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Los nuevos hábitos de consumo y la mayor preocupación por una alimentación sana 

y saludable han impulsado el lanzamiento a nivel mundial de las ensaladas de ‘hojas 

jóvenes’, como una combinación de hojas de variedades seleccionadas por su pequeño 

tamaño, de textura tierna, apariencia exótica y que suponen una fuente natural de 

constituyentes beneficiosos para la salud. A pesar de ser considerados productos de alto 

valor añadido, no satisfacen las expectativas del mercado por ser un producto muy 

perecedero y problemático. La investigación descrita en esta tesis tiene como objetivo 

profundizar en el conocimiento de algunas de las causas de falta de calidad de las 

ensaladas de ‘hojas jóvenes’. Entre los factores precosecha analizados por su 

implicación en la vida útil se incluyen la influencia de condiciones de estrés como la 

salinidad en el agua de riego (Capítulo IV) y la influencia del momento del día en la 

que se produce la cosecha (Capítulo V). Entre los factores postcosecha relacionados 

con las causas de deterioro durante la vida útil analizados en estos trabajos se incluyen 

el acondicionamiento de la materia prima, con el estudio de distintos tiempos de demora 

entre la cosecha y el procesado (Capítulo V) así como el estudio del efecto de distintos 

sistemas de pre-enfriamiento de la materia prima antes del procesado (Capítulo VI). 

Además, también se ha prestado especial atención a las condiciones de atmósfera e 

iluminación durante la conservación del producto envasado (Capítulo VII). En estos 

trabajos se han estudiado los mecanismos de acción con una investigación básica 

relacionada con la biología de la hoja mediante el análisis de parámetros relacionados 

con su fisiología, histología, bioquímica y microbiología, así como su efecto en la 

calidad sensorial y nutricional del producto envasado, junto con elementos más 

tecnológicos y de aplicación industrial como la comparación de los sistemas de 

enfriamiento y el estudio de distintas atmósferas modificadas en el envasado. 
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El efecto del estrés salino ha sido analizado en lechuga ‘multi’ dado su potencial 

como modelo para estudios de crecimiento en condiciones controladas (Capítulo IV), 

mientras que la influencia del resto de factores se ha analizado en espinaca ‘baby’ con el 

objetivo de profundizar en el conocimiento de unos de los alimentos más innovadores y 

demandados de la IV Gama (Capítulo V- VII). 

En el Capítulo IV se ha estudiado el cultivo de lechugas ‘multi’ con distintas 

condiciones salinas cultivadas en sistema sin suelo y su influencia en la fisiología y 

calidad del producto. La salinidad produjo cambios estructurales en las hojas que 

pueden estar relacionados con una mayor resistencia física de la hoja, con el incremento 

en concentración de solutos, la elasticidad de la hoja y la compactación de sus tejidos. 

El estrés salino también aumentó el contenido en compuestos fenólicos aunque afectó 

negativamente a la calidad visual de la hoja y al rendimiento. 

En el Capítulo V se ha evaluado en espinaca ‘baby’ la influencia de distintas horas 

del día de recolección así como distintos períodos de retraso hasta el procesado en la 

calidad del producto procesado. En base a los resultados obtenidos, en invierno las hojas 

de espinaca ‘baby’ podrían ser cosechadas en cualquier momento del día sin afectar la 

calidad del producto procesado. Sin embargo, en primavera los resultados obtenidos 

mostraron que a primera hora de la mañana es la mejor hora del día para su recolección. 

La cosecha de primera hora del día presentó un mayor contenido en agua y firmeza y 

mejor calidad visual a lo largo de toda la conservación del producto procesado. Además, 

los resultados mostraron que las hojas de espinaca ‘baby’ pueden tolerar un retraso 

hasta su procesado de al menos 48 horas sin presentar síntomas evidentes de pérdida de 

calidad. 

En el Capítulo VI se evaluó el efecto en espinaca ‘baby’ de distintos sistemas de 

pre-enfriamiento de uso industrial. La etapa de pre-enfriamiento tuvo una mayor 
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influencia en la mejora de la calidad del producto en la cosecha de primavera que en la 

de invierno. Los sistemas de pre-enfriamiento por vacío y por ducha con agua fría 

mejoraron la viveza del color y la hidratación de las hojas, destacando como sistemas 

más eficaces comparados con el enfriamiento en cámara convencional y por aire 

forzado. Sin embargo, el enfriamiento por vacío redujo la calidad visual de las hojas 

debido a un aumento de su fragilidad. 

En el Capítulo VII se ha analizado el efecto de diferentes exposiciones a la luz 

durante la conservación de espinaca ‘baby’ tanto bajo condiciones de atmósfera 

modificada (MAP) como de atmósfera controlada (AC). Los resultados muestran que el 

producto conservado en MAP en oscuridad alcanza en el interior del envase altos 

niveles de CO2, mientras que en luz se alcanzan altos niveles de O2 debido al balance 

entre los procesos fotosintéticos y respiratorios. La exposición a distintas condiciones 

de luz no afectó a ninguno de los parámetros evaluados en el producto procesado 

conservado en AC. Los resultados muestran que los cambios observados se deben 

principalmente al efecto de la atmósfera de conservación y no al efecto directo de la 

exposición a la luz. Altos niveles de O2 promovieron un daño oxidativo de las hojas y el 

crecimiento bacteriano, mientras que altos niveles de CO2 aumentaron el pH de 

producto y ocasionó daños en el tejido, por lo que se recomiendan niveles intermedios 

de O2 y CO2 durante la conservación de brotes de espinaca. 

Los resultados generales obtenidos en esta tesis han permitido profundizar en el 

conocimiento de la fisiología y tecnología postcosecha desde la pre-cosecha a la 

postcosecha, con especial interés en las fases de recolección, acondicionamiento tras la 

recolección y procesado de ‘hojas jóvenes’ para IV Gama. 
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plant, fresh weight per leaf, number of leaves per plant and leaf area respectively. Bars 

with different letters are significantly different (P < 0.05) according to Tukey’s HSD 

test;ns, not significant. 

Figure 2. Changes in leafwater content (A), osmotic potential (B), elasticity (% 

reversible extension per 10 g load) (C) and plasticity (% irreversible extension per 10 g 

load) (D) of lettuce cultivated with 50, 100 and 150 mmol L
−1

 NaCl (S1, S2 and S3 

respectively) compared with control plants (Ct). Bars are mean±standard error of three, 

three, ten and ten replicates for water content, osmotic potential, elasticity and plasticity 

respectively. Bars with different letters are significantly different (P < 0.05) according 

to Tukey’s HSD test; ns, not significant. 

Figure 3. Changes in colour saturation (A), chlorophyll a (B), chlorophyll b (C), total 

phenolic compounds (D), total phenolic acids (E) and total flavonols (F) of lettuce 

cultivated with 50, 100 and 150 mmol L
−1

 NaCl (S1, S2 and S3 respectively) compared 

with control plants (Ct). Bars are mean±standard error of 15 replicates for colour 

saturation and three replicates for all other parameters. Bars with different letters are 

significantly different (P < 0.05) according to Tukey’s HSD test. 
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L
−1

 NaCl (S1, S2 and S3 respectively) compared with control plants (Ct). Bars are mean

±standard error of at least 70, 300, 1000 and 20 replicates for leaf thickness, area of 

epidermal cells, area of parenchyma cells and total area occupied by epidermis, 

parenchyma and intercellular spaces respectively. Bars with different letters are 

significantly different (P < 0.05) according to Tukey’s HSD test; ns, not significant. 
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parenchyma; ie, intercellular spaces; cw, cell wall; pm, plasma membrane; c, 

chloroplast. 

Table 1. Changes in area of upper epidermal cell, lower epidermal cell, palisade 

parenchyma cell and spongy parenchyma cell in leaf sections of lettuce cultivated with 

50, 100 and 150 mmol L
−1

 NaCl (treatments S1, S2 and S3 respectively) compared with 

control plants (Ct) 

Table 2. Changes in area occupied by upper epidermis, lower epidermis, palisade 

parenchyma, spongy parenchyma and intercellular spaces in leaf sections of plants 

treated with 50, 100 and 150 mmol L
−1

 NaCl (treatments S1, S2 and S3 respectively) 

compared with control plants (Ct). 

CAPÍTULO V 

Figure 1. Climatic data of radiation, temperature and vapor pressure deficit (VPD) over 

the 24 h period corresponding to harvest day in both experiments. H1, H2 and H3 

corresponded with the time of harvest at 08:30, 13:00 and 17:30 h, respectively. 



 Listado de figuras y tablas 

xx 

 

Figure 2. Relative water content of baby spinach leaves harvested in winter (A) and in 

spring (B) at 8:30 h (H1), 13:00 h (H2) and 17:30 h (H3) with a delay before processing 

of 24 h (DP24) and 48 h (DP48) in winter before processing and 3 h (DP3), 24 h (DP24) 

and 48 h (DP48) in spring before processing and after storage (3 days at 4 
o
C plus 6 
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C). Bars are the mean ± standard deviation of 15 replicates.  

Figure 3. Changes in color saturation (Chroma) of baby spinach harvested in spring at 

8:30 h (H1), 13:00 h (H2) and 17:30 h (H3) with a delay before processing of 3 h 
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o
C 
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Figure 4. Respiration rate of minimally processed baby spinach harvested in spring at 
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o
C. Bars are the mean ± 

standard deviation of 3 packages. 

Figure 5. Changes in visual quality of minimally processed baby spinach harvested in 

spring at 8:30 h (H1), 13:00 h (H2) or 17:30 h (H3), processed with a delay of 3 h 

(DP3), 24 h (DP24) and 48 h (DP48) and stored for 3 days at 4 
o
C plus 6 days at 7 

o
C. 

Bars are the mean ± standard deviation of 5 replicates. Dash line represents the limit of 

marketability.  

Table 1 Climatic variables during the spinach growing cycles including sunshine, 

rainfall, radiation, temperature and crop evapotranspiration (Ec). 

Table 2 Analysis of variance of the changes in relative water content, color, respiration 

rate, head space gas composition, psychrotroph counts, Pseudomonas counts, visual 

quality, texture and damaged leaves of baby spinach harvested in winter and spring as 

affected by harvest time (HT) and delay before processing (DP). 
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Table 3 Psychrotroph and Pseudomonas counts (log CFU g
-1

) of baby spinach 

harvested at 8:30 h (H1), 13:00 h (H2) and 17:30 h (H3) at harvest and after storage. 

Table 4 Psychrotroph and Pseudomonas counts (log CFU g
-1

) of baby spinach at 

harvest and after storage with a delay before processing of 3 h (DP3), 24 h (DP24) and 

48 h (DP48). 

Table 5 Changes in texture and the degree of damage of minimally processed baby 

spinach harvested in spring at 8:30 h (H1), 13:00 h (H2) and 17:30 h (H3). 

Supplementary information 1. Changes in color saturation (Chroma) of baby spinach 

harvested in winter at 8:30 h (H1), 13:00 h (H2) and 17:30 h (H3) with a delay before 

processing of 24 h (DP24) and 48 h (DP48) before processing and after storage (3 d at 4 

o
C plus 6 d at 7 

o
C). Bars are the mean ± standard deviation of 15 replicates. 

Supplementary information 2. Headspace partial pressure of O2 (solid lines) and CO2 

(dash lines) of minimally processed baby spinach harvested at 8:30 h (H1), 13:00 h (H2) 

and 17:30 h (H3) with a delay before processing of 24 h (DP24) and 48 h (DP48) in 

winter (A) and 3h, 24 h (DP24) and 48 h (DP48) in spring (B), and stored for 3 d at 4 
o
C 

plus 6 d at 7 
o
C. Each symbol is the mean ± standard deviation of 3 packages. 

Supplementary information 3. Changes in visual quality of minimally processed baby 

spinach harvested in winter at 8:30 h (H1), 13:00 h (H2) or 17:30 h (H3), processed 

with a delay of 3 h (DP3), 24 h (DP24) and 48 h (DP48) and stored for 3 d at 4 
o
C plus 

6 d at 7 
o
C. Bars are the mean ± standard deviation of 5 replicates. Dash line represents 

the limit of marketability. 

