°, 72.32° y 72.23° para los lotes 1, 2 y 3
respectivamente. Aun con estos valores la mezcla sigue siendo anaranjada, sin
embargo, segun las coordenadas de color, ésta pierde color amarillo y retiene color

rojo.

Valores de Hue de la mezcla durante almacenamiento
a4°C
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Figura 22. Valores de Hue de la mezcla durante almacenamiento a 4°C
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Itle y Kabelka [63] observaron de manera subjetiva que el color de las calabazas
fue consistente con los valores de Hue. Bajos valores de Hue corresponden a color
naranja y altos valores de Hue a color amarillo, con un promedio en las calabazas
estudiadas de 77.5° correspondientes a color anaranjado. Subjetivamente, las
calabazas utilizadas en esta investigacion correspondian mas a color amarillo-
anaranjado, por tanto, la mezcla va a poseer similares caracteristicas; objetivamente
los valores de Hue encontrados para la mezcla concuerdan ya que estan mas cercanos
a un angulo de 90° (amarillo) que a 0° (rojo).

El comportamiento de Hue a temperaturas de 4°C y 7°C mostré diferencias
significativas segun el analisis estadistico (p <0.05) (Apéndice K), por tanto la
temperatura de almacenamiento si tiene un efecto en el color de la mezcla. En la Figura
23 se puede observar que los valores de hue guardan similitud hasta el dia 14, pero
para el dia 21 ya se observa una marcada diferencia donde los valores a una
temperatura de 7°C son mas bajos que a 4°C por lo que el deterioro de la calidad del

producto a temperatura de abuso se hace mas evidente de una manera mas temprana.
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Figura 23. Valores de Hue de la mezcla a temperaturas de 4°Cy 7°C

4.1.4.5. Analisis para el parametro Chroma

En el caso del parametro Chroma, los valores fueron disminuyendo a través del
tiempo de almacenamiento, como lo muestra la Figura 24. Se observaron diferencias
significativas tanto en muestras como en dias y lotes (Apéndice L). Con el analisis de
regresion lineal, no hay diferencias significativas en los dias (p= 0.402) lo que indica
que Chroma varia altamente con las muestras y los lotes.

Los valores en el dia 0 para lotes 1, 2 y 3 fueron 52.35, 43.61 y 40.11
respectivamente, indicando que existe una alta intensidad en el color de la mezcla la
cual se fue perdiendo al pasar el tiempo terminando las mezclas con valores promedios
de 42.18, 35.77 y 32.96 para lotes 1, 2 y 3 respectivamente. Esto puede estar asociado
a la degradacion de los carotenoides por oxidacién lo cual ayuda a atenuar el color
naranja intenso. Esto mismo fue observado en purés de zanahorias por Talcott y

Howard [64] , quienes reportaron que la disminucién en los valores de Chroma del puré
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estan asociados al descenso del pH, de los compuestos fendlicos y de los carotenoides

totales.

Valores de Chroma de la mezcla durante
almacenamiento a 4°C
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Figura 24. Valores de Chroma de la mezcla durante almacenamiento a 4°C

La Figura 25 muestra los valores de Chroma de la mezcla a las diferentes
temperaturas. A 7°C los valores de Chroma aumentaron para el dia 7 en los lotes 2 y 3,
excepto el lote 1. Para el dia 14 se mantienen constantes y luego disminuyen. Si se
comparan con los valores de 4°C se observa que son mas altos a 7°C excepto por el
lote 1. Esto indica que la mezcla tiene una mayor intensidad en su color a temperatura
de 7°C y puede deberse a las reacciones de pardeamiento enzimatico que llevan a
producir pigmentos que oscurecen y hacen mas intenso el color del producto. Se
observaron diferencias significativas en la temperatura para el parametro Chroma (p <
0.05), por tanto ésta si tiene un efecto en la mezcla durante el almacenamiento

(Apéndice M).
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Figura 25. Valores de Chroma de la mezcla a temperaturas de 4°Cy 7°C

4.1.5. Anadlisis de carotenoides

El contenido de carotenoides totales de las calabazas crudas utilizadas para el
procesamiento de la mezcla fue en promedio 62.40 ug/g. Estos valores se encuentran
en término medio dentro de los valores reportados por otros autores. Itle y Kabelka[63]
reportaron valores en diferentes variedades de C. moschata de 1.1 yg/g a 42.3 pg/g en
calabazas cultivadas en Florida, USA. Hidaka et al, reportaron valores de 23.40 ug/g en
C. moschata de Japon [16]. Pandey et al, reportaron valores de 23.4 pg/g a 148.5 pg/g
en C. moschata de la India [11]. Shi et al, reportaron 148.8 ug/g de carotenoides totales
extraidos con etanol [65]. Segun de Carvalho et al, [66] (en prensa), dos cultivares de
C. moschata de Brasil presentan valores de 234.21 ug/g y 404.98 ug/g, y son similares

a los encontrados por otros autores quienes reportan, segun citado por de Carvalho,



52

valores de 100.50 a 365.40 pg/g, y corresponden a variedades de C. moschata del
noreste y sur de Brasil [67]. Estos valores de carotenoides son mas altos que los
reportados por otros autores. Pueden existir diferencias cualitativas y cuantitativas de
carotenoides aun dentro de la misma especie y variedad debido a la influencia de los
factores en el ambiente en el que crecen las calabazas como los nutrientes, el suelo, el
clima, la cantidad de luz solar, la temperatura, la etapa de maduracion y la poscosecha
[18, 19, 62, 68, 69]. Por otro lado, durante el almacenamiento poscosecha la biosintesis
de los carotenoides continua produciéndose un incremento del 3-caroteno, por lo cual a
medida que la calabaza es mas madura, mayor sera su contenido de [3-caroteno [70].
Todo lo anterior explica el hecho que los valores encontrados de carotenoides totales

en calabazas difieran segun regiones.

Tabla 2. Contenido de carotenoides totales (ng/g) en calabaza cruda, puré de
calabaza y mezclas del dia 0

Calabaza Mezcla
Lote Puré
cruda Dia 0
1 63.38 72.26 64.72
2 61.71 73.25 62.87
3 62.12 72.84 62.32

Al comparar el contenido de carotenoides en la calabaza cruda con los del puré
(Tabla 2) en los diferentes lotes se puede observar un aumento en los valores, lo que
indica que el procesamiento de la calabaza mediante coccidén produjo un incremento en

el contenido de carotenoides. Estos mismos resultados fueron reportados por Azizah et
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al, [71] donde el contenido de [B-caroteno y licopeno de la calabaza aumentaron
después de coccion a 100°C por un tiempo de 2, 4 y 6 minutos; observandose un
mayor incremento a 4 minutos (4.2 veces mas). Segun MacDougall [72], el escaldado y
los tratamientos de calor moderados cerca de los 100°C por un corto tiempo pueden
incrementar el contenido de carotenoides, esto es como consecuencia de una mejor
extraccién debido a disrupcion celular, pérdida de humedad e inactivacion de las
enzimas que oxidan el caroteno. Mientras que tratamientos de calor muy severos, a
temperaturas mas altas, conlleva a la degradacion de carotenoides por procesos de
isomerizacién. La calabaza fue sometida en este estudio a proceso de coccion a 100°C
por 15 minutos. Segun Chandler y Schwartz [73], citado de MacDougall [72] el
contenido de B-caroteno en tiras de batata aumentd un 4% después de escaldado en
agua a 100°C, y segun Thompson et al, [74] citado de MacDougall [72] el contenido de
licopeno en tomate no cambi6é después de cocinado a 100°C por 16 minutos. Segun
Rodriguez-Amaya [75] los carotenoides en la naturaleza pueden encontrarse en forma
cristalina o disueltos en gotas de aceites o en complejos con proteinas, y protegidos
por la estructura celular. Una vez que éstos son sometidos al calor, se produce la
desnaturalizacion de las proteinas y el rompimiento de la célula, liberandose al alimento
y favoreciendo su biodisponibilidad. Ademas, se debe tener en cuenta que la
naturaleza hidrofobica de los pigmentos carotenoides no permite que éstos se filtren
tan facilmente en el agua durante la coccién.