CAPÍTULO VI 
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Figure 1. Changes in leaf water content of minimally processed baby spinach cultivated 

in winter and spring, and evaluated before (white bar) and after cooling by different 

precooling systems. Samples were stored for 3 d at 4 
o
C plus 8 d at 7 

o
C. Bars are the 

mean ± standard deviation of 15 replicates. RC (room cooling), FAC (forced air 

cooling), HC (hydro cooling), VC (vacuum cooling). Ns, not significant; ***, 

significant at p < 0.001. 

Figure 2. Changes in colour saturation (chroma) of minimally processed baby spinach 

cultivated in winter and spring, precooled by different systems and stored for 3 d at 4 
o
C 

plus 8 d at 7 
o
C. Bars are the mean ± standard deviation of 15 replicates. RC (room 

cooling), FAC (forced air cooling), HC (hydro cooling), VC (vacuum cooling). Ns, not 

significant; ***, significant at p < 0.001. 

Figure 3. Headspace partial pressure of O2 (solid lines) and CO2 (dash lines) of 

minimally processed baby spinach cultivated in winter and spring precooled by different 

techniques and stored for 3 d at 4 
o
C and 8 d at 7 

o
C. Each symbol is the mean ± 

standard deviation of 3 packages. RC (room cooling), FAC (forced air cooling), HC 

(hydro cooling), VC (vacuum cooling). Ns, not significant; **, significant at p < 0.01; 

***, significant at p < 0.001. 

Figure 4. Respiration rate of minimally processed baby spinach cultivated in spring, 

precooled by different systems and stored for 11 d at 7 
o
C. Bars are the mean ±standard 

deviation of 3 packages. RC (room cooling), FAC (forced air cooling), HC (hydro 

cooling), VC (vacuum cooling). Bars with different letters are significantly different (p 

< 0.05). 

Figure 5. Images captured by optical microscope of spinach leaves after harvest (A), 

and after precooling by different systems in spring: room cooling (B), forced air cooling 
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(C), hydro cooling (D) and vacuum cooling (E). dc (damaged cell); cc (cell corpse); ic 

(intact cell); c (cytoplasm); cw (cell wall); pm (plasma membrane). Bars: 20 µm. 

Figure 6. Changes in visual quality of minimally processed baby spinach cultivated in 

winter and spring, precooled by different techniques and stored for 3 d at 4 
o
C and 8 d at 

7 
o
C. Bars are the mean ± standard deviation of 5 replicates. RC (room cooling), FAC 

(forced air cooling), HC (hydro cooling), VC (vacuum cooling). Ns, not significant; *, 

significant at p < 0.05; **, significant at p < 0.01; ***, significant at p < 0.001. Dash 

line represents the limit of marketability. 

Figure 7. Changes in damaged leaf value in minimally processed baby spinach 

cultivated in winter and spring, precooled by different techniques and stored for 3 d at 4 

o
C and 8 d at 7 

o
C. Bars are the mean ± standard deviation of 5 replicates. RC (room 

cooling), FAC (forced air cooling), HC (hydro cooling), VC (vacuum cooling). **, 

significant at p < 0.01; ***, significant at p < 0.001. 

Table 1 Temperatures (
o
C) of baby spinach before and after precooling using different 

cooling systems. 

Table 2 Psychrotrophs and Pseudomonas counts (log CFU g
-1

) of minimally processed 

baby spinach precooled by room cooling (RC), forced air cooling (FAC), hydro cooling 

(HC) and vacuum cooling (VC). 

Table 3 Damaged cells of minimally processed baby spinach precooled by room 

cooling (RC), forced air cooling (FAC), hydro cooling (HC) and vacuum cooling (VC), 

evaluated in samples before and just after cooling. 

CAPÍTULO VII 
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Figure 1. Headspace partial pressure of O2 and CO2 of minimally processed baby 

spinach stored for 12 d at 7 
o
C under different light conditions: light (A), photoperiod 

(B) and darkness (C). Each symbol is the mean ± standard deviation of 4 bags. 

Figure 2. Changes in the effective PSII quantum yield (Y(II)) (A), the quantum yield of 

nonregulated energy dissipation Y(NO) (B), and the quantum yield of regulated energy 

dissipation Y(NPQ) (C) of minimally processed baby spinach stored for 10 days at 7 
o
C 

under different light conditions: light, photoperiod and darkness. Baby spinach was 

evaluated at 0 days (white bar) and after 10 days of storage. Bars are the mean ± 

standard deviation of 40 replicates. For the same storage date, bars with different letters 

are significantly different (P < 0.05) according to Kruskal– Wallis test. 

Figure 3. Images captured by optical microscope of cells of baby spinach stored for 10 

days at 7 
o
C under different storage condition: light + air, light + CA (0.5 kPa O2 + 10 

kPa CO2), darkness + air, darkness + CA (0.5 kPa O2 + 10 kPa CO2). Images of intact 

cells (A), damaged cell with a cytoplasmic retraction (B), damaged cell with a visible 

gap between the cell wall and the plasma membrane (C) and cell corpse (D). dc 

(damaged cell); cc (cell corpse); ic (intact cell); c (cytoplasm); cw (cell wall); pm 

(plasma membrane). Bars: 20 µm. 

Figure 4. Changes in the level of damaged cells (A), lipid peroxidation (measured as 

malondialdehyde content) (B) and electrolyte leakage (C) of minimally processed baby 

spinach stored for 10 days at 7 
o
C under different storage conditions: light + air, light + 

CA (0.5 kPa O2 + 10 kPa CO2), darkness + air, darkness + CA (0.5 kPa O2 + 10 kPa 

CO2). Baby spinach was evaluated at 0 days (white bar) and during storage. Bars are the 

mean ± standard deviation of 15, 4 and 6 replicates for damaged cells, lipid 

peroxidation and electrolyte leakage, respectively. 
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Figure 5. Changes in chlorophyll fluorescence parameters of minimally processed baby 

spinach stored for 10 days at 7 
o
C under different storage conditions: light + air, light + 

CA (0.5 kPa O2 + 10 kPa CO2), darkness + air, darkness + CA (0.5 kPa O2 + 10 kPa 

CO2). Images of maximum quantum yield of photosystem II (PSII) (Fv/Fm), effective 

PSII quantum yield (Y(II)), quantum yield of nonregulated energy dissipation Y(NO), 

and quantum yield of regulated energy dissipation Y(NPQ) captured with an Imaging-

PAM M-series system. The false-colour code depicted between the images ranged from 

0 (black) to 1 (purple). 

Table 1. Changes in visual quality and off-odour of minimally processed baby spinach 

stored for 12 d at 7 
o
C under light, photoperiod and darkness. 

Table 2. Statistical significance by the Anova test and Kruskal–Wallis test of leaf 

quality and leaf senesce parameters of baby spinach stored for 10 d at 7 
o
C under 

different storage conditions: light + air, light + CA (0.5 kPa O2 + 10 kPa CO2), darkness 

+ air, darkness + CA (0.5 kPa O2 + 10 kPa CO2). 

Table 3. Changes in maximum quantum yield of photosystem II (PSII) (Fv/Fm), 

effective PSII quantum yield (Y(II)), quantum yield of nonregulated energy dissipation 

Y(NO), quantum yield of regulated energy dissipation Y(NPQ) and chlorophyll a 

content of minimally processed baby spinach stored for 10 days at 7 
o
C under different 

storage condition: light + air, light + CA (0.5 kPa O2 + 10 kPa CO2), darkness + air, 

darkness + CA (0.5 kPa O2 + 10 kPa CO2). 

Table 4. Changes in visual quality, off-odour and Pseudomonas counts of minimally 

processed baby spinach stored for 10 d at 7 
o
C under different storage conditions: light 

+ air, light + CA (0.5 kPa O2 + 10 kPa CO2), darkness + air, darkness + CA (0.5 kPa O2 

+ 10 kPa CO2). 
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1. Productos IV Gama 

El consumo de productos vegetales aporta nutrientes esenciales para el metabolismo 

humano como vitaminas, minerales, fibra y compuesto bioactivos. Su consumo diario 

está estrechamente relacionado con la mejora de la salud gastrointestinal, la visión, la 

prevención de daños vasculares, las enfermedades crónicas como la diabetes y algunos 

tipos de cáncer (Dias, 2013). En las sociedades desarrolladas, la salud es una 

preocupación de primer orden existiendo un interés creciente por la nutrición y los 

hábitos de alimentación saludables. Los cambios en los hábitos de consumo y el ritmo 

de vida acelerado han provocado que los productos mínimamente procesados o de IV 

Gama hayan experimentado un rápido crecimiento dentro del mercado tanto de frutas 

como de hortalizas. Estos productos se caracterizan por recibir tratamientos que 

modifican muy poco su apariencia original, mostrándose frescos en sus características y 

homogéneos en calidad (Wiley, 1994). Las operaciones de procesado a los que se 

someten requieren exclusivamente métodos simples de selección, lavado, deshojado, 

cortado, secado y envasado entre otros, los cuales producen cambios poco perceptibles 

de sus propiedades nutritivas y organolépticas, mientras que facilitan su consumo. Estos 

productos están constituidos por tejidos vivos, y debido a las operaciones de 

preparación manifiestan respuestas fisiológicas más aceleradas que el producto original, 

por lo que presentan una menor vida útil que los productos frescos de los que proceden. 

Por este motivo deben permanecer refrigerados y habitualmente envasados en atmósfera 

modificada (EAM), para evitar su recontaminación y pérdida de sus propiedades 

nutritivas y garantizar una vida útil suficiente para llevar a cabo su distribución (Artés y 

Artés-Hernández, 2003)  

En España, el consumo medio de hortalizas de IV Gama en 2011 se estimó en 3,35 

kg por persona y año, lo que correspondía al 5,5% del consumo total de hortalizas 
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(Cerdeño, 2011). Según los datos correspondientes a los cinco principales operadores 

nacionales obtenidos por el Comité de Fruta y Hortalizas Preparadas de Fepex, el 

volumen fabricado en España de productos de IV Gama en 2013 ascendió a casi 78.000 

t. Del total producido, un 81% se dedicó a la distribución dentro del territorio nacional, 

un 12% a la exportación y el resto se destinó a la restauración, canal al que se dirigen 

gran parte de los operadores de nuestro país (Monje, 2014). En cuanto a los principales 

fabricantes y comercializadoras de productos de IV Gama, el GRUPO FLORETTE 

IBÉRICA es el líder  con un volumen total de ventas de 30.379 t bajo la marca 

FLORETTE (Tabla 1). En segundo lugar se encuentra el grupo VERDIFREH S.L., que 

es interproveedor de Mercadona, con un volumen de venta de 28.700 t bajo las marcas 

VERDIFRESH y MESTURADOS CANARIOS. En tercera posición se encuentra 

PRIMAFLOR S.L. con 11.00 t bajo la marca PRIMAFLOR, seguido por KERNEL 

EXPORT S.L. con 9.000 t con las marcas KERNEL, LUMINOSA y RICA RICA. Los 

datos de 2014 muestran que el principal producto de IV Gama comercializado en 

hipermercados y supermercados lo constituyen las ensaladas listas para su consumo con 

un 60% del total de ventas, frente al 40% que engloba al resto de verduras y frutas. En 

términos económicos, las ventas de productos de IV Gama en distribución en el 

territorio nacional superaron los 323 M€ (Monje, 2014). Esto indica que dentro del 

mercado nacional estos productos ocupan un lugar destacado debido a su alto valor 

añadido y gran calidad, con un crecimiento lento pero firme año tras año.  
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Tabla 1. Principales fabricantes y comercializadoras de IV Gama.  