Los valores en la mezcla para el dia O fueron 64.72 ug/g en el lote 1, 62.87 ug/g

en el lote 2 y 62.32 pg/g en el lote 3. Estos valores son mas bajos comparados con los
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del puré (Tabla 2), sin embargo hay que tener en cuenta que la mezcla posee otros
ingredientes, lo que hace que la concentracion de carotenoides sea mas baja.

Durante el periodo de almacenamiento se observé una disminucion del
contenido de carotenoides en la mezcla, como lo muestra la Figura 26. Esta
disminucién fue gradual hasta el dia 63, donde se observan valores de 52.76 ug/g,
51.21 pg/g y 49.80 pg/g en lotes 1, 2 y 3 respectivamente. Para el dia 70 se observa un
descenso bien marcado a 42.69 pg/g en el lote 1, 41.09 pg/g en el lote 2 y 42.44 ug/g
en el lote 3, y estos se mantuvieron hasta el ultimo dia de muestreo. No se
presentaron diferencias significativas entre muestras (p= 0.364) pero si entre lotes y
dias (p< 0.05) segun el analisis de varianza (Apéndice N). Estas diferencias que
existen entre lotes radican en la utilizacion de diferentes calabazas, que, aunque son
de la misma cosecha, su contenido de carotenoides varia de un fruto a otro. En cuanto
a los dias, las variaciones en los resultados demuestran que los carotenoides sufren
procesos de degradacion en la mezcla a través del tiempo de almacenamiento. La
acidificaciéon de la mezcla juega un papel crucial en ello. Los carotenoides sufren
reacciones de isomerizacion debido a la presencia de acidos en el alimento,
especialmente los epoxicarotenoides [21]. Generalmente el pH neutral hace que los
carotenos sean mas estables [55].

Teniendo en cuenta los valores encontrados en el dia 0 podemos decir que la
mezcla presenta un buen contenido de carotenoides y que a pesar de la disminucion en

la concentracion, para el dia 84 los valores siguen siendo buenos.
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Concentracion de carotenoides en la mezcla durante
almacenamiento a 4°C
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Figura 26. Concentracidon de carotenoides en la mezcla durante almacenamiento
a4°C

Como se ha mencionado, los procesos de isomerizacion y oxidacion de los
carotenoides durante el procesamiento y almacenamiento de los alimentos conllevan a
pérdidas del color y de su actividad como provitamina A; ademas, hay produccion de
compuestos volatiles que cambian el sabor en algunos alimentos. Los carotenoides
frans son mas estables y mas comunes en los alimentos, mientras que los carotenoides
cis son formados durante el procesamiento de estos. Las reacciones de oxidacion
dependen de la presencia de oxigeno, luz, enzimas, metales, co-oxidacion con lipidos,
antioxidantes y los pro-oxidantes [68, 69]. De estos procesos de isomerizacidén y
oxidacion se forman epoxicarotenoides, apocarotenoides e hidroxicarotenoides, los
cuales son compuestos con cadena de carbono corta, y éstos a su vez se transforman

en compuestos de bajo peso molecular sin ningun tipo de actividad biolégica [68, 75].
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En relacion al color, el efecto de la oxidacion e isomerizacion de los carotenoides
causa en la mezcla una decoloracion, por lo que también se observo la disminucidon de
los valores de L, Hue y Chroma. Es importante tener en cuenta que las bandejas
estaban almacenadas de forma tal que una quedaba encima de otra, esto se aprecia
en la Figura 8. Las bandejas que se encontraban en la parte de abajo tienden a sufrir
menos degradacion de carotenoides por efecto de la luz, como también pueden
conservar una temperatura un poco mas fria que aquellas que tienen su parte superior
expuesta al aire.

Diversos autores han estudiado la relacion que existe entre la concentracion y el
contenido de carotenoides con el color de la calabaza. Murkovic et al [76] estudi6 el
contenido de carotenoides en diferentes variedades de calabazas y reportd que la
visualizacion del color correlaciona muy bien con el contenido de carotenoides. Las
variedades con alto contenido de carotenos mostraron un color anaranjado y aquellas
con alto contenido de luteina y bajo en caroteno mostraron un color amarillo brillante.
Itle y Kabelka [63], en las observaciones subjetivas de colores que hicieron a las
calabazas C. moschata encontraron que aquellas con color rojo-anaranjado tenian
concentraciones de carotenoides de 42.3 ug/g y aquellas con color amarillo-anaranjado
opaco tenian 26.8 pg/g, por lo que sus observaciones de color concuerdan con la
concentracion.

El acido ascérbico, como antioxidante, ejerce un efecto estabilizante en los
carotenoides, pero esto es dependiente del pH y del tipo de material de empaque.

Segun Gliemmo et al [17] a pH 4.0 en polietileno, la degradacién del acido ascérbico en
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puré de calabaza es mas alta que a pH 5.0 alcanzando niveles residuales, lo que
conlleva a que actue como un pro-oxidante en vez de un antioxidante. En este caso, la
degradacion de los carotenoides toma lugar. Ademas, es probable que exista una
competencia por el oxigeno entre las reacciones de oxidacion del acido ascorbico y de
los carotenoides produciéndose una disminucion en el color.

Los carotenoides son influenciados por la temperatura de almacenamiento. A
bajas temperaturas se disminuye la descomposicién de los carotenoides, mientras que
al aumentar la temperatura de almacenamiento, las formas trans de los carotenoides,
especialmente a-caroteno, (B-caroteno y luteina, disminuyen [21, 68]. Segun Shi et al,
[65] un incremento en la temperatura resulta en un incremento en la isomerizacion de
compuestos biolégicamente activos especialmente el [-caroteno. EI analisis de
varianza para efecto de la temperatura de almacenamiento mostré que existen
diferencias significativas entre ambas temperaturas (p <0.05) (Apéndice O). En la
Figura 27 se puede observar que el comportamiento de la concentraciéon de
carotenoides a través del tiempo es el mismo en ambas temperaturas, con una
tendencia a la disminucion, pero con la diferencia que a 7°C la concentracion cae mas

rapido que a 4°C en el mismo tiempo.
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Concentracion de carotenoides en la mezcla a
temperaturas de 4°Cy 7°C
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Figura 27. Concentracion de carotenoides de la mezcla a temperaturas de 4°C y
7°C

Aunque en este estudio no se identificaron los carotenoides presentes en la
mezcla, se citan aqui los carotenoides encontrados en variedades de Cucurbita
moschata reportados por algunos autores: a-caroteno, [-caroteno, {-caroteno,
violaxantina, luteina, zeaxantina, B-criptoxantina, taraxantina, luteoxantina, auroxantina,
neoxantina, licopeno [13, 15, 16, 62, 76]. No todos los carotenoides tienen actividad
provitamina A; entre los que la tienen estan: a-caroteno, B-caroteno, y-caroteno y B-

criptoxantina [68].

4.1.6. Analisis proximal

La
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Tabla 3 muestra la composicion proximal de la mezcla en base seca, con
excepcion de la humedad.

Tabla 3. Composicion proximal de la mezcla

Componentes Porcentaje (%)
Humedad 58.57 + 0.49
Proteinas 2.68 £0.20
Grasas 6.47 £ 1.35
Cenizas 0.76 £ 0..06
Carbohidratos 29.88 £ 1.36
Fibra 1.64 £ 0.21

Como se habia mencionado anteriormente, el 58.57% de la mezcla es agua, por
tanto es considerado un producto de alta humedad (>50%). La calabaza cocida tiene
un 93.69% de agua [77], para lo cual hay que considerar que la mezcla tiene otros
ingredientes que van a cambiar el porcentaje del contenido de agua y del resto de
macronutrientes evaluados en analisis proximal.

Las grasas contenidas en la mezcla corresponden al 6.47%. El aporte de lipidos
a la mezcla esta dado por la margarina y el huevo. En la calabaza cocida, las grasas
encontradas son de 0.07% [77], el cual se considera un valor bajo.

La mezcla tiene un 2.68% de proteinas, y la calabaza cocida, 0.72% [77]. Este
valor es mas alto por el aporte de proteinas de los demas ingredientes, en especial, el
huevo.