 Empresa Ubicación Volumen (t) Horeca (%) Principales productos Marcas 

1 GRUPO FLORETTE IBÉRICA Milagro (Navarra) 30.379 21 Ensaladas, hortalizas y 

verduras 

Florette 

2 VERDIFRESH, S.L. (GRUPO) Riba-Roja de Turia 

(Valencia) 
28.700 0 Ensaladas, hortalizas y 

verduras 

Verdifresh, Mesturados 

Canarios 

3 PRIMAFLOR, S.L. Pulpí (Almería) 11.000 25 Ensaladas, hortalizas y 

verduras 

Primaflor 

4 KERNEL EXPORT, S.L. Los alcázares 

(Murcia) 
9.000 50 Ensaladas, hortalizas y 

verduras 

Kernel, Luminosa, 

Rica Rica 

5 TRANSF. DE PATATA DE ÁLAVA, 

S.L. 

Vitoria (Vitoria) 5.000 100 Patata, cebolla, ajo y 

ensaladas 

Natuber, Florette 

6 IBÉRICA DE PATATAS SELECTAS, 

S.L 

Madrid 4.500 97 Patata y cebolla Ibérica de Patatas, El 

Sabor de Mamá 

7 GRUPO CUTTING´S, S.L. Barcelona 4.300 88 Patata, cebolla, ensaladas, 

verdura y fruta 

Cutting´s 

8 VEGETALES LÍNEA VERDE 

NAVARRA, S.L. 

Tudela (Navarra) 4.100 14 Ensaladas, hortalizas y 

verduras 

Dimmidisí 

9 JOPRIMSA, S.L. Hostalric (Girona) 3.200 100 Patata, cebolla, ajo, 

ensaladas y verdura 

Joprimsa 

10 S.A.T. HUERTA DE PERALTA Peralta (Navarra) 3.000 30 Ensaladas, hortalizas y 

verduras 

El Huertico, Huerta 

Peralta 

Fuente: Monje, 2014. 
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2.  ‘Hojas jóvenes’ en IV Gama 

Desde que comenzó hace ya 20 años la producción y comercialización de IV Gama 

en España, la evolución de productos y variedades de materias primas utilizadas ha sido 

permanente. Aún hoy, la innovación sigue siendo un factor fundamental ya que el 

consumidor es más exigente y busca la comodidad de un producto atractivo, fresco, con 

sabor y que además cumpla con los requisitos de máxima calidad (Floristán, 2009). En 

este sentido, en los últimos años se han incorporado los nuevos tipos de ‘hojas jóvenes’ 

para ensaladas también llamadas ‘minihojas’, ‘brotes’, ‘mesclum’ en Francia, ‘spring 

mix’ en EEUU y ‘baby salad leaves’ en Gran Bretaña, como combinación de hojas 

inmaduras de distintas hortalizas de hoja. Las ensaladas de ‘hojas jóvenes’ son uno de 

los productos más prometedores de la IV Gama cuyo consumo se ha incrementado de 

manera exponencial en los últimos años y continuará aumentando siguiendo la 

tendencia de países desarrollados como Estados Unidos (Rijk Zwaan, 2016a). Son 

consideradas productos ‘Premium’ cuyo argumento de venta principal es la excelente 

calidad organoléptica, ya que van destinados a consumidores con gusto por lo exquisito, 

y por su alto valor añadido, bien sea por la de materias primas más frescas, variedades 

de menor tamaño, textura más tierna e incluso por el empleo de algunos ingredientes 

más selectos con la combinación de aromas y sabores más exóticos (Nunhems, 2015; 

Martínez-Sánchez y col., 2012). En este campo, las nuevas variedades de ‘hojas 

jóvenes’ desarrolladas recientemente como hojas de alta calidad para la industria de IV 

Gama incluyen varios tipos de lechugas (Lactuca sativa L.), espinaca (Spinacia 

oleracea L.), canónigo (Valerianella locusta L.), mizuna (Brassica rapa L. subsp. 

japonica.), verdolaga (Portulaca oleracea L.), rocket o rúcula (Eruca sativa Mill., 

Diplotaxis tenuifolia (L.) DC. y Diplotaxis muralis (L.) DC.), acelga (Beta vulgaris 

subsp. cicla L.) y berros (Nasturtium officinale R. Br.) (Gil y col., 2012).  
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Las ‘hojas jóvenes’ engloban tanto a hojas de pequeño tamaño debido a su estado de 

inmadurez (tipo ‘baby’), como a hojas maduras (tipo ‘multi’) que no alcanzan su 

tamaño habitual debido a la densidad de plantación más alta de estas hortalizas. 

Algunos de los beneficios de estas ‘hojas jóvenes’, en comparación con lechugas IV 

Gama procedentes de cabeza entera son: (i) una mayor eficiencia debido a un mayor 

porcentaje de producto utilizable, (ii) procesamiento más fácil y rápido (no necesitan ser 

cortadas), (iii) presentación más atractiva en el envase debido a su estructura 3-D, y (iv)  

mínima oxidación ya que la superficie de corte se reduce a la zona basal del peciolo 

(Martínez-Sánchez y col., 2012). 

Este producto presenta la ventaja de que no necesita un cortado por el pequeño 

tamaño de sus hojas. Tras la recolección sufren un ligero procesado, que consiste en un 

lavado o higienización, secado con la eliminación de humedad, envasado en atmósfera 

modificada y conservación en refrigeración (Nicola y col. 2009). No existe un único 

producto, sino que son los procesadores los que crean sus propias mezclas, combinando 

distintos colores y texturas junto con el alto contenido en constituyentes beneficiosos 

para la salud incluidos los polifenoles, glucosinolatos, carotenoides y vitamina C 

(Martínez-Sánchez y col., 2008a). A pesar de todas estas bondades, la realidad es que no 

satisfacen las expectativas esperadas ya que la calidad no es constante ni homogénea 

por las posibles modificaciones en sus características sensoriales, físico-químicas, 

microbiológicas y/o nutricionales. Las hortalizas de hoja se caracterizan por ser 

productos muy perecederos, con una alta tasa de respiración y pérdida de agua 

(Cantwell y col. 1998; Wang, 2003). La garantía de calidad debe comenzar en el origen 

ya que el procesado de IV Gama no mejora la calidad de las materias primas de partida, 

tan sólo puede mantener dicha calidad durante la vida útil. Sin embargo, es difícil 

conocer las estrategias de intervención que pueden aplicarse para mejorar la calidad de 
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las materias primas y prolongar la vida útil del producto procesado, ya que son muchos 

los factores que intervienen como posibles causas de deterioro, de los que no se dispone 

de suficiente información tanto durante el cultivo como en la recolección, el procesado 

o durante la conservación. Es necesario por tanto profundizar en el conocimiento de 

estos factores precosecha y postcosecha como responsables de la pérdida de calidad de 

la materia prima y del producto procesado a lo largo de su vida útil.  

2.1 Especificaciones de calidad de ‘hojas jóvenes’ para IV Gama 

Las ‘hojas jóvenes’ para IV Gama comparten con el resto de hortalizas de hoja una 

serie de criterios de calidad para su comercialización (UNECE, 2012; Wright, 2004): 

- Textura fresca, tersa, sin deshidratación y marchitamiento. 

- Color típico de la variedad. 

- Ausencia de daños físicos, plagas, enfermedades y fisiopatías. 

Tanto para hojas tipo ‘baby’ como para hojas tipo ‘multi’ se emplean además la 

longitud del peciolo y la longitud total de la hoja (5-12 cm) como buenos indicadores 

del estado de madurez y de la calidad del producto procesado (Gil y col., 2012). La 

Tabla 2 recoge otra serie de especificaciones publicadas para el caso de las hojas tipo 

‘baby’ que incluyen en algunos casos la anchura de la hoja.
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Tabla 2. Índices de madurez para hojas tipo ‘baby’ para IV Gama. 

Tipo de hoja ‘baby’ Longitud de la hoja (cm) Longitud del peciolo(cm) Otros parámetros 

Mínimo Óptimo Máximo Mínimo Máximo 

Batavia verde y roja 5 10 12   Anchura de hoja:          

7-8 cm 

Lollo rossa/bionda    Presencia 6  

Acelga roja 5 10 12 Presencia 35% longitud 

de la hoja 

Anchura de hoja:          

7-8 cm 

Mostaza roja 5  8   Anchura de hoja           

> 7-8 cm 

Rúcula 5 10 12 Presencia 4-5 Anchura de hoja: 4 

cm, anchura de 

peciolo < 3 mm 

Espinaca 5 10 12 Presencia 35% longitud 

de la hoja 

Anchura de hoja           

> 7-8 cm 

Tatsoi 6 8 12 2 4-5 Anchura de peciolo         

< 7-8 cm 

Berro  8 12   Anchura de hoja: 

óptimo 40 mm, 

máximo 60 mm; 

anchura de peciolo: 

óptimo 2,5-3,5, 

máximo 4 mm 

Fuente: Gil y col., 2012. 

2.2 Lechuga ‘multi’ y lechuga ‘baby’ 

La lechuga (Lactuca sativa L.) es una planta anual y autógama perteneciente a la 

familia Compositae. En estado maduro presenta raíz pivotante y hojas dispuestas en 

roseta que en algunos casos se acogollan más tarde. La temperatura óptima de 

germinación oscila entre 18-20 
o
C. Durante la fase de crecimiento del cultivo se 

requieren temperaturas entre 15-20 
o
C por el día y 5-8 

o
C por la noche, pues la lechuga 

exige que hayan diferencias de temperatura entre el día y la noche (MAGRAMA, 

2015a). La lechuga constituye una de las hortalizas de mayor relevancia en IV Gama 

debido a su textura fresca y crujiente, buen aroma y sabor, además de ser una hortaliza 

rica en compuestos fitoquímicos saludables como compuestos fenólicos, vitamina C y 
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carotenoides (Kimura y Rodriguez-Amaya, 2003; Llorach y col., 2008). Las lechugas 

pueden presentar innumerables formas, desde hojas estrechas y suaves, hasta rizadas y 

amplias de los tipos Lollo y Hoja de Roble. Los colores también pueden abarcar un 

amplio abanico de posibilidades, destacando el color rojo avinado de las variedades de 

Lollo Rossa, que contrasta con el verde pálido de las Lollo Bionda, el verde intenso de 

las Romanas, Trocadero y Batavia y el verde rojizo de la Hoja de Roble (Andújar y col., 

2010). En el mercado de las ‘hojas jóvenes’ para IV Gama pueden encontrarse tanto 

lechugas tipo ‘baby’ como tipo ‘multi’ (Fotografía 1). Estas últimas son lechugas que 

se caracterizan por poseer un mayor número de hojas de menor tamaño que las lechugas 

convencionales, y se pueden utilizar tanto para consumo en fresco como para su 

procesado en IV Gama (Vidal, 2011). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

LECHUGAS TIPO ‘MULTI’ 

LECHUGAS TIPO ‘BABY’ 

Hoja de Roble Verde Batavia Roja Lollo Bionda Lollo Rossa 

Hoja de Roble Verde Batavia Roja Lollo Bionda Lollo Rossa 

Fotografía 1. Lechugas tipo ‘multi’ y ‘tipo ‘baby’ (Rijk Zwaan, 2016c). 
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2.3 Espinaca ‘baby’ 

La espinaca es una planta herbácea dioica perteneciente a la familia Chenopodiaceae. 