Las cenizas se refieren a los residuos inorganicos que quedan luego de la
ignicion de la materia organica [51]. Son importantes porque representan el contenido

total de minerales presentes en el alimento. La mezcla tiene un 0.76% de cenizas. La
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pulpa de calabaza cruda (C. moschata) tiene un 0.4% de cenizas [25] y la calabaza
cocida (Cucurbita spp) 0.62% [77].

El contenido de carbohidratos para la mezcla es de 29.88% y para la calabaza
cocida es de 4.9% [77]. Ingredientes como la harina de trigo y el azucar hacen un gran
aporte de carbohidratos a la mezcla.

La fibra total encontrada en la mezcla corresponde a un 1.64%. La calabaza
cocida presenta un 1.1% de fibra total [77]. El aporte de fibra en su mayor parte lo

brinda la harina de trigo.

4.2. Analisis microbiologico

4.2.1. Analisis del recuento de aerobios totales

La carga bacteriana inicial promedio para la mezcla en todos los lotes fue de
2.50 Log UFC/g, lo que indica que las mezclas tienen una calidad higiénica adecuada.
El incremento en el numero de microorganismos fue observado hasta el dia 28
alcanzando los 4.06 Log UFC/g en el lote 1, 4.02 Log UFC/g en el lote 2 y 4.10 Log
UFC/g en el lote 3.

El analisis de varianza reflej6 que existen diferencias significativas entre
muestras, dias y lotes (p< 0.05) (Apéndice Q). Es de esperar que esto ocurra en los
dias debido a que el numero de bacterias aumenta con el tiempo de almacenamiento.
En cuanto a los lotes y muestras, la diferencia puede radicar en la carga microbiana
que pueden llevar al producto los distintos ingredientes y su disposicién en la mezcla.
No se pudo realizar analisis de regresién debido al comportamiento fluctuante de los

valores.
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La Figura 28 muestra la curva de crecimiento de las bacterias aerdbicas en la
mezcla para los tres lotes. La fase Lag o exponencial concuerda con una leve
disminucién de los valores de pH, y a medida que las bacterias entraban a la fase
estacionaria, el decline del pH fue mayor. Las condiciones de pH del medio no
favorecen el crecimiento de la mayoria de bacterias, pero si de aquellas que toleren
condiciones acidicas, como el caso de las bacterias acidolacticas (BAL), las cuales son
flora endogena de la calabaza [53]. Segun Jay [33], cuando las bacterias se encuentran
en su pH optimo hay un incremento en la fase Lag. La flora propia de la calabaza
también es parte de la mezcla al adicionar el puré, aunque, el numero de
microorganismos incorporados son menores por el tratamiento de coccion de ésta
antes de procesar la mezcla. Sin embargo, si las bacterias acidolacticas estan
presentes en el producto pueden generar antagonismo para otras bacterias por varios
factores como, produccion de acido lactico, produccion de antibioticos y bacteriocinas,

produccion de peroxido de hidrégeno, disminucion del pH y de los nutrientes [33].
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Recuento de aerobios totales de la mezcla durante
almacenamiento a 4°C
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Figura 28. Recuento de aerobios totales en mezcla durante almacenamiento a 4°C

El efecto del sorbato de potasio también juega un papel crucial en inhibir el
crecimiento de bacterias. Segun Gliemmo et al [54], la adicion de sorbato de potasio al
puré de calabaza inhibié la poblacion de aerobios, hongos y levaduras en
aproximadamente 4 ciclos Log después de 12 dias de almacenamiento a 25°C
comparado con el puré sin sorbato de potasio. Esto no se observd en las bacterias
acidolacticas, las cuales son mas resistentes a la accidn del preservativo,
especialmente a pH de 4.5 [33].

Gutiérrez-Lépez et al [53] en su estudio realizado con calabaza minimamente
procesada y envuelta en una pelicula de almidon de yuca que contenia sorbato de
potasio y con pH acidificado, reportaron que la flora aerobia mesofilica decrecio 2 ciclos
Log, mientras que los hongos y levaduras y las bacterias acidolacticas aumentaron
significativamente después del almacenamiento. Esto confirma la resistencia que tienen

las BAL frente al preservativo.
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Aunque los recuentos fueron mas altos en el dia 29, el numero alcanzado no
representa condiciones de mala calidad sanitaria en el producto, ademas no se hallaron
condiciones de deterioro a esa fecha. Segun Gram et al [78], el deterioro de alimentos
por microorganismos esta relacionado a crecimientos con recuentos entre 10" a 10°
UFC/g. A partir del dia 42 se presento deterioro fisico visible manifestado por agua en
la superficie de la mezcla. No hubo presencia de malos olores en la mezcla durante
todo el tiempo de almacenamiento (84 dias).

La temperatura de almacenamiento es uno de los parametros mas importantes
que afecta el deterioro de alimentos perecederos. Es bien conocido que el abuso de
temperatura favorece el crecimiento microbiano en los alimentos. Algunos
microorganismos no crecen bien en alimentos refrigerados debido a sus caracteristicas
mesofilicas, pero pueden mantenerse viables en el alimento y si la temperatura
aumenta pueden llegar a proliferarse [20]. Otros son de naturaleza sicrotréfica los
cuales crecen bien a temperaturas de refrigeracion y pueden causar deterioro a 5°C-
7°C, donde los mas comunmente encontrados en la mayoria de alimentos son de los
géneros Pseudomonas 'y Enterococcus [33].

La Figura 29 muestra el crecimiento de microorganismos aerobios a
temperaturas de almacenamiento de 4°C y 7°C. En ella se puede observar que hay un
gran incremento en la carga microbiana a 7°C, alcanzando los 7 Log UFC/g. El analisis
de varianza reflejo diferencias significativas (p< 0.05) (Apéndice R) entre ambas
temperaturas, por tanto el almacenamiento del producto en condiciones de

refrigeracién a 4°C o por debajo es crucial para evitar el desarrollo de microorganismos.
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Recuento de aerobios totales en la mezcla a
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Figura 29. Recuento de aerobios totales en la mezcla a temperaturas de 4°Cy 7°C

Sampedro et al [79] estudio el largo de vida de una bebida hecha de jugo de
naranja y leche almacenada a temperaturas de 8-10°C y observaron un incremento de
4 a 6 Log UFC/mL en el conteo de bacterias, hongos y levaduras en muestras no
tratadas y de 6 Log UFC/mL en muestras tratadas con pulso eléctrico y con tratamiento
térmico a las 4 semanas de almacenamiento. Carlin et al [80] estudi6é la formacion de
esporas en purés de vegetales cocidos, pasteurizados y refrigerados y reportaron que
la estabilidad de los purés de vegetales era fuertemente afectada cuando se
incrementaba la temperatura de almacenamiento. El crecimiento de bacterias fue mas
rapido en purés almacenados a 10°C que a 4°C y los conteos de aerobios totales >5
Log UFC/g se alcanzaron en pocos dias cuando se almacenaron los purés a
temperaturas superiores a 4°C. Aunque estos estudios tienen procesos diferentes

comparados con los realizados en esta investigacion, se obtienen iguales resultados en
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el crecimiento de microorganismos incrementando su numero cuando el producto se

almacena a temperaturas mayores a 4°C.

4.2.2. Anadlisis del recuento de coliformes

El recuento de coliformes en el dia 0 y durante los demas dias de
almacenamiento en todos los lotes fue <10 UFC/g, es decir, no se detectaron
coliformes en ninguno de los lotes. Es posible que el numero de coliformes presentes
en el producto sea muy bajo y no puede ser detectado. Esto es un buen indice de la

calidad microbiolégica del producto en cuanto a las practicas sanitarias se refiere.

4.2.3. Analisis del recuento de hongos

Los hongos son microorganismos que pueden crecer en alimentos con muy bajo
pH, hasta por debajo de 3.5 y con un minimo de a, de 0.80. Aunque los hongos son
microorganismos asociados a deterioro produciendo en los alimentos malos olores,
malos sabores y decoloracion, su presencia en alimentos es de cuidado debido a la
produccion de toxinas por algunas especies [33, 81, 82]. Las condiciones que tiene el
producto en sus caracteristicas fisicoquimicas lo hacen muy susceptible al deterioro por
hongos, no obstante, el sorbato de potasio tiene la finalidad de limitar este crecimiento.

El recuento de hongos para los dias 0 y 7 en todos los lotes fue <1 Log UFC/g,
como lo muestra la Tabla 4. A partir del dia 14 los valores aumentaron levemente, y
para el dia 49 se alcanzaron los maximos valores: 1.48, 1.45y 1.39 Log UFC/g en lotes
1, 2 y 3 respectivamente, aun asi los recuentos no alcanzan 2 Log UFC/g. Para el

ultimo dia de almacenamiento el recuento en todos los lotes fue 0 Log UFC/g. Similares
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resultados fueron encontrados por de Escalada et al, [1] donde el crecimiento de
hongos y levaduras en cilindros de calabaza C. moschata fueron <10 UFC/g después
del dia 7 de almacenamiento y el maximo encontrado fue de 100 UFC/g (2 Log UFC/Q)
y se observo después del dia 45 de almacenamiento. Brekke y Tonaki [30] estudiaron
puré de guayaba almacenado a 7°C por 2 meses, con un pH de 3.2 y conteniendo
sorbato de potasio, y reportaron que el crecimiento de hongos fue visto ocasionalmente
y con una baja frecuencia (<1%).

Del analisis estadistico (Apéndice S) se observa que existen diferencias
significativas entre las muestras y los dias (p< 0.05), pero no en los lotes (p= 0.077).
Sin embargo, el efecto que existe entre las muestras es muy pequefio comparado con
el efecto existente entre los dias. Por otra parte, no es posible hacer una regresion
lineal debido a que el comportamiento del recuento de hongos varia mucho a través del

tiempo de almacenamiento.
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Tabla 4. Recuento promedio de hongos (Log UFC/g) durante almacenamiento a

4°C
Log UFC/g
Dias
Lote 1 Lote 2 Lote 3
0 0.50 0.00 0.50
7 0.00 0.50 0.00
14 1.15 0.65 1.00
21 1.15 1.30 1.15
28 1.39 1.48 1.45
35 1.39 1.39 1.24
42 1.39 1.15 0.50
49 1.48 1.45 1.39
56 1.24 1.15 1.24
63 0.00 0.50 0.00
70 0.00 0.00 0.00
77 0.50 0.00 0.00
84 0.00 0.00 0.00

El bajo numero de hongos en el producto puede deberse a un antagonismo
causado por las bacterias acidolacticas las cuales pueden inhibir el crecimiento de
hongos [83]. Este bajo recuento, asi como la estabilidad de los valores ayudan a
alargar la vida util del producto, y a su vez, son un indicio de la funcion del agente
preservativo y de la buena calidad sanitaria del producto. Durante el tiempo de
almacenamiento no se observaron en el producto hongos que pudieran ser visibles y
que fueran causa de deterioro.

A temperatura de almacenamiento de 7°C se observo un leve incremento en el
recuento de hongos comparandolos con los de 4°C, como se muestra en |la Tabla 5.
Aun cuando existen diferencias significativas entre las dos temperaturas (p< 0.05)

(Apéndice T) indicando que ésta influye en el crecimiento de hongos, los recuentos
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no alcanzan los 2 Log UFC/g, por lo que siguen siendo bajos en el producto. No
obstante, es importante tener en cuenta que la carga inicial de hongos en el producto
no es significativa para producir deterioros en el mismo, pero si ésta fuera mayor, se
pudieran alcanzar recuentos causantes de deterioro, por lo que es importante mantener
el producto bajo temperaturas de refrigeracion durante el almacenamiento que pudieran

inhibir cualquier crecimiento de microorganismos.

Tabla 5. Recuento promedio de hongos (Log UFC/g) durante almacenamiento a

7°C
Log UFC/g
Dias Lote 1 Lote 2 Lote 3
0 0.33 0.00 0.33
7 0.33 0.33 0.50
14 0.83 1.00 0.83
21 1.33 1.20 1.23
28 1.54 1.52 1.54

4.2.4. Analisis del recuento de levaduras

Las levaduras son microorganismos un poco mas exigentes que los hongos, ya
que crecen a un rango de pH menos amplio que ellos y con un minimo de aw de 0.88.
Para el dia O los lotes tuvieron en promedio recuentos de levaduras de 1.52 Log UFC/g.
Es probable que esta carga se deba a la presencia de levaduras en ingredientes como
la harina de trigo la cual puede contener una amplia variedad de levaduras y de esta
manera ser un vehiculo para que entren al producto [81]. Al transcurrir los dias estos
valores aumentan, siendo los conteos mas representativos aquellos entre los dias 14 y

49, donde son >2 Log UFC/g (Figura 30). Se observan diferencias significativas segun
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el analisis estadistico para los dias y lotes (p< 0.05), no siendo asi entre las muestras
(p= 0.162). Aunque exista una significancia entre los lotes, esa variacion no es tan
marcada comparada con los dias, (Apéndice U) por tanto es a través de los dias que

el producto se ve mas afectado en el crecimiento de las levaduras.

Recuento de levaduras de la mezcla durante
almacenamiento a 4°C

3.50 ~
3.00 -

2.50 +

2.00
1.50

—o— | ote 1
—li—Lote 2
Lote 3

Log UFC/g

1.00 -
0.50 -

0.00 T T T T T T T T T T T T 1
0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84

Tiempo (dias)

Figura 30. Recuento de levaduras en la mezcla durante almacenamiento a 4°C

La tendencia al aumento en el numero de levaduras también fue observada por
Gliemmo et al en puré de calabaza preservado por tecnologias de barrera donde la
poblacién de hongos y levaduras alcanzaron los 10° a 10’ UFC/g [54]. Brekke y Tonaki
observaron en el puré de guayaba que durante el almacenamiento los microorganismos
mayormente encontrados fueron levaduras, y que las sefiales de deterioro fueron
aparentes en el puré cuando éstas alcanzaron concentraciones de 10° a 10® UFC/ml,
lo que corresponde aproximadamente a 5 Log UFC/g [30]. Aunque en la mezcla los

valores no fueron tan altos, existe una carga apreciable de levaduras en el alimento
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especialmente para el dia 28, por tanto no se descarta el hecho que las levaduras
tengan un efecto en su deterioro.

También se debe tener en cuenta que la carga bacteriana alcanzada es mayor
con respecto a la carga de levaduras encontradas al mismo tiempo de
almacenamiento, esto puede deberse a que a temperaturas bajas de almacenamiento,
las levaduras también compiten con las bacterias mesofilicas y sicrotroficas, pero el
tiempo de generacion de las levaduras es mas lento, aproximadamente 1 hora,
comparado con la rapida multiplicacion de las bacterias [84].

Las condiciones de pH y a, del producto son favorables para el desarrollo de
levaduras, sin embargo, el que los recuentos no hayan alcanzado valores tan altos
como 5 Log UFC/g confirma que el sorbato de potasio ejercié un buen efecto sobre las
levaduras. Guynot et al [85], estudid el efecto de tres preservativos en productos de
panaderia, y los resultados mostraron que el sorbato de potasio fue el mas efectivo en
inhibir el crecimiento de hongos y levaduras a un pH de 4.5 y un a,, de 0.90. También
observo que en algunos casos la menor actividad del sorbato de potasio frente a
algunos hongos y levaduras puede deberse a su interaccién con ingredientes del
alimento como proteinas y lipidos resultando en la disminucién de sus valores y por
consiguiente, de su accion preservativa. Igualmente Gliemmo et al [54] reporté que los
bajos niveles restantes del preservativo productos de su degradacion por oxidacion
permiten el crecimiento de levaduras resistentes.

La temperatura de almacenamiento también influye en el sobre crecimiento de
levaduras como puede observarse en la Figura 31. Los recuentos a 7°C son mayores

que a 4°C en todos los muestreos alcanzando para el dia 28 los 6.02, 5.95 y 6.00 Log
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UFC/g para lotes 1, 2 y 3 respectivamente. Estas son cifras que producen deterioro del

producto como se mencion6 anteriormente.