En estado maduro presenta una raíz pivotante y las hojas dispuestas en roseta alrededor 

de un tallo más o menos ramificado. La temperatura óptima de germinación oscila entre 

16-20 
o
C. Durante la fase de crecimiento del cultivo se requieren temperaturas entre 10-

25 
o
C con un crecimiento nulo por debajo de -5 

o
C (MAGRAMA, 2015b). Las 

espinacas ‘baby’ son hojas verdes, tiernas y de sabor más dulce que la espinaca madura, 

especialmente sabrosas cuando se consumen crudas en ensalada (Fotografía 2). Este 

alimento vegetal es en la dieta una importante fuente de fibra y compuestos bioactivos 

tales como vitamina C, vitamina A y polifenoles (Gil y col., 1999; Pandrangi y Laborde, 

2004; Xie y col., 2013). La quinta parte de la espinaca transformada por la industria 

española se destina a la exportación, siendo sus principales destinos los países del norte 

y centro de Europa, ya que éstos son grandes consumidores de espinacas. El cultivo de 

la espinaca tiene muy buenas expectativas de futuro, especialmente el cultivo para 

industria debido al creciente mercado europeo donde el periodo de producción es mucho 

más reducido. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Espinaca ‘baby’ 

Fotografía 2. Espinaca tipo ‘baby’ (Rijk Zwaan, 2016b). 
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3. Producción y procesado de ‘hojas jóvenes’ para IV Gama 

3.1 Cultivo y recolección 

La siembra de las hojas tipo ‘baby’ se realiza de forma directa en camas elevadas con 

una densidad de plantación de 800 plantas m
-2

. En el caso de las hojas tipo ‘multi’, la 

germinación se lleva a cabo en semilleros y posteriormente se realiza el trasplante en 

mesas elevadas con una densidad de plantación de 30 plantas m
-2

 (Martínez-Sánchez y 

col., 2012). La fecha de recolección de las ‘hojas jóvenes’ se establece en función del 

tamaño de la hoja, fijándose el momento de la cosecha cuando alcanzan un tamaño de 

hoja de 5-12 cm incluido el peciolo. Las hojas tipo ‘baby’ son cultivos de ciclo de 

cultivo cortos que varían de unos 70 días en invierno a unos 40 días en verano, mientras 

que las hojas tipo ‘multi’ suelen presentar ciclos de cultivos más largos hasta alcanzar el 

tamaño adecuado (Vidal, 2011; Martínez-Sánchez y col., 2012). La siembra y 

recolección de hojas tipo ‘baby’ se lleva a cabo de forma totalmente mecanizada y 

algunas empresas están desarrollando el concepto de adaptar esta maquinaria para 

mecanizar el cultivo de hojas tipo ‘multi’. Las hojas deben recolectarse sanas y sin 

defectos, evitando daños mecánicos durante la manipulación para reducir los destríos en 

la planta de procesado. Los productores deben prestar especial atención a los aspectos 

de contaminación microbiana durante el cultivo, recolección y transporte, para que el 

producto llegue con mayor garantía de calidad microbiológica y que se mantenga en el 

producto procesado (Allende y col., 2003). En España se consiguen cultivar ‘hojas 

jóvenes’ a lo largo de todo el año, obteniéndose cosechas de verano en zonas como 

Navarra y Granada, y el resto del año principalmente en Murcia y Almería. 

3.2 Pre-enfriamiento 
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Se denomina pre-enfriamiento al proceso que elimina el calor del campo 

inmediatamente después de la cosecha. La reducción de la temperatura de los productos 

hortícolas tras la cosecha reduce en gran medida la tasa de respiración, extiende la vida 

útil y protege la calidad del producto, al tiempo que reduce las pérdidas de peso por la 

reducción en la tasa de pérdida de agua y deterioro (Brosnan y Sun, 2001; Thompson y 

col., 2008; Kitinoja y Thompson, 2010). Los principales métodos de pre-enfriamiento 

de productos altamente perecederos como las hortalizas de hoja incluyen distintos 

sistemas con multitud de variaciones: (i) enfriamiento en cámara, (ii) enfriamiento por 

aire forzado, (iii) hidro-enfriamiento y (iv) enfriamiento por vacío (Thompson y col., 

2002) (Figura 1). El enfriamiento en cámara (i) consiste en la introducción del producto 

en cámaras de refrigeración en contenedores donde el aire frío de los evaporadores 

circula a través de los mismos y lentamente enfría el producto. En el enfriamiento por 

aire forzado (ii), el aire a presión pasa a través del producto enfriándolo. A diferencia 

del enfriamiento en cámara, el aire pasa a través del contenedor, no alrededor de él, 

gracias a la utilización de unas aperturas dispuestas en los laterales del contenedor en la 

misma dirección que el paso del aire frío. En el hidro-enfriamiento (iii) se pone en 

contacto el producto directamente en agua fría mediante un sistema de ducha o 

inmersión. En un hidro-enfriador tipo ducha, el agua fría es bombeada a un tanque de 

distribución elevado y el agua cae sobre el producto que puede estar dispuesto a granel 

en un transportador, en contenedores o estar ya envasado (Thompson y col., 2002). El 

enfriamiento por vacío (iv) se basa en la evaporación rápida de parte de la humedad del 

producto sometido a vacío, siendo el enfriamiento por evaporación una de las técnicas 

más rápidas (Sun y Zheng, 2006). Al reducir la presión atmosférica alrededor del 

producto disminuye la temperatura de ebullición del agua que contiene, por lo que 

conforme se produce la caída de presión dentro del contenedor, el agua se evapora 
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rápidamente y el producto cede calor. Las ventajas e inconvenientes de cada uno de 

estos métodos de enfriamiento así como sus efectos en la calidad del producto se 

describen el apartado 6.1., dentro de los factores postcosecha que afectan a la calidad 

de ‘hojas jóvenes’ para IV Gama 
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Figura 1. Esquema de los principales sistemas de pre-enfriamiento para hortalizas de hojas para IV Gama. 

Enfriamiento en cámara Enfriamiento por aire forzado 

Hidro-enfriamiento tipo ducha Enfriamiento por vacío 



 Introducción general 

16 

 

3.3 Procesado para IV Gama 

El procesado mínimo de ‘hojas jóvenes’ para IV Gama consiste en un lavado, 

secado, y envasado en atmósfera modificada (Barth, y col., 2004; Cantwell y col., 

1998). El acondicionamiento previo de las materias primas refrigeradas en las 

instalaciones de procesado se lleva a cabo en la denominada zona ‘sucia’  por estar en 

contacto con otros productos que no han sido lavados, mientras que el resto de 

operaciones se llevan a cabo en una zona aséptica denominada zona ‘limpia’ (Figura 2). 

La primera operación en la zona de recepción de las materias primas es el control de 

calidad, el cual es necesario para lograr que se cumplan las especificaciones de calidad 

para cada producto establecidas por cada procesador. Los criterios principales se basan 

en la apariencia del producto, incluyendo frescura general, la ausencia de insectos y 

cuerpos extraños, daños físicos y fisiopatías (Varoquaux y Mazollier, 2002). Para ello se 

lleva a cabo un proceso de descarte de las hojas que no cumplan los criterios de calidad 

de forma manual o en el caso de ‘hojas jóvenes’ mediante la utilización de sistemas de 

visión artificial incorporados en la línea de acondicionamiento del material. El producto 

seleccionado se conduce mediante una cinta transportadora hacia la zona ‘limpia’ donde 

se encuentran los tanques de lavado y aclarado que deben contar con agua de buena 

calidad microbiológica a temperatura entre 1 y 4 
o
C (Artés y Artés-Hernández, 2003). 

Estos procesos son necesarios porque permiten que se elimine la suciedad, se eliminan 

posible cuerpos extraños como insectos y se eliminan los exudados del tejido tras el 

corte, además de enfriar el producto (AFHORLA, 2010). Para que el proceso de lavado 

se realice de forma correcta es necesario el empleo de un higienizante que actúa como 

coadyuvante del proceso, siendo el más común el hipoclorito sódico (30 ppm de cloro 

libre) regulando el pH con ácido cítrico en valores entre 6,5 y 7,5, rango en el que la 

eficacia bactericida del cloro es óptima. El producto lavado pasa al aclarado con duchas 
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de agua para eliminar los restos del higienizante (Gil y col., 2005). Como alternativa al 

uso del hipoclorito sódico se están incorporando nuevas técnicas de desinfección como 

el dióxido de cloro, ozono y ácido peroxiacético, entre otros (Beuchat y col., 1998; 

Brackett, 1999; Sapers, 2003; Allende y col., 2006). Tras pasar por los tanques de 

lavado y aclarado, el producto es sometido a un proceso de secado para eliminar el 

exceso de agua. En la industria existen principalmente dos métodos de secado del 

producto: las centrífugas y los túneles de aire templado (Varoquaux y Mazollier, 2002) 

o de frío polar (Turatti, 2016). Para el secado de ‘hojas jóvenes’ se recomienda la 

utilización de túneles con aspiración del agua remanente ya que suponen un método más 

controlado que conlleva un menor daño físico comparado con la centrifugación 

(FTNON, 2016). Por último el material vegetal pasa a la sala de pesado, mezclado y 

envasado que debe encontrarse refrigerada y que está separada de la zona de lavado. En 

el envasado, el producto pasa a través de un tubo vertical en cuya parte superior tiene 

unos dispositivos o cabezales muy precisos programados para que cuando se alcance el 

peso establecido se abra y caiga el contenido al tubo formador, realizándose el sellado 

del envase (Figura 2). El envasado se lleva acabo utilizando polímeros plásticos de baja 

permeabilidad al vapor de agua para mantener una alta humedad en el interior del 

envase. Además, el envasado evita la contaminación con el exterior y permite generar 

una composición gaseosa adecuada alrededor del producto para ayudar a alargar la vida 

útil (Gil y Tudela, 2003). El envasado suele llevarse a cabo en atmósfera modificada o 

MAP (Modified Atmosphere Packaging), que implica una modificación de la 

composición gaseosa que rodea al producto envasado distinta al aire. Esta modificación  

de la atmósfera se puede producirse de forma pasiva o activa. El envasado en atmósfera 

modificada pasiva se lleva a cabo en aire y la modificación de la atmósfera se produce 

de forma gradual debido a la respiración del propio tejido vegetal y a la permeabilidad 
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de plástico con el intercambio de gases entre la atmósfera interior y exterior a través de 

la película plástica, conllevando la reducción en la concentración de oxígeno (O2) y el 

incremento en la concentración de dióxido de carbono (CO2). Por otro lado, el envasado 

en atmósfera modificada activa implica la inyección de una mezcla precisa de gases en 

el interior del envase antes del sellado para crear una atmósfera inicial distinta del aire 

(Al-Ati y Hotchkiss, 2002). Una vez embolsado el producto procesado, se disponen las 

bolsas en cajas las cuales se paletizan y almacenan en un recinto refrigerado donde se 

almacenan hasta su distribución. 
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Figura 2. Esquema de la línea de procesado para ‘hojas jóvenes’ en IV Gama.  

ZONA  SUCIA ZONA  LIMPIA 

Selección Pre-lavado Lavado Aclarado Secado Envasado 
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4. Causas de pérdida de calidad en ‘hojas jóvenes’ para IV Gama 

La apariencia visual del producto es el primer atributo identificado por el consumidor 

y afecta en gran medida a su decisión de compra (Toivonen y Brummell, 2008). En 

hortalizas de hoja y especialmente en ‘hojas jóvenes’, la pérdida de agua está 

íntimamente relacionada con la pérdida de calidad visual del producto ya que la 

deshidratación confiriere a las hojas un aspecto de marchitez (Cantwell y col., 1998; 

Wang, 2003). La deshidratación de las hojas destaca como la principal causa de pérdida 

postcosecha de este producto, ya que conlleva tanto pérdidas directas por pérdida de 

peso como un deterioro en la calidad visual y textura del producto (Kader, 1992, 

Piagentini y col., 2002). Además, existen otra serie de parámetros que afectan a la 

calidad visual de las hortalizas de hoja como la presencia de heridas, podredumbres o 

decoloraciones. Los defectos físicos puede originarse antes de la cosecha como 

resultado del ataque de insectos, fitopatógenos, agentes químicos y ambientales, o 

después de la cosecha durante la manipulación y procesado del producto. Por otro lado, 

las principales causas de los cambios en el color de las hojas son el amarilleamiento 

debido a la degradación de la clorofila y las oxidaciones debido al pardeamiento 

enzimático en las zonas de corte de las hojas (Kader, 2002; Toivonen y Brummell, 

2008). En esencia, los cambios en la apariencia y textura están fuertemente ligados al 

deterioro del tejido, y como tal se utilizan como medidas de frescura y pérdida de la 

calidad en la industria de IV Gama (Cantwell y Suslow, 2002). La textura o firmeza de 

la hoja viene determinada en gran parte por la anatomía física del tejido como el tamaño 

y la forma celular, el espesor de la pared celular, etc., junto con el estado de turgencia 

de la hoja. En este sentido, los principales factores que afectan a la pérdida de firmeza 

postcosecha son la deshidratación y los cambios osmóticos en la hoja (Shackel y col., 

1991; Toivonen y Brummell, 2008). 



 Introducción general 

21 

 

Otro factor importante de pérdida de calidad de las hojas durante la conservación se 

debe al desarrollo de microorganismos alterantes en el producto envasado. Durante la 

conservación de hortalizas de hojas se produce un crecimiento bacteriano que alcanzado 

un determinado nivel determinados grupos de bacterias alterantes pueden provocar la 

aparición de síntomas claros de deterioro como, producción de malos olores, la pérdida 

de textura y la aparición de  pudriciones blandas (Snowdon, 1990). Dentro de las 

bacterias causantes del deterioro de hortalizas de hoja durante su conservación destacan 

las bacterias del grupo Pseudomonas, y en menor medida bacterias de la familia 

Enterobacteriaceae y bacterias acido lácticas (Heard, 2002). 

Por otro lado, los consumidores prestan especial atención al sabor y al aroma del 

producto envasado listo para el consumo. El sentido del gusto engloba tanto la 

percepción de sabor como del aroma del alimento, y en el caso de hortalizas de hoja está 

principalmente relacionado con su composición en azúcares, ácidos orgánicos y 

compuestos volátiles (de Rovira, 1996; Beaulieu y Baldwin, 2002). Durante la 

conservación del producto envasado pueden ocurrir cambios metabólicos y fisiológicos 

del producto que alteren su composición inicial y promuevan el desarrollo de sabores y 

aromas desagradables.  

La Fotografía 3 muestra algunos ejemplos de síntomas de pérdida de calidad de ‘hojas 

jóvenes’ para IV Gama.  

Pardeamiento del corte Podredumbre Amarilleamiento Deshidratación 

Fotografía 3. Síntomas de pérdida de calidad en ‘hojas jóvenes’ para IV Gama. 
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5. Factores precosecha que afectan a la calidad de ‘hojas jóvenes’ para IV Gama 

5.1 Factores genéticos 

La excelente calidad de la materia prima es la propiedad o característica más 

importante que afecta la calidad y vida útil del producto procesado. Es de vital 

importancia la selección de un material vegetal de alta calidad que tenga un 

comportamiento homogéneo para garantizar la obtención de un producto de calidad 

excelente a lo largo de todo el año (Gil y col., 2013). Para tomar esta decisión se debe 

conocer el potencial de vida útil mediante la evaluación de la calidad de la materia 

prima y la del producto procesado. En el caso de la IV Gama, hasta ahora para aceptar 

una nueva variedad, sólo se tenía en cuenta la producción, desatendiendo otros atributos 

de calidad tan relevantes como la textura o el contenido en constituyentes fitoquímicos, 

los cuales pueden estar relacionados con la fragilidad del tejido, la susceptibilidad a la 

contaminación microbiana y el potencial de pardeamiento (Ruppel y col., 2008) y con la 

defensa frente a estreses ambientales (Hodges y Toivonen, 2008). Por ejemplo, en 

estudios llevados a cabo en 26 cultivares de espinaca mostraron que aquellos con mayor 

contenido en compuestos polifenólicos presentaron mayor resistencia a plagas y 

enfermedades (Howard y col., 2002). 

En cuanto a su resistencia al procesado, el término ‘procesabilidad’ se define como la 

capacidad de las hojas para soportar los procesos de lavado, secado y envasado 

necesarios para la producción de ensaladas listas para el consumo (Clarkson y col. 

2003). Existen varios estudios que muestran que la vida útil y calidad de ‘hojas jóvenes’ 

tras su procesado están relacionadas con algunas características precosecha como son la 

morfología de la hoja (tamaño de la hoja y de sus células) y con su estructura interna 

(resistencia física). Según las investigaciones llevadas a cabo, se considera que una hoja 

tiene mayor procesabilidad si es una hoja robusta, con una combinación de células 
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pequeñas, con una elevada concentración de solutos y paredes celulares fuertes 

(Clarkson y col. 2003; Wagstaff y col., 2010; Zhang y col., 2007). 

5.2 Estado de maduración 

El estado de madurez de la hortalizas de hojas destinadas a IV Gama es un factor 

crítico que afecta tanto a su tolerancia a la manipulación y procesado como a su calidad 

y vida útil tras el procesado (Kader, 2002; Gil y col., 2012). Por ejemplo, en el lechuga 

romana cortada se ha observado que la vida útil se reduce en el caso de estados de 

madurez avanzados debido al mayor desarrollo de pardeamiento en el corte. Sin 

embargo, en estados de madurez más tempranos, al final de la conservación se 

desarrollan mayores niveles de malos aromas aunque la calidad visual no se vea 

afectada (Gil y col., 2012). 

El estado de madurez afecta a la tasa respiratoria del producto envasado siendo 

generalmente más elevada en ‘hojas jóvenes’ incluso cuando se compara con el 

producto cortado (Martínez-Sánchez y col., 2008b; Martínez-Sánchez y col., 2012). Las 

altas tasas respiratorias se relacionan con una mayor actividad metabólica y mayor 

velocidad de deterioro del producto. Además pueden resultar en una pérdida rápida de 

ácidos orgánicos, azúcares y otros constituyentes que determinan la calidad nutricional 

del producto (Cantwell y Suslow, 2002). Sin embargo, estudios llevados a cabo en 

distintas variedades de lechuga muestran que las ‘hojas jóvenes’, aunque presentan 

mayor tasa respiratoria que sus formas maduras cortadas para IV Gama, alcanzan una 

vida útil similar al producto cortado (Martínez-Sánchez y col., 2012). La pérdida de 

calidad del producto cortado se relaciona con la problemática asociada a la etapa de 

corte, en concreto con el pardeamiento y el crecimiento bacteriano; mientras que en las 

‘hojas jóvenes’ se asocia con su rápido deterioro como consecuencia de la pérdida de 

firmeza (Martínez-Sánchez y col., 2012). En cuanto a la composición nutricional, varios 
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estudios muestran que el contenido en compuestos bioactivos como minerales y 

compuestos antioxidantes es similar o incluso superior en variedades de ‘hojas jóvenes’, 

comparado con estados de maduración más avanzados y que además esta composición 

se mantiene estable durante la vida útil del producto (Martínez-Sánchez y col., 2012; 

Santos y col., 2014). 

5.3 Factores climáticos 

Existen factores climatológicos, en especial la temperatura e intensidad de luz, que 

tienen una fuerte influencia en la composición nutricional y en el desarrollo de 

hortalizas de hojas. Por este motivo, la localización geográfica y la época del año en la 

que se desarrolla el cultivo pueden tener un efecto determinante en la calidad del 

producto procesado (Kader, 2002). Numerosos estudios muestran que la luz es uno de 

los factores relacionados con el contenido en constituyentes fitoquímicos, ya que al 

aumentar las horas de exposición a la luz y/o el estrés lumínico aumenta el contenido en 

constituyentes antioxidantes de las hojas, ya que están implicados en los mecanismos de 

fotoprotección de la planta (Wang y Frei, 2011). Además del papel de estos 

constituyentes como sistema de defensa, muchos metabolitos secundarios son bien 

conocidos como compuestos bioactivos beneficiosos para la salud los cuales están 

relacionados con las propiedades anticancerígenas, antioxidantes y anti-inflamatorias 

(Balandrin y col., 1985; Kris-Etherton y col., 2002; Reddy y col., 2003). 

En ‘hojas jóvenes’ de lechuga y espinaca, varios estudios muestran que el contenido 

en compuestos fenólicos y carotenoides se incrementa en cultivos expuestos a altas 

intensidades lumínicas (Howard y col., 2002; Li y Kubota, 2009; Oh y col., 2009; Zhou 

y col., 2009; Esteban y col., 2014). En el caso de variedades de ‘hojas jóvenes’ 

pigmentadas, la época de cultivo puede afectar además a la coloración de la hoja y por 

tanto a su calidad visual. Estudios llevados a cabo en campo abierto en distintas 
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variedades de lechuga ‘baby’ pigmentada muestran que a medida que avanza la fecha de 

recolección hacia cultivos de primavera, las hojas presentaron un mayor contenido en 

compuestos antioxidantes, en particular en antocianos, junto con una coloración más 

rojiza, aunque  la intensidad de la respuesta mostró un importante componente genético 

(Marin y col., 2015). 

Por otro lado, hay que tener en cuenta el efecto de la utilización de sistemas de 

cultivo protegido o en invernadero frente al cultivo en campo abierto. El cultivo 

protegido o en invernadero es uno de los sistemas empleados en el cultivo de ‘hojas 

jóvenes’ para proteger las hojas de daños mecánicos (viento, insectos etc.), con la 

desventaja de proporcionar altas temperaturas y baja intensidad de luz. En este sentido, 

estudios realizados en el cultivo bajo malla muestran que el cultivo protegido redujo la 

acumulación de flavonoides en espinaca (Bergquist y col., 2007), la capacidad 

antioxidante en tatsoi (Zhao y col., 2007) y el contenido en glucosinolatos en col china 

(He y col., 2000), comparado con cultivos en campo abierto. En lechuga pigmentada 

cultivada bajo distintos tipos de plásticos se observó que con materiales que permiten 

una exposición a mayores intensidades lumínicas se obtuvo un producto con una mayor 

concentración de compuestos antioxidantes y una coloración más rojiza (García-Macías 

y col., 2007). En el cultivo en invernadero y con los sistemas tecnológicos adecuados se 

pueden controlar los factores ambientales como la intensidad de luz y la temperatura, 

permitiendo el cultivo fuera de temporada o en condiciones ambientales adversas 

aunque con el sobrecoste que ello implica (Rouphael y col., 2012). 

5.4 Factores agronómicos 

5.4.1 Sistemas de cultivo: cultivo con suelo y sin suelo 

En los últimos 20 años, el sistema de cultivo tradicional en suelo  ha sido sustituido 

cada vez más por sistemas de cultivo sin suelo o hidropónicos (Nicola y col., 2009). 
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Existen numerosos tipos de cultivo sin suelo implementados en diferente países como el 

cultivo hidropónico NGS (New Growing System), el sistema NFT (Nutrient Film 

Technique) y los sistemas de flotación y aeropónicos, entre otros (Johnson, 2008; 

Fallovo y col., 2009). El sistema de cultivo hidropónico permite obtener cultivos de 

forma más precoz, con una homogeneidad cualitativa y cuantitativa en la producción, y 

en muchos casos permite incrementar la vida útil de determinadas hortalizas de hoja 

para IV Gama por el control tan preciso de la solución nutritiva (Fontana y Nicola, 

2008, 2009). Además, este sistema permite obtener cultivos en alta densidad de 

plantación, por lo que este sistema se está implementando en productos de alto valor 

añadido como el caso de ‘hojas jóvenes’ para IV Gama. 

Estudios realizados en lechuga de cabeza muestran que, comparado con el cultivo 

tradicional, el cultivo sin suelo proporcionó un producto de ciclo de cultivo más corto, 

mayor contenido en compuestos bioactivos, menor respuesta al pardeamiento del 

producto procesado y mayor control del crecimiento microbiano, aunque como ocurre 

en otros estudios la intensidad en la respuesta depende del genotipo estudiado (Selma y 

col., 2012). 

Estudios llevados a cabo en ‘hojas jóvenes’ de berro, canónigo y rúcula han puesto 

de manifiesto que en cultivo sin suelo se obtiene mayor producción de cultivo en 

términos de peso fresco y en menor tiempo que en cultivo con suelo con una calidad 

óptima para su procesado en IV Gama (Fontana y Nicola, 2008, 2009). 

5.4.2 Nutrición del cultivo 

La gestión de la fertilización del cultivo de hortalizas de hojas tiene un fuerte 

impacto en la calidad comercial, nutricional y organoléptica de las mismas (Rouphael y 

col., 2012) . 
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 El cultivo comercial de lechuga en campo requiere unos niveles adecuados de 

nitrógeno (N2), calcio (Ca
2+

) y potasio (K
+
) para garantizar una calidad postcosecha 

adecuada a lo largo de la vida útil del producto envasado (Poulsen y col. 1995; Hoque y 

col., 2010). Un exceso de N2 ocasiona enfermedades y acelera el deterioro postcosecha 

(Hoque y col., 2010) y reduce el contenido en azúcares, vitamina C y materia seca 

(Poulsen y col. 1995) mientras que un déficit de N2 disminuye la producción en campo. 