Recuento de levaduras en la mezcla durante
almacenamiento a 4°Cy 7°C
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Figura 31. Recuento de levaduras en la mezcla a temperaturas de 4°C y 7°C

Existen diferencias significativas entre las temperaturas de almacenamiento (p<
0.05) (Apéndice V), por tanto se debe tener en cuenta que si el producto es sometido
bajo abuso de temperatura, las condiciones del mismo como pH, y a,, favorecen el
crecimiento en abundancia de levaduras causando pérdida de la calidad por deterioro

microbioldgico.

4.3. Analisis sensorial

El analisis estadistico para el analisis sensorial realizado a la mezcla horneada
de la dos variedades de C. moschata mostré que existen diferencias significativas entre

ellas en cuanto a sabor. De los 36 panelistas que participaron en el sensorial, 24 (73%)
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pudieron identificar la muestra diferente, y de ellos, 14 (58%) encontraron una
diferencia leve y 10 (42%) una diferencia moderada. La caracteristica mas importante
en la que se observo diferencia fue el caracter dulce. Con respecto a la aceptabilidad
del producto, de los 24 panelistas que acertaron, 12 (50%) prefirieron la variedad soler
y 12 (50%) la variedad taina dorada. Esta aceptacion es buena para el producto porque

puede usarse cualquiera de las dos variedades en el desarrollo del mismo.
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5. CONCLUSIONES

Las propiedades fisicoquimicas de la mezcla variaron significativamente a través
de los dias de almacenamiento, generalmente con una tendencia a la disminucion
de los valores.

El pH de la mezcla disminuyé debido al producto del metabolismo de los
nutrientes del alimento al ser utilizados por los microorganismos. Es muy probable
que existan bacterias acidolacticas en el producto y como consecuencia de su
crecimiento, se acidifique mas el medio bajando el pH.

La actividad de agua disminuyé como consecuencia de la interaccion del agua
libre con los otros ingredientes de la mezcla como el almidon y el azucar que tienen
la capacidad de absorber agua, ademas, de su utilizacion por microorganismos vy
del efecto de sinéresis en el producto; aun con esta disminucién, el producto es
considerado uno de alta humedad por tener un a,, superior a 0.95.

El potencial oxido reducciéon (Eh) disminuyd debido a la utilizacion del oxigeno
por los microorganismos y a su consumo en las reacciones de oxidacion de
sustancias como el acido ascorbico, sorbato de potasio y carotenoides. El Eh aun
cuando disminuye sigue con valores positivos permitiendo el crecimiento de
microorganismos aerobios y anaerobios facultativos.

Los parametros de color L, a, b, Hue y Chroma disminuyeron significativamente,
por lo que la mezcla llegé a ser mas oscura, perdiendo color rojo y amarillo. Los
valores de Hue, tanto para el primer y ultimo dia de almacenamiento, corresponden

a color anaranjado, siendo menos anaranjado a medida que transcurren los dias.
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Igualmente los valores de Chroma reflejan pérdida de la intensidad del color. La
pérdida de color del producto esta asociada a la degradacion de los pigmentos
carotenoides.

El procesamiento de la calabaza mediante coccidén produjo un incremento en el
contenido de carotenoides. Los valores fueron mas bajos en la calabaza cruda que
en la cocida. El contenido de carotenoides de la mezcla al dia 0 disminuyd con
respecto al puré de calabaza (calabaza cocida), por tanto el proceso de acidificacion
de la mezcla influye en la isomerizaciéon de los carotenoides. El contenido de
carotenoides de la mezcla durante el tiempo de almacenamiento disminuyo
considerablemente como consecuencia de diversos factores que influyen en su
degradacion como la luz, el oxigeno, la acidez y la temperatura.

Microbiolégicamente el producto no alcanzé recuentos mayores a 5 Log UFC/g,
los cuales estan relacionados a deterioros. La carga maxima de microorganismos
fue de 4.07 Log UFC/g para aerobios totales y 2.92 Log UFC/g para levaduras al dia
28 de almacenamiento, y de 1.48 Log UFC/g para hongos al dia 49. No se
detectaron coliformes en ninguna muestra. Es probable que existan bacterias
acidolacticas en la mezcla por formar ésta parte de la flora enddégena de la
calabaza. La mezcla no presenté crecimiento visible de hongos durante todo el
tiempo de almacenamiento (84 dias).

El producto present6 deterioro fisico visible al dia 42 manifestado por efecto de
sinéresis, observandose agua en la superficie de la mezcla. No se detecté mal olor
en ninguna muestra analizada durante todo el tiempo de almacenamiento y

muestreo.
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La vida util del producto puede ser asegurada a 4°C hasta el dia 35.

El abuso de temperatura mostro la misma tendencia en los parametros
fisicoquimicos y microbiolégicos en el producto, sin embargo, las condiciones de
deterioro y crecimiento microbiolégico se presentan con mayor rapidez, por tanto,
éste tiene un gran efecto en el producto acortando su vida util.

El analisis sensorial refleja que existen diferencias significativas en cuanto al
sabor entre las variedades de Cucurbita moschata Soler y Taina dorada, sin
embargo, la preferencia de los panelistas participantes hacia cada variedad es del

50% por lo que puede utilizarse cualquier variedad.
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6. RECOMENDACIONES

Realizar pruebas de sabor al producto durante el almacenamiento para detectar

si hay cambio de sabor debido a la acidez.

Determinar la presencia de bacterias acidolacticas en el producto para

establecer si éstas son las causantes del deterioro.

Experimentar otro empaque que pudiera reducir la degradacién de los pigmentos
carotenoides y la pérdida de color en el producto, ya sea, por proteccion de la
luz, por reduccién del oxigeno de la camara de aire del empaque o utilizando un

material que tenga baja permeabilidad al oxigeno.

Determinar Vitamina A en el producto.
Experimentar posibles combinaciones de gomas que pudieran mejorar la

estabilidad de la mezcla en cuanto al proceso de sinéresis.

Considerar la congelacién como meétodo alternativo para alargar la vida util del
producto, ya que las reacciones quimicas y metabdlicas ocurren a una velocidad
mas lenta y en consecuencia, el producto retendra su calidad por mas tiempo.

Analizar la materia prima utilizada para identificar posibles fuentes de
contaminacién microbiana; en especial el caso de la harina de trigo, con el fin de

controlar y/o reducir la contaminacion con levaduras en el producto.
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Apéndice A: Calendario de la abundancia del Departamento de
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Apéndice B: Analisis de varianza (ANOVA) para pH

pH vs. Muestra, Dia, Lote

Factor Tipo Niwveles Valores

Muestra fijo 2 1, 2
Dia fijo 13 1, 8, 15, 22, 29, 36, 43, 50, 57, 64, 71, 78, 85
Lotes fijo 3 1, 2, 3

Andlisis de wvarianza para pH

Fuente GL SC sec. 35C ajust. MC ajust. F P
Muestra 1 0.000312 0.000312 0.000312 1.66 0.200
Dia 12 7.563054 7.563054 0.630254 3351.81 0.000
Lotes 2 0.032541 0.032541 0.016271 86.53 0.000
Muestra*Dia 12 0.003727 0.003727 0.000311 1.65 0.083
Muestra*Lotes 2 0.000956 0.000956 0.000478 2.54 0.082
Dia*Lotes 24 0.025526 0.025526 0.001064 5.66 0.000
Muestra*Dia*Lotes 24 0.007755 0.007755 0.000323 1.72 0.027
Error 156 0.029333 0.029333 0.000188

Total 233 7.663204

Analisis de regresion: pH vs. D, L, DL, MDL

La ecuacidn de regresidn es
rH = 4.64 - 0.00664 D - 0.0151 L - 0.000003 DL + 0.000021 MDL

Predictor Coef Coef. de EE T P VIF
Constante 4,.63950 0.01796 258.36 0.000

D -0.0066431 0.0003567 -18.63 0.000 7.000
L -0.015120 0.008313 -1.82 0.070 3.695
DL -0.0000032 0.0001917 -0.02 0.987 13.069
MDL 0.00002087 0.00006492 0.32 0.748 4,373

5 = 0.0540100 R-cuad. = 91.3% R-cuad. (ajustado) = 91.1%

PRESS = 0.696361 R-cuad. (pred) = 90.91%
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con efecto de