Por otro lado, el K
+
 está implicado en la apertura estomática y un déficit en este ión 

aumenta la susceptibilidad frente a patógenos y puede interferir en la absorción del Ca
2+

 

y del magnesio (Ma
2+

) (Bonilla, 2008). 

En el cultivo sin suelo de hortalizas de hoja, la concentración total de nutrientes 

aportada es uno de los aspectos más importantes. Los niveles demasiado elevados 

pueden inducir un estrés osmótico, toxicidad y desequilibrio nutricional, mientras que 

los niveles demasiado bajos pueden conducir síntomas por deficiencias nutricionales 

(Fallovo y col., 2009; Luna y col, 2013a). En el cultivo sin suelo de lechuga se ha 

observado que el nivel de fósforo aportado puede afectar a la concentración de 

compuestos implicados en proporcionar un sabor desagradable en el producto que puede 

influir en su aceptación por parte del consumidor (Seo y col., 2009). Estudios realizados 

en espinaca ‘baby’ en cultivo hidropónico muestran que el aporte simultáneo de nitrato 

(NO3
-
) y NH4

+
 como fuente de nitrógeno aumenta la calidad del producto con una 

reducción en la acumulación de oxalatos y un aumento en la concentración de 

compuestos antioxidantes, sin afectar a la producción de biomasa del cultivo (Lin y col., 

2014). Del mismo modo, esta combinación de iones como aporte de nitrógeno reduce la 

acumulación de nitratos en berro en cultivo hidropónico por debajo del límite permitido 

para su comercialización (Fontana y Nicola, 2008). 

5.4.3 Manejo del riego y salinidad del agua de riego 
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La correcta gestión del aporte de agua es fundamental en el cultivo de hortalizas de 

hojas para IV Gama ya que puede afectar al rendimiento del cultivo y a la calidad 

general del producto envasado (Gil y col., 2013). El exceso de riego reduce la 

producción de la cosecha y aumenta el riesgo de desarrollo de microorganismos en el 

tejido vegetal, acortando la vida útil tras el procesado (Coelho y col., 2005; Luna y col., 

2012). Por otro lado, los mismos autores han observado que un riego deficitario puede 

provocar un estrés hídrico, reduciendo el rendimiento del cultivo. 

La respuesta al estrés hídrico es un tema de gran interés ya que gran parte de la 

producción de ‘hojas jóvenes’ se cultiva en zonas donde existen graves problemas de 

sequía y abastecimiento de aguas para riego, afectando a la conductividad eléctrica del 

agua y del suelo de cultivo. La agricultura intensiva tiene grandes requisitos de agua, y 

combinado con una mayor incidencia de eventos de sequía extrema ha obligado al uso 

de agua de calidad inferior para riego. La salinización del suelo es uno de los principales 

problemas que ocurren en las prácticas agrícolas intensivas, especialmente en las zonas 

áridas y semiáridas. En España, aproximadamente de los 3,5 millones de hectáreas de 

tierras de regadío el 3% está afectado por acumulación de sales y otro 15% está en 

riesgo grave de afectación (Acosta y col., 2011).  

 Existen varios estudios que ponen de manifiesto la importante influencia que puede 

tener el estrés salino en la calidad poscosecha de hortalizas de hoja. En este sentido, hay 

que tener en cuenta que en plantas afectadas por estrés salino se ven limitados algunos 

procesos como la expansión de la superficie de la hoja, el crecimiento de la planta y el 

metabolismo primario del carbono, debido al desequilibrio nutricional, al estrés 

osmótico, al déficit de agua y al estrés oxidativo (Hu y col., 2007; Kim y col., 2008; 

Parida y Das, 2005; Shalhevet y Hsiao, 1986). Además, las plantas pueden alterar los 

niveles de metabolitos secundarios tales como compuestos fenólicos y terpenoides para 
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mejorar sus sistemas de defensa contra las agresiones, especialmente en respuesta al 

estrés oxidativo (Wahid y Ghazanfar, 2006). En algunos casos un estrés hídrico 

controlado durante el crecimiento de la planta puede tener efectos beneficiosos en las 

características del producto conservado (Gil y col., 2013). 

En lechuga ‘baby’ se ha observado que el estrés salino aumenta la plasticidad de las 

paredes celulares, reduce el tamaño de las células epidérmicas, aumenta la presión 

osmótica del tejido y proporciona un producto con mayor aceptabilidad y vida útil 

(Clarkson y col., 2003). Otros trabajos realizados en lechuga ‘baby’ describen que el 

riego con agua con alta conductividad eléctrica aumenta el contenido en carotenoides de 

las hojas sin afectar a su calidad visual (Kim y col., 2008). Además, el estrés salino 

puede mejorar las propiedades del producto envasado con una reducción en la actividad 

oxidativa y pardeamiento, y una reducción en la actividad respiratoria del producto, 

manteniendo su color y textura (Chisari y col., 2010; Scuderi y col., 2011).  

5.4.4 Momento del día para la recolección 

La hora del día a la que se realiza la recolección puede afectar a la calidad y 

composición nutricional de las hortalizas de hoja para IV Gama (Khalid y col., 2009; 

Moghaddam y col., 2013; Hasperué y col., 2013, 2014). 

En ‘hojas jóvenes’ existen estudios que describen una mejor calidad durante la vida 

útil del producto procesado cuando la recolección de las hojas se realiza durante la 

noche (Clarkson y col., 2005). Estos autores atribuyen esta mejoría a las características 

biofísicas de las paredes celulares de la hoja, presentando las hojas al final del día una 

mayor extensibilidad de su pared celular y una mayor acumulación de carbohidratos 

(Clarkson y col., 2005). Estos cambios pueden deberse a cambios en los factores 

ambientales como son la temperatura, la intensidad de luz y la disponibilidad de agua 

(Veit y col., 1996; Fan y col., 2014). Por otro lado, existen ritmos biológicos generados 
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endógenamente en la planta que están sincronizados con factores ambientales como la 

luz y la temperatura, y que se repiten aún cuando estos factores ambientales se 

mantienen constantes (Millar, 2004; Salomé y McClung, 2005; McClung, 2006).  

En espinaca, se relacionan algunos cambios diarios con cambios en la temperatura y 

en la intensidad de luz. Por ejemplo, los niveles de proteínas de choque térmico y las 

concentraciones de nitratos y ácido ascórbico varían significativamente en ciclos de 24 

horas (Li y col., 2000; Chang y col., 2013). 

La recomendación general para la recolección de hortalizas de hoja se centra en el 

manejo de la temperatura del producto cosechado. Para estos productos tan sensibles a 

las altas temperaturas se recomienda evitar la recolección en las horas del día con 

temperaturas excesivamente calurosas (Thompson y col., 2002). En este sentido, la 

temperatura del producto cosechado debe mantenerse lo más baja posible, por lo que se 

recomienda cosechar a primera hora del día o durante la noche (Thompson, 1998; 

Thompson y col., 2008). Sin embargo, estudios específicos llevados a cabo en distintas 

hortalizas de hoja muestran que existe una respuesta variable dependiendo del tipo de 

cultivo. En brócoli, la recolección al final del día mantiene el color de la inflorescencia 

y los niveles de azúcares durante la conservación del producto procesado  (Hasperué y 

col., 2014). En lechuga, Moccia y col. (1998) observaron que la calidad postcosecha de 

distintas variedades de lechuga se ve afectada por el momento del día en el que se lleva 

a cabo la recolección, variando el momento óptimo dependiendo de la variedad. En 

lechuga en cultivo hidropónico, el mayor rendimiento de cosecha se obtuvo cuando la 

recolección se realizó al amanecer (Gent, 2012). En ‘hojas jóvenes’, incluyendo Lollo 

Rossa, rúcula y acelga roja, Clarkson y col. (2005) observaron que la vida útil 

aumentaba significativamente cuando la cosecha se llevaba a cabo al final del día (22:00 

h), aunque la respuesta dependía de la variedad analizada. Estos trabajos sugieren que el 
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momento óptimo para la recolección está fuertemente influenciado tanto por el genotipo 

como por factores ambientales.  

6. Factores postcosecha que afectan a la calidad de ‘hojas jóvenes’ para IV Gama 

6.1 Técnicas de pre-enfriamiento 

En hortalizas de hoja el tiempo transcurrido entre la recolección y el enfriamiento del 

producto debe ser reducido al máximo ya que los retrasos en el enfriamiento conducen a 

una reducción en la vida útil y calidad de producto, especialmente en hortalizas de hoja 

de pequeño tamaño debido a su alta susceptibilidad para la deshidratación (Cantwell y 

Kasmire, 2002) 

Los principales métodos de pre-enfriamiento de hortalizas de hoja han sido descritos 

en el apartado 3.2 de esta introducción general y representados en la Figura 1 e 

incluyen: (i) el enfriamiento en cámara, (ii) el enfriamiento por aire forzado, (iii) el 

hidro-enfriamiento, (iv) el enfriamiento por vacío, con multitud de variaciones dentro de 

estas técnicas. Algunos productos pueden ser enfriados por cualquiera de estos métodos, 

mientras que otros productos pueden ver afectada su calidad negativamente en función 

de la técnica de pre- enfriamiento aplicada (Wang, 1993). El enfriamiento en cámara (i) 

destaca por su sencillez en el diseño, operatividad y por la reducida inversión necesaria 

en equipo, sin embargo, presenta serias limitaciones debido a que es un sistema 

demasiado lento para la mayoría de productos hortofrutícolas (Thompson y col., 2002, 

2008). El sistema de enfriamiento por aire forzado (ii) es uno de los sistemas de 

enfriamiento más adaptados a un amplio rango de productos (Thompson, 1998). Es 

mucho más rápido que las cámaras de enfriamiento debido a que el aire frío circula a 

través de los contenedores en lugar de alrededor de ellos y permite que el aire frío tenga 

un contacto directo con el producto caliente (Thompson y col., 2002). Sin embargo, este 

sistema posee una baja eficiencia energética y puede causar una excesiva pérdida de 
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agua en algunos productos (Thompson y col., 2008). El sistema de hidro-enfriamiento 

(iii) evita la deshidratación en hortalizas de hoja e incluso puede suponer una 

recuperación en hojas deshidratas debido al aporte de agua. Sin embargo, en algunas 

hortalizas de hoja, el agua remanente en superficie puede potenciar el desarrollo de 

podredumbres (Brosnan y Sun, 2001). Por otro lado, el enfriamiento por vacío (iv) 

destaca como uno de los sistemas más eficientes de enfriamiento el cual es ampliamente 

utilizado en lechugas de cabeza como la lechuga iceberg (Sun y Brosnan, 1999; He y 

col., 2004). Existen estudios que muestran también la eficacia en otras hortalizas como 

broccoli (Sun, 1999), espinaca (Sun, 2000; Xie ycol., 2013) y col china (Sun, 2000). 

Una desventaja del enfriamiento por vacío es que puede causar una excesiva 

deshidratación de las hojas (McDonald y Sun, 2000), aunque se han desarrollado varios 

métodos para compensar esta pérdida de agua, como es la humidificación del producto 

previa al proceso de enfriamiento (Sun, 1999) o la instalación de pulverizadores de agua 

en el interior de la cámara para humedecer el producto (Zheng y Sun, 2004; Thompson 

y col., 2008). En el caso de ‘hojas jóvenes’ para IV Gama no existe información 

detallada acerca de las condiciones óptimas de pre-enfriamiento y la mayor parte de la 

información disponible es parte del conocimiento técnico de las propias empresas 

productoras y procesadoras. Hoy en día, este tipo de producto es pre-enfriado siguiendo 

las recomendaciones generales para hortalizas de hojas que recomienda que el enfriado 

sea lo más rápido posible mediante sistemas como el hidro-enfriamiento o el 

enfriamiento por vacío (Wright, 2004; Acedo, 2010). 