Apéndice C: Anadlisis de varianza para pH
temperatura
pPHvs.T,D
Factor Tipo Niveles Valores
T fijo 2 4, 7
D fijo 5 1, 8, 15, 22, 29
Andalisis de warianza para pH
Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
T 1 0.000569 0.000569 0.000569 1.57 0.212
D 4 0.195653 0.195653 0.048913 134.77 0.000
T*D 4 0.005309 0.005309 0.001327 3.66 0.007
Error 170 0.061700 0.061700 0.000363
Total 179 0.263231
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Apéndice D: Analisis de varianza para actividad de agua

aw vs. Muestra, Dia, Lote

Factor Tipo Niwveles Valores

Muestra fijo 2 1, 2
Dia fijo 13 1, 8, 15, 22, 29, 36, 43, 50, 57, 64, 71, 78, 85
Lote fijo 3 1, 2, 3

Andlisis de varianza para aw

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
Muestra 1 0.0000698 0.0000698 0.0000698 29.82 0.000
Dia 1z 0.0097265 0.0097265 0.0008105 346.23 0.000
Lote 2 0.0012334 0.0012334 0.0006167 263.43 0.000
Muestra*Dia 12z 0.0002467 0.0002467 0.0000206 8.78 0.000
Muestra*Lote 2 0.0001344 0.0001344 0.0000672 28.71 0.000
Dia*Lote 24 0.0011285 0.0011285 0.0000470 20.09 0.000
Muestra*Dia*Lote 24 0.0003334 0.0003334 0.0000139 5.93 0.000
Error 156 0.0003652 0.0003652 0.0000023

Total 233 0.0132380

Analisis de regresion: aw vs. M, D, L, DL, MD, ML, MDL

La ecuacidn de regresidn es
aw = 0.972 + 0.00275 Muestra - 0.000007 Dia + 0.00078 Lote - 0.000068 Dia*Lote
- 0.000073 Muestra*Dia - 0.00091 Muestra* Lote + 0.000013 Muestra*Dia*Lote

Predictor Coef Coef. de EE T P
Constante 0.971513 0.004617 210.44 0.000
Muestra 0.002748 0.002920 0.94 0.348
Dia -0.00000655 0.00009169 -0.07 0.943
Lote 0.000779 0.002137 0.36 0.716
Dia*Lote -0.00006828 0.00004245 -1.61 0.109
Muestra*Dia -0.00007304 0.00005799 -1.26 0.209
Muestra* Lote -0.000907 0.001352 -0.67 0.503
Muestra*Dia*Lote 0.00001296 0.00002685 0.48 0.630

5 = 0.00439095 R-cuad. = 67.1% R-cuad. (ajustado) = 66.1%

PRESS = 0.00460723  R-cuad. (pred) = 65.20%
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Apéndice E: Analisis de varianza para actividad de agua con efecto

de la temperatura

Aw vs. Temperatura, Dia

Factor Tipo Niwveles Valores
T fijo z2 4,7
D fijo 5 1, 8, 15, 22, 29

Andlisis de varianza para aw

Fuente GL SC sec. &C ajust. MC ajust. F P
T 1 0.0000031 0.0000031 0.0000031 0.20 0.654
D 4 0.0024722 0.0024722 0.0006181 39.77 0.000
T*D 4 0.0007975 0.0007975 0.0001994 12.83 0.000
Error 170 0.0026419 0.0026419 0.0000155
Total 179 0.0059148
- 0.976
T,°C
B 0-972 ® 4
Temperatura - 0.968
- 0.964
. _ - 0.960
— —
0.972 - -, e 1
//A .- 8
0.968 - e Dias 15
rd _‘ -
0.964 - g 22
g 29
0.960 - . .
4 7

Grafica de Interaccion de temperatura y dia para a,,

91



92

Apéndice F: Analisis de varianza para potencial oxido reduccién (Eh)

Eh vs. Muestra, Dia, Lote

Factor Tipo Niveles Valores

Muestra fijo 2 1, 2
Dia fijo 13 1, &8, 15, 22, 29, 36, 43, 50, 57, 64, 71, 78, 85
Lote fijo 3 1, 2, 3

Andlisis de varianza para Eh

Fuente GL SC sec. &C ajust. MC ajust. F P
Muestra 1 2.11 2.11 2.11 3.72 0.055
Dia 12 67963.73 67963.73 5663.64 10011.47 0.000
Lote 2 87.95 §7.95 43.97 77.73 0.000
Muestra*Dia 1z 40.62 40.62 3.39 5.98 0.000
Muestra*Lote 2 0.63 0.63 0.31 0.55 0.576
Dia*Lote 24 923.07 923.07 38.46 67.99 0.000
Muestra*Dia*Lote 24 37.23 37.23 1.55 2.74 0.000
Error 156 88.25 88.25 0.57

Total 233 69143.58

Analisis de regresion: Eh vs. Dia, Lote, Dia*Lote

La ecuacidn de regresidn es
Eh = 140 - 0.616 Dia + 0.19 Lote + 0.0122 Dia*Lote

Predictor Coef Coef. de EE T P VIF
Constante 140.332 2.482 56.54 0.000

Dia -0.61624 0.04930 -12.50 0.000 7.000
Lote 0.186 1.149 0.16 0.872 3.695
Dia*Lote 0.01219 0.02z82 0.53 0.594 9,695

5 = 7.46552 R-cuad. = 81.5% R-cuad. (ajustado) = 81.2%

PRESS = 13269.4  R-cuad. (pred) = 80.81%



1 8 1522293643505764 717885
T S T T T T Y S N T W

140 A
Muestra
—— 1
2
120 Muestra \ . | T
100 4 Dia
— — — — —— 1
—m— s
F 140 15
e ) rll
—4— 36
F120 —g i
—+— 50
‘H >3- 57
— L 100 o4
________ ’ + 71
78
1404 - &
Lote
—— 1
120 A —a— 2
4 3
100
T T T T T
1 2 1 2 3

Grafica de interaccion de los factores para Eh (mV)



94

Apéndice G: Analisis de varianza para potencial oxido reduccién (Eh)

con efecto de la temperatura

Eh vs. Temperatura, Dia

Factor
T
D

Tipo Niwvele
fijo
fijo

S
A
5

Valores
l, 2

1, 8, 15, 22, 29

Andlisis de wvarianza para Eh

Fuente
T

D

T*D
Error
Total

GL
1

4

4
170
179

SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
1924.7 1924.7 1924.7 194.%92 0.000
26334.4 26334.4 6583.6 666.74 0.000
1306.3 1306.3 326.6 33.07 0.000
16738.6 1678.6 9.9
31244.0
1 8 15 22 29
Temperatura
150
=
140 T
130 - - A
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Apéndice H: Analisis de varianza para parametro de color L

Lightness vs. Muestra, Dia, Lote

Factor Tipo Niwveles Valores

Muestra fijo 2 1, 2
Dia fijo 13 1, 8§, 15, 22, 29, 36, 43, 50, 57, 64, 71, 78, 85
Lote fijo 3 1, 2, 3

Andlisis de wvarianza para Lightness

Fuente GL SC sec. SC ajust. HMC ajust. F P
Muestra 1 9.440 9.440 9.440 677.45 0.000
Dia 12 1265.185 1265.185 105.432 7566.43 0.000
Lote 2 187.460 187.460 93.730 6726.64 0.000
Muestra*Dia 12 20.356 20.356 1.696 121.74 0.000
Muestra*Lote 2 9.537 9.537 4,768 342.20 0.000
Dia*Lote 24 67.095 67.095 2.796 200.63 0.000
Muestra*Dia*Lote 24 16.646 16.646 0.694 49.77 0.000
Error 156 2.174 2.174 0.014

Total 233 1577.892

Analisis de regresion: Lightness vs. M, D, L, M*D, M*L, D*L, M*D*L

La ecuacidn de regresidn es
Lightness = 67.5 + 0.537 Muestra - 0.143 Dia + 0.702 Lote + 0.0136 Muestra*Dia
- 0.284 Muestra*Lote + 0.0207 Dia*Lote - 0.00177 Muestra*Dia*Lote

Predictor Coef Coef. de EE T P
Constante 67.5166 0.8984 75.15 0.000
Muestra 0.5369 0.5682 0.95 0.346
Dia -0.14255 0.01784 -7.99 0.000
Lote 0.7021 0.4159 1.69 0.093
Muestra*Dia 0.01360 0.01128 1.21 0.229
Muestra*Lote -0.2841 0.2630 -1.08 0.281
Dia*Lote 0.020748 0.008260 2.51 0.013
Muestra*Dia*Lote -0.001766 0.005224 -0.34 0.736

5 = 0.3854451 R-cuad. = 8§9.5% R-cuad. (ajustado) = 89.2%

PRE3S = 176.828  R-cuad. (pred) = 88.79%
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Apéndice |: Analisis de varianza para parametro de color L con efecto

de la temperatura

L vs. Temperatura, Dia

Factor Tipo Niwveles Valores
Tenp fijo 2 4,17
Dia fijo 5 1, 8, 15, 22, 29

Andlisis de varianza para Lightness

Fuente GL &C sec. 3C ajust. MNC ajust. F P
Tenp 1 443,91 443,91 448.91 467.36 0.000
Dia 4 493.83 493.83 123.46 128.53 0.000
Temp*Dia 4 169.20 169.20 42.30  44.04 0.000
Error 170 163.29 163.29 0.96
Total 179 1275.23
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Apéndice J: Andlisis de varianza para Hue

Hue vs. Muestra, Dia, Lote

Factor Tipo Niwveles Valores

Muestra fijo 2 1, 2
Dia fijo 13 1, 8, 15, 22, 29, 36, 43, 50, 57, 64, 71, 78, 85
Lote fijo 3 1, 2, 3

Andlisis de varianza para Hue

Fuente GL SC sec. &C ajust. MC ajust. F P
Muestra 1 0.3582 0.3582 0.3582 24.88 0.000
Dia 12 251.9563 251.9563 20.9964 1458.66 0.000
Lote 2 182.5328 182.5328 91.2664 6340.46 0.000
Muestra*Dia 12 6.9745 6.9745 0.5812 40.38 0.000
Muestra*Lote 2 0.5243 0.5243 0.2622 15.21 0.000
Dia*Lote 24  34.6093 34.6093 1.4421 100.18 0.000
Muestra*Dia*Lote 24 11.1828 11.1828 0.4659 32.37 0.000
Error 156 2.2455 2.2455 0.0144

Total 233 490.3838

Analisis de regresion: Hue vs. M, D, L, M*D, M“L, D*L, M*D*L

La ecuacidn de regresidn es
Hue = 73.1 + 0.310 Muestra - 1.10 Dia + 0.359 Lote + 0.000083 Muestra*Dia
+ 0.002 Muestra*Lote + 0.0149 Dia*Lote - 0.00254 Muestra*Dia*Lote

Predictor Coef Coef. de EE T P
Constante 73.1324 0.4444 164.56 0.000
Muestra 0.3103 0.3038 1.02 0.308
Dia -1.10176 0.06535 -16.86 0.000
Lote 0.3588 0.1756 2.04 0.042
Muestra*Dia 0.000084 0.004371 0.02 0.985
Muestra*Lote 0.0018 0.1246 0.01 0.989
Dia*Lote 0.0149370 0.0009044 16.52 0.000
Muestra*Dia*Lote -0.002543 0.001339 -1.90 0.059

5 = 0.690436 R-cuad. = 78.0% R-cuad. (ajustado) = 77.4%

PRESS = 115.204 R-cuad. (pred) = 76.51%
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Apéndice K: Analisis de varianza para Hue con efecto de la

temperatura

Hue vs. Temp, Dia

Factor Tipo Niveles Valores

Teup fijo 2 4, 7

Dia fijo 5 1, 8, 15, 22, 29

Andlisis de varianza para Hue

Fuente GL SC sec. SC ajust. MNC ajust. F P
Teup 1 112.955 112.955 112.955 124.92 0.000
Dia 4 215.809 215.809 5£3.952 59.67 0.000
Teup*Dia 4 37.804 37.804 9.451 10.45 0.000
Error 170 153.722 153.722 0.904

Total 179 520.290
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Apéndice L: Analisis de varianza para Chroma

Chroma vs. Muestra, Dia, Lote

Factor Tipo Niwveles Valores

Muestra fijo
Dia fijo
Lote fijo

2 1, 2

13 1, 8, 15, 22, 29, 36, 43, 50, 57, 64, 71, 78, 85

3 1, 2, 3

Andlisis de varianza para Chroma

Fuente

Muestra

Dia

Lote
Muestra*Dia
Muestra*Lote
Dia*Lote
Muestra*Dia*Lote
Error

Total

Analisis de regresion: Chroma vs. Dia, Muestra, ...

GL 5C sec. SC aju
1 0.942 0.
12 1291.810 1291.
2 4000.271 4000.
12 49.975 49,
2 32.393 32.
24 l112.612 112.
24 64.190 64.
156 3.920 3.

233 5556.111

La ecuacidn de regresidn es

Chrome = 50.0 - 0.0326 Dia + 3.55 Muestra - 2.65 Lote - 0.0437 Muestra*Dia
- 1.58 Muestra*Lote - 0.0178 Dia*Lote + 0.0159 Muestra*Dia*Lote

Predictor
Constante

Dia

Muestra

Lote
Muestra*Dia
Muestra*Lote
Dia*Lote
Muestra*Dia*Lote

5 = 1.85918

PRESS = 821.801

Coef Coef. de EE

49,965 1.955
-0.03260 0.038582

3.553 1.236
-2.6454 0.9049
-0.04365 0.02455
-1.5832 0.5723
-0.01777 0.01797
0.01586 0.01137

R-cuad. (pred) = 85.21

st.
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Apéndice M: Analisis de varianza para
temperatura

Chroma vs. Temp, Dia

Factor Tipo Niwveles Valores

Tenp fijo 2 4,7

Dia fijo 5 1, 8, 15, 22, 29

Andlisis de varianza para Chroma

103

Chroma con efecto de la

Fuente GL SC sec. SC ajust. MNC ajust. F P
Tenp 1 71.85 71.85 71.85 4.61 0.033
Dia 4  253.87 253.87 63.47 4.07 0.004
Teup*Dia 4 95.61 95.61 23.90 1.53 0.195
Error 170 2649.71 2649.71 15.59
Total 179 3071.03
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Apéndice N: Analisis de varianza para carotenoides

Carotenoides vs. Muestra, Dia, Lote

Factor Tipo Niwveles Valores
Muestra fijo 2 1, 2
Dia fijo 13 1, 8, 15, 22, 29, 36, 43, 50, 57, 64, 71, 78, 85
Lote fijo 3 1, 2, 3
Andlisis de wvarianza para Carotenoides
Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
Muestra 1 0.22 0.22 0.22 0.83 0.364
Dia 12z 10915.22 10915.22 909.60 3397.11 0.000
Lote 2 181.22 18l.22 90.61 335.41 0.000
Muestra*Dia 12 11.65 11.65 0.97 3.63 0.000
Muestra*Lote 2 0.03 0.03 0.02 0.06 0.940
Dia*Lote 24 108.49 108.49 4,52 16.88 0.000
Muestra*Dia*Lote 24 0.55 0.55 0.02 0.09 1.000
Error 156 41.77 41.77 0.27
Total 233 11259.16
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Apéndice O: Analisis de varianza para carotenoides con efecto de la

temperatura

Carotenoides vs. Temperatura, Dia

Factor
Temperatura £ijo
Dia fijo

Tipo Niveles Valores

2 4, 7
5 1, 8, 15, 22, 29

Andlisis de wvarianza para Carotenoides

Fuente GL SC sec. &SC ajust. MNC ajust. F P
Temperatura 1l 1655.31 1655.31 1655.31 1123.76 0.000
Dia 4 3236.23 3236.23 809.06 549.26 0.000
Temperatura*Dia 4 1073.02 1073.02 268.25 182.11 0.000
Error 170 250.41 250.41 1.47
Total 179 6214.96
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Apéndice P: Curva de calibracién de carotenoides