6.2 Manejo del producto desde la cosecha hasta su distribución y venta 

Desde el mismo momento de la recolección y a lo largo de todas las etapas de 

producción (recolección, transporte, procesado y distribución), las hortalizas de hoja 

pueden verse sometidas a una serie de daños físicos que afectan a la calidad y vida útil 
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(Miller, 2003; Toivonen y Hodges, 2011). Las hortalizas de hoja y en especial las ‘hojas 

jóvenes’ son muy sensibles a cortes, impactos, compresiones, abrasiones, punciones, 

etc., que provocan la ruptura celular y la liberación del contenido intracelular, 

acelerando la degradación del producto. Además, en la superficie de las hojas a menudo 

aparecen heridas que quedan expuestas al aire y pueden constituir focos de 

contaminación microbiana  (Cantwell y col., 1998; Hodges y col., 2000). 

Las propias etapas de procesado (lavado, secado y envasado) potencian el deterioro 

fisiológico acelerado, los cambios bioquímicos y la degradación por microorganismos 

alterantes en las hortalizas de hoja (Salveit, 1997; O’Beirne y Francis, 2003), pudiendo 

resultar en una degradación del color, la textura y del sabor del producto (Kabir, 1994; 

Varoquaux y Wiley, 1994; Allende y col., 2006).  

Estos daños físicos en las hojas se van acumulando a lo largo de las etapas del 

proceso, y su incidencia y severidad dependerán del cuidado en el manejo del producto 

durante las operaciones manuales y de la severidad de los procesos mecanizados a los 

que se ve sometido el producto desde la cosecha hasta la distribución y venta (Hodges y 

col., 2000; Kader, 2002) 

6.3 Condiciones de temperatura y humedad relativa durante la conservación 

El control de la temperatura a la que se ve expuesta el producto es el factor más 

importante tras la recolección y constituye el método más efectivo para frenar el 

deterioro y mantener la calidad a lo largo de la vida útil (IFPA y PMA, 1999; Jacxsens y 

col., 2002; Luo y col., 2009). La exposición del producto a bajas temperaturas durante 

la conservación frena el metabolismo fisiológico del tejido vegetal y controla 

significativamente la proliferación de microorganismos (Smyth y col., 1998; Jacxsens y 

col., 2002; Luo y col., 2009). Por lo tanto, para asegurar la calidad óptima de producto 
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envasado es de vital importancia que se mantenga el rango de temperaturas 

recomendadas (Evans y col., 2007, Kou y col., 2015).  

La Administración de Medicamentos y Alimentos estadounidense (Food and Drug 

Administration, FDA) en 2009 actualizó su normativa incluyendo como requisito para 

hortalizas de hoja para IV Gama el mantenimiento de temperaturas iguales o inferiores a 

5
 o
C para minimizar la proliferación de patógenos a lo largo de la cadena de distribución 

(FDA, 2013). La recomendación general para ‘hojas jóvenes’ para IV Gama especifica 

que deben mantenerse por debajo de 2
 o

C durante su conservación para alcanzar una 

vida útil entre 7-10 días, aunque la vida útil alcanzada del producto depende del 

material vegetal (Cantwell y col., 1998; Wright, 2004). En espinaca ‘baby’ Kou y col. 

(2014) observaron que temperaturas de conservación entre 1-4 
o
C mantienen la calidad 

hasta 18 días tras el procesado, mientras que temperaturas superiores a 8 
o
C provocan 

una reducción de la vida útil con el incremento de la pérdida de electrolitos del tejido, 

amarilleamiento de las hojas, podredumbres y desarrollo de malos aromas. 

Aunque el mantenimiento de una temperatura óptima de conservación supone un 

punto crítico para preservar la calidad de hortalizas de hojas para IV Gama, asegurar 

unas condiciones óptimas durante el transporte y la distribución del producto supone 

todo un reto debido a los problemas logísticos que aparecen a lo largo de la cadena de 

distribución (de Frias y col., 2015; Kou y col., 2015).  

Por otro lado, dada la sensibilidad de las hortalizas de hoja a la pérdida de agua tras 

la cosecha, el mantenimiento del producto dentro del rango óptimo de humedad durante 

la conservación constituye un punto crítico para la reducción de las pérdidas 

postcosecha y el mantenimiento de la calidad del producto envasado (Kader, 2002). La 

deshidratación debida a los procesos de transpiración de las hojas constituye la principal 
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causa de pérdidas económicas postcosecha, fijándose en un máximo del 3% la pérdida 

de peso admitida en hortalizas de hoja para IV Gama (Paull, 1999; Agüero y col., 2011). 

La recomendación general para la conservación especifica de hortalizas de hoja es 

que debe llevarse a cabo en frío y en unas condiciones de humedad cercanas al 95% de 

humedad relativa (Thompson y col., 2008). Esta recomendación también se aplica en el 

caso de ‘hojas jóvenes’ para IV Gama (Cantwell y col., 1998; Wright, 2004). Tras el 

lavado de las hojas, la alta humedad durante la conservación se consigue gracias al 

envasado empleando polímeros plásticos con baja permeabilidad al vapor de agua 

(Paull, 1999; Gil y Tudela, 2003). Sin embargo, la exposición de las hojas a un exceso 

de agua tras la recolección puede suponer una situación desfavorable que reduzca la 

vida útil (Ben-Yehoshua y Rodov, 2003). Además, un exceso de agua durante la 

conservación puede favorecer el crecimiento de bacterias alterantes en el interior del 

envase y acortar la vida útil (Herner y Krahn, 1973; Varoquaux y Mazollier, 2002; 

Medina y col., 2012). En espinaca ‘baby’ se ha observado que la exposición en 

condiciones de alta humedad relativa desde la cosecha hasta el procesado aumenta la 

proliferación de microorganismos alterantes y acorta la vida útil de producto procesado 

(Medina y col., 2012).  

En el caso de ‘hojas jóvenes’, son pocos los estudios que analizan el efecto de las 

condiciones de humedad relativa durante el acondicionamiento y tras el procesado y 

conservación, factor de vital importancia no sólo cuando se trata de ‘monoproductos’ 

sino también cuando se desea determinar la compatibilidad de distintos tipos de hojas 

para su envasado como ‘mezclas’. 

6.4 Atmósfera de conservación 

El uso de envases permite la utilización de una atmósfera modificada para controlar 

los cambios fisiológicos y de calidad en productos de IV Gama (Toivonen y DeEll, 
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2002). Después de la reducción de la temperatura del producto, el uso de atmósferas 

modificadas se considera el segundo método más efectivo para prolongar la 

comercialización de los productos de IV Gama (Schlimme y Rooney, 1994; Gil y 

Tudela, 2003).  

El potencial del envasado en atmósfera modificada ha sido ampliamente 

documentado para un amplio rango de productos de IV Gama (Brecht y col., 2003; 

Jacxsens y col., 2001; Saltveit, 2003; Gorny, 2001). De hecho, existen en el mercado 

multitud de polímeros y mezclas de gases que pueden ser utilizados para la 

optimización del envasado de un amplio rango de productos hortofrutícolas en función 

de sus características (Gorny, 2003). 

En un envasado en atmósfera modificada, en general, la composición gaseosa en el 

interior del envase contiene una baja concentración de O2 y alta de CO2, dependiendo de 

la temperatura, el peso del producto, la tasa respiratoria y la permeabilidad a estos gases 

del polímero utilizado (Cameron y col., 1995). Generalmente, una concentración baja en 

O2 y/o alta en CO2 reduce la tasa de respiración y el deterioro del producto (Kader, 

1986). Sin embargo, concentraciones excesivamente bajas de O2 pueden inducir un 

metabolismo anaerobio y la producción de compuestos responsables de malos olores y 

sabores (Gil y col., 1998; Toivonen y Brummell, 2008).  

En el caso de ‘hojas jóvenes’ para IV Gama, el efecto del envasado en atmósfera 

modificada ha sido ampliamente estudiado en espinaca ‘baby’ debido a que la calidad 

está fuertemente afectada por la atmósfera de conservación (Babic y Watada., 1996; Ko 

y col., 1996, McGill y col., 1996, Tudela y col., 2013). Se ha observado que bajas 

concentraciones de O2 reducen la actividad respiratoria del producto, la pérdida de peso 

y de compuestos antioxidantes, a la vez que frena el desarrollo de microorganismos 

alterantes (Babic y Watada., 1996; Ko y col., 1996; Gil y col., 1999). Sin embargo, se 
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ha observado en espinaca ‘baby’ que en atmósferas con bajas concentraciones de O2 y 

altas de CO2 hay pérdidas de calidad debido al metabolismo anaerobio con el desarrollo 

de malos aromas (Ko y col., 1996, McGill y col., 1996, Tudela y col., 2013). En 

espinaca ‘baby’, Tudela y col. (2013) estudiaron la conservación en atmósfera 

modificada con distintas concentraciones de O2 y CO2 y su influencia en la calidad y 

vida útil así como en el desarrollo de malos aromas y en los procesos de senescencia del 

producto desde el punto de vista histológico. Las muestras expuestas a bajo O2 

desarrollaron peores malos aromas al final de la conservación, aunque controlaron 

mejor el crecimiento microbiano, conservaron mejor la calidad visual del producto y 

retardaron los procesos de senescencia respecto a las conservadas con niveles 

moderados de O2 (Tudela y col., 2013). 

Es necesario profundizar en el conocimiento del efecto de la atmósfera de 

conservación ya que proporciona tanto ventajas como inconvenientes en función del 

parámetro analizado. Por lo tanto, se deben buscar soluciones técnicas de envasado que 

permitan mantener la calidad del producto al final de la conservación. 

6.5 Condiciones de iluminación durante la conservación 

Los productos de IV Gama se comercializan a menudo bajo condiciones no 

controladas de iluminación a lo largo de la cadena de distribución (Glowacz y col., 

2014). Durante la conservación, la influencia de la exposición a distintas condiciones 

lumínicas ha sido estudiada en numerosas hortalizas, sin embargo su efecto es variable 

con respuestas positiva o negativas en función del producto analizado (Lester y col., 

2010, Costa y col., 2013, Gergoff Grozeff y col., 2013; Braidot y col., 2014; Glowacz y 

col., 2014). En general, la exposición a la luz de hortalizas de hoja para IV Gama 

durante su conservación afecta a algunos parámetros de calidad, potenciando la pérdida 

de agua de la hoja (Lester y col., 2010; Zhan y col., 2013; Glowacz y col., 2014; Xiao y 
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col., 2014) y de calidad visual (Martínez-Sánchez y col., 2011; Xiao y col., 2014), así 

como la internalización microbiana (Kroupitski y col., 2009). También puede favorecer 

otros parámetros de calidad como el preservar el contenido en clorofila (Costa y col., 

2013; Gergoff Grozeff y col., 2013; Zhan y col., 2013), y aumentar el contenido en 

compuestos bioactivos (Noichinda y col., 2007; Lester y col., 2010; Zhan y col., 2012; 

Gergoff Grozeff y col., 2013; Braidot y col., 2014). Además, la exposición a distintas 

condiciones lumínicas afecta a la composición gaseosa en el interior del envase, ya que 

bajo condiciones de iluminación se prosigue la actividad fotosintética de las hojas, 

liberando O2 en el envase y reduciendo el contenido en CO2 (Olarte y col., 2009; 

Martínez-Sánchez y col., 2011; Glowacz y col., 2014). Sin embargo, es necesario 

determinar si los cambios observados en la calidad del producto se deben a un efecto 

directo por la exposición a la luz o constituyen una consecuencia indirecta por la 

composición gaseosa generada en el interior del envase bajo condiciones lumínicas. 
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En el mercado de la IV Gama la innovación es un factor clave para satisfacer la 

demanda de nuevos productos más atractivos y saludables por parte de unos 

consumidores cada vez más exigentes. A pesar de que las ensaladas de ‘hojas jóvenes’ 

son un alimento muy demandado, como producto no presentan una calidad constante ni 

homogénea a lo largo de todo el año y plantea serios problemas tanto a productores 

como a procesadores. 

Se han identificado algunas causas que influyen en la pérdida de calidad de este 

producto y que pueden tener su origen en el cultivo, durante el procesado o bien a lo 

largo de la vida útil, provocando la pérdida de las características sensoriales, físico-

químicas, microbiológicas y nutricionales.  

En esta tesis doctoral se proponen las siguientes estrategias de intervención para la 

mejora de la calidad y vida útil de este alimento en IV Gama: 

- Estrategias de intervención precosecha. 

- Influencia del estrés salino en la calidad de lechuga ‘multi’ como materia 

prima y posibles implicaciones en su procesabilidad (Capítulo IV). 

- Efecto del momento del día de recolección en la calidad de espinaca 

‘baby’ mínimamente procesada (Capítulo V). 

- Estrategias de intervención postcosecha. 

- Influencia del tiempo de demora hasta el procesado en la calidad de la 

espinaca ‘baby’ mínimamente procesada (Capítulo V). 

- Efecto de distintos sistemas de enfriado de uso industrial en la calidad de 

espinaca ‘baby’ mínimamente procesada (Capítulo VI).  

- Influencia de la exposición en distintas condiciones de luz y de atmósfera 

en vida útil de espinaca ‘baby’ mínimamente procesada (Capítulo VII). 
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En el desarrollo de esta tesis doctoral gran parte del esfuerzo se ha centrado en la 

optimización de medidas objetivas para su aplicación en el estudio de ‘hojas jóvenes’ 

para IV Gama. Por las peculiaridades del producto ha sido necesario adaptar una serie 

de técnicas ampliamente aplicadas en otros productos para IV Gama. También se han 

aplicado otras técnicas más relacionadas con la medida del estrés fisiológico en plantas. 

Destaca entre otras metodologías la optimización del análisis mediante microscopía 

óptica del daño tisular con la identificación de síntomas morfológicos de daño celular, 

así como su aplicación en el estudio de cambios anatómicos y celulares en respuesta a 

factores precosecha. A su vez, destaca la aplicación de técnicas de identificación de 

estrés vegetal para evaluar el estado del producto durante su conservación, como son la 

pérdida de electrolitos, la peroxidación de lípidos y la fluorescencia de la clorofila. 

A continuación se detallan los materiales y métodos aplicados en el desarrollo de los 

trabajos incluidos en esta tesis doctoral. 

1. Material vegetal 

El material vegetal estudiado en la presente tesis doctoral corresponde a lechuga tipo 

iceberg (Lactuca sativa L. var capitata) obtenida a partir de semillas de la variedad 

‘Tempo neutro’ (Capítulo IV), así como distintas variedades de espinaca ‘baby’ 

(Spinacia oleracea L.) cultivadas en condiciones comerciales (Capítulos V-VII). El 

material vegetal necesario para la realización de los estudios en espinaca ‘baby’ ha sido 

proporcionado por la empresa Primaflor S.A.T. a la que se le agradece su colaboración 

en los trabajos llevados a cabo tanto en el cultivo como en la planta de 

acondicionamiento de material vegetal. 

2. Condiciones de cultivo 

2.1 Cultivo en cámara de crecimiento controlado 
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El estudio en lechuga ‘multi’ recogido en el Capítulo IV se llevó a cabo en una 

cámara de crecimiento controlado en las instalaciones del CEBAS-CSIC (Murcia), con 

una temperatura de 23 
o
C/ 18 

o
C (día/noche), un fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de 

oscuridad y una radiación fotosintéticamente activa (PAR) de 400 µmoles m
2 

s
-1

. La 

siembra se llevó a cabo de forma directa sobre la superficie de contenedores de 17 L de 

capacidad que contenían solución nutritiva Hoagland. Cada semilla se colocó en el 

interior de unos cilindros de poliestireno que atravesaban la superficie del contenedor de 

forma que su parte inferior quedaba sumergida en la solución nutritiva. Durante todo el 

ensayo se utilizó solución nutritiva Hoagland con la siguiente composición: 7 mmol L
-1

 

K
+
, 4 mmol L

-1 
Ca

2+
, 3 mmol L

-1 
NO3

-
, 1 mmol L

-1 
Mg

2+
, 1 mmol L

-1
 PO4

2-
, 1 mmol L

-1
 

SO4
2-

, 20 µmol L
-1

 Fe
2+

, 2,5 µmol L
-1

 B
3+

, 2 µmol L
-1 

Mn
2+

, 2 µmol L
-1 

Zn
2+

, 0,5 µmol 

L
-1 

Cu
2+ 

y 0,5 µmol L
-1

 Mo
6+

; manteniéndose a un pH de 5,5. Finalizado el estudio las 

hojas se recolectaron manualmente para llevar a cabo las distintas determinaciones. 

2.2 Cultivo en campo abierto 

Las variedades de espinaca ‘baby’ de uso en IV Gama analizadas en los Capítulos 

V-VII fueron cultivadas en campo abierto y proporcionadas por la empresa Primaflor 

S.A.T. en Pulpí (Almería), quien llevó a cabo el manejo del cultivo en condiciones 

comerciales. La siembra se realizó de forma directa en camas elevadas con una densidad 

de plantación de 800 plantas m
-2

. La fecha de recolección se estableció en función del 

tamaño de la hoja, fijándose el momento de la cosecha cuando alcanzaron un tamaño de 

hoja 5-12 cm incluido el peciolo. Tanto la siembra como la recolección de espinaca 

‘baby’ se llevó a cabo de forma totalmente mecanizada por parte de la empresa 

colaboradora. 

3. Crecimiento de la planta 
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El crecimiento de la planta al final del cultivo se evaluó mediante el registro en peso 

fresco de la parte aérea de la planta y el número de hojas de planta (en todas las 

plantas). Además, se registró el peso de la hoja en 10 hojas por tratamiento y se analizó 

el área de la hoja mediante análisis de imagen en 15 hojas por tratamiento. Las 

imágenes se captaron con una cámara reflex digital modelo Sony Alpha 200 (10 Mpx) y 

posteriormente se procesaron con el software ImageJ para Microsoft Windows. 

4. Tasa de fotosíntesis y transpiración de la hoja 

Los parámetros de intercambio de gases de la hoja se midieron usando un sistema de 

medición de fotosíntesis portátil (modelo LCA-4, ADC Bioscientific Ltd., Hoddesdon, 

Reino Unido) con una cámara para la hoja (PLC-4N de 11,35 cm
2
), configurado para un 

sistema abierto según lo descrito por Simón y col. (2013). Se midió la tasa de 

fotosíntesis y de transpiración en 30 hojas para cada condición justo antes de la 

recolección. 

5. Procesado, envasado y conservación 

El material vegetal recolectado fue transportado desde las fincas de Pulpí (Almería) 

hasta las instalaciones del CEBAS-CSIC en condiciones refrigeradas (150 Km). En 

función del objetivo del estudio, el material vegetal fue sometido o no a un pre-

enfriamiento en la etapas previas a su transporte, tal y como se recoge en los capítulos 

correspondientes. El procesado y obtención de la espinaca ‘baby’ en IV gama 

(Capítulos V-VII) se realizó simulando las condiciones y etapas aplicadas por la 

industria de IV gama en las instalaciones de CEBAS-CSIC a 4 °C (Figura 3). El 

material vegetal fue almacenado a 4 °C y 85% HR hasta su procesado. Siguiendo las 

condiciones comerciales, se seleccionaron las hojas que cumplían las especificaciones 

de calidad basadas principalmente en ausencia de defectos, para su procesado en IV 

Gama. Para ello, se colocaron en cestillos perforados y se pasaron a una cámara en 
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condiciones de higiene para la elaboración de alimentos a 4 °C, donde se sumergieron 

durante 30 s en depósitos de 40 L conteniendo agua de red clorada con 100 mg L
-1

 de 

NaOCl a pH 6,5 ajustado con ácido cítrico. A continuación, los cestillos perforados se 

sacaron de los depósitos de agua permitiendo el escurrido del agua clorada durante 30 s. 

Posteriormente, las muestras se aclararon durante 30 s mediante la inmersión en otro 

depósito de 40 L con agua de red. Tras el aclarado, el exceso de agua del material 

vegetal se eliminó por centrifugación durante 1 minuto a 440 rpm en una centrífuga 

industrial (K-50, Kronen gmbH, Kehl am Rhein, Alemania).  

Tras el lavado y secado se procedió al envasado en atmósfera modificada (Capítulos 

V-VII), y para ello se pesó una masa de producto (100 g) por bolsa, la cual se 

confeccionó, llenó y selló de forma mecánica con una envasadora vertical (Etna 280-X 

model, Ulma, Oñati, Spain). Se empleó un polímero plástico de polipropileno (PP) de 

35 µm de espesor (Amcor Flexibles, Bristol, UK), con unas características de 

permeanza al O2, CO2 y al vapor de agua de 2,629E
-12

 mol m
−2

 s
-1

 Pa
−1

, 9,84E
-12 

mol 

m
−2

 s
-1

 Pa
−1

 y 5,408E
-6

 mol m
−2

 d
−1

, respectivamente a 7 
o
C y 97% HR. El tamaño de la 

bolsa fue de 230 mm × 310 mm y se procedió al sellado de la bolsa en condiciones de 

aire ambiental. En función del objetivo del estudio se procedió o no a la realización de 

una macroperforación manual con una aguja de 0,5 mm de diámetro, tal y como se 

recoge en los capítulos correspondientes. 

Para el envasado en atmósfera controlada (Capítulo VII), tras el procesado de las 

hojas se conservó una masa de producto (300 g) en frascos de cristal de 5 L conectados 

a un sistema de flujo que proporcionó diferentes atmósferas controladas humidificadas a 

un flujo constante, en las condiciones que se recoge en el capítulo correspondiente. 

La duración y las condiciones de temperatura e iluminación durante la conservación 

del material procesado vienen especificadas en los capítulos correspondientes. 
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Figura 3. Esquema del procesado, envasado y conservación del material vegetal en las instalaciones de CEBAS-CSIC.  

Almacenamiento 

Lavado, aclarado y secado 

ZONA SUCIA ZONA LIMPIA 

Pesado y envasado 

Conservación 
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6. Composición atmosférica en el interior del envase y actividad respiratoria 

La composición gaseosa en el espacio de cabeza de las bolsas (Capítulos V-VII) y la 

composición atmosférica en el interior de los frascos (Capítulo VII) se monitorizó 

periódicamente con un analizador de O2 con una célula de detección electroquímica de 

cerámica de óxido de circonio (CG-1000, Ametek, Thermox Instruments Co., 

Pittsburgh, PA, USA) y un analizador de CO2 con detector de infrarrojos (Via 510, 

Horiba Instruments Co., Irvine, CA, USA). Se analizaron muestras de 0,2 mL que se 

tomaron través de ‘septums’ de silicona herméticos utilizando jeringuillas de plástico 

graduadas. Se realizó el seguimiento de las presiones parciales de O2 y CO2 las cuales se 

expresaron en kPa. El número de réplicas y tiempos de medida analizados vienen 

especificados en cada caso en los capítulos correspondientes. 

La actividad respiratoria del producto en conservación se relaciona como con el nivel 

de estrés y la velocidad de deterioro del producto, ocasionando la modificación de la 

atmósfera del interior del envase. La actividad respiratoria del producto se midió en los 

Capítulos V-VII en sistema permeable tal y como describen Luna y col. (2013b) con 

algunas modificaciones. En la envasadora semiautomática, se envasaron réplicas de 100 

g de producto fresco tal y como se describe en el apartado 3 del presente capítulo.  Se 

empleó un polímero plástico de polipropileno (PP) de 35 µm de espesor (Amcor 

Flexibles, Bristol, Reino Unido), con una permeanza al O2, CO2 y H2O de 2,629E
-12

 mol 

m
−2

 s
-1

 Pa
−1

, 9,84E
-12 

mol m
−2

 s
-1

 Pa
−1

 y 5,408E
-6

 mol m
−2

 d
−1

, respectivamente a 7 
o
C y 

97% HR. El tamaño de la bolsa fue