Absorbancia

0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0.0

Curvade Calibracion de B-caroteno

. A =0.3162C + 0.0081
R?=0.9978
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

Concentraciéon B-caroteno (pg/ml)

2.5
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Apéndice Q: Analisis de varianza para el recuento de aerobios totales

AEROBIOS vs. Muestras, Dias, Lotes

Factor Tipo Niwveles Valores

Muestras fijo 2 1, 2

Dias fijo 1z 1, 8, 15, 22, 29, 36, 43, 57, 64, 71, 73, 85
Lotes fijo 3 1, 2, 3

Andlisis de varianza para AEROBIOS

Fuente GL 5C sec. 35C ajust. MNC ajust. F P
Muestras 1 0.00651 0.00651 0.00651 5.38 0.023
Dias 11 48.81828 43.81828 4.43803 3663.18 0.000
Lotes 2 0.04009 0.04009 0.02005 16.55 0.000
Muestras*Dias 11 0.04925 0.04925 0.00448 3.70 0.000
Muestras*Lotes 2 0.00289 0.00289 0.00144 1.19 0.309
Dias*Lotes 22 0.19477 0.19477 0.00885 7.31 0.000
Muestras*Dias*Lotes 22 0.06184 0.061384 0.00281 2.32 0.004
Error 72 0.08723 0.08723 0.00121
Total 143 49,26086
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Apéndice R: Analisis de varianza para el recuento de aerobios totales

con efecto de la temperatura

Aerobios vs. Temp, Dia

Factor Tipo Niwveles Valores
Tenp fijo 2 4, 7
Dia fijo 5 1, 8, 15, 22, 29

Andlisis de varianza para Aerobios

Fuente GL SC sec. SC ajust. MNC ajust. F P
Tenp 1 27.126 27.126 27.126 14346.38 0.000
Dia 4 123.409 123.409 30.852 16885.67 0.000
Tenp*Dia 4 36.146 36.146 9.037 4945.77 0.000
Error 110 0.201 0.201 0.002
Total 119 186.883
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Apéndice S: Analisis de varianza para el recuento de hongos

Hongos vs. Muestra, Dia, Lote

Factor Tipo Niwveles Valores

Muestra fijo 2 1, 2
Dia fijo 13 1, 8, 15, 22, 29, 36, 43, 50, 57, 64, 71, 758, 85
Lote fijo 3 1, 2, 3

Andlisis de wvarianza para Hongos

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
Muestra 1 311.54 311.54 311.54 14.29 0.000
Dia 12 21040.17 21040.17 1753.35 §80.45 0.000
Lote 2 113.68 113.68 56.84 2.61 0.077
Muestra*Dia 12 1571.79 1571.79 130.98 6.01 0.000
Muestra*Lote 2 341.03 341.03 170.51 7.82 0.001
Dia*Lote 24 1041.88 1041.88 43.41 1.99 0.007
Muestra*Dia*Lote 24 2925.64 2925.64 121.90 5.59 0.000
Error 156 3400.00 3400.00 21.79

Total 233 30745.73
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Apéndice
efecto de la temperatura

Hongos vs. Temperatura, Dia

Factor Tipo Niwveles Valores
Temperatura £ijo 2 4, 7
Dia fijo 5 1, 8, 15, 22, 29

Andlisis de warianza para Hongos

110

T: Analisis de varianza para el recuento de hongos con

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
Temperatura 1 500.0 500.0 500.0 17.23 0.000
Dia 4 19824.4 195824.4 4956.1 170.78 0.000
Temperatura*Dia 4 422.2 422.2 105.6 3.64 0.007
Error 170 4933.3 4933.3 29.0
Total 179 25680.0
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Apéndice U: Analisis de varianza para el recuento de levaduras

Levaduras vs. Muestra, Dia, Lote

Factor Tipo Niwveles Valores

Muestra fijo 2 1, 2
Dia fijo 13 1, 8, 15, 22, 29, 36, 43, 50, 57, 64, 71, 75, 85
Lote fijo 3 1, 2, 3

Andlisis de wvarianza para Levaduras

Fuente GL S5C sec. SC ajust. MNC ajust. F P
Muestra 1 246 246 246 1.97 0.1l62
Dia 12 13675254 13675254 1139604 9132.45 0.000
Lote 2 8926 8926 4463 35.77 0.000
Muestra*Dia 12 3632 3632 303 2.43 0.0086
Muestra*Lote 2 1426 1426 713 5.71 0.004
Dia*Lote 24 37751 37751 1573 12.61 0.000
Muestra*Dia*Lote 24 20697 20697 862 6.91 0.000
Error 156 19467 19467 125
Total 233 13767398
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Apéndice V: Analisis de varianza para recuento de levaduras con
efecto de la temperatura

Levadura, CF

Factor Tipo
Tenp fijo
Dia fijo

U/g vs. Temp, Dia

Niveles Valores
2 1, 2

5 1, 8, 15, 22, 29

Andalisis de warianza para Levadura, CFU/qg

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
Tenp 1 1.73407E+12 1.73407E+12 1.73407E+12 43.11 0.000
Dia 4 6.91081E+12 6.91081E+12 1.72770E+12 42.96 0.000
Error 174 6.99848E+12 6.99848E+12 40221130535
Total 179 1.56434E+13
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Apéndice W: Autorizacion del Comité Institucional para la proteccion
de los seres humanos en la investigacion

UNIVERSIDAD DE PUERTO RICO EN MAYAGUEZ
’ DECANATO DE ASUNTOS ACADEMICOS
COMITE PARA LA PROTECCION DE LOS SERES HUMANOS EN LA
INVESTIGACION
(CPSHIIRB-- 00002053)

10-09-NN-01

23 de febrero de 2010

Norleyn M. Navas Guzman
Estudiante Graduada

Programa CITA

Colegio de Ciencias Agricolas
Universidad de Puerto Rico
Recinto Universitario Mayagiiez

Estimada estudiante:

El presidente del comité revisé su proyecto de tesis: OPTIMIZACION Y DETERMINACION DEL
L4RGO DE VIDA UTIL DE MEZCLA A BASE DE CALABAZA (CURCUBITA MOSCHATA) y
luego de evaluar la documentacion sometida. aprueba gustosamente su mvestigacion. La misma
retine las condiciones para ser tratada como expédita.

La aprobacion de su propuesta de mvestigacion se extiende desde el 23 de febrero del 2010 hasta el
23 de febrero del 2011. Le recuerdo que cualquier modificacion de su proyecto necesitaria pasar por
una nueva revision por parte de este Conuté.

Le deseo mucho éxito en su trabajo de investigacion y quedo a sus drdenes para cualquier pregunta o
clarificacion ulterior que estimase necesana.

Cordialmente.

: }." iy

[
Dr. Brian Muiioz
Presidente CPSHI
UPRM



Apéndice X: Hoja del panelista utilizada en el analisis sensorial

Fecha:

Universidad de Puerto Rico
Recinto Universitario de Mayagiiez
Programa de Ciencia y Tecnologia de Alimentos

Prueba Triangulo y Analisis de diferencias

11 de Marzo 2010

Producto: Horneado de Mezcla a base de Calabaza

NiUmero de panelista

Instrucciones:
Usted recibird 3 muestras para la evaluacion de sabor identificadas con nimeros de tres digitos. Favor mantenerlas
en el orden en el que se le entregaron. Dos de las muestras son idénticas, la otra muestra es diferente. Responda
los 5 puntos siguientes:

1.

* Escriba el numero de cada muestra en los encasillados de la izquierda.
* Pruebe las muestras, tomando agua entre cada prueba.
* Marque con una X la muestra diferente, en el encasillado de la derecha.

Numero de muestra Diferente

Marque con una X el grado de diferencia que encontro.

Diferencia leve () Diferencia moderada ( )  Gran diferencia( )

Indique cual(es) es(son) la(s) caracteristica(s) mas importante(s) en la que usted observa diferencia:

Caracter dulce ()

Acidez ()
Salado ()
Amargo ( )
Otra:

Marque con una X el producto que considera mas aceptable

La muestra diferente () Las muestras iguales ()

Comentarios
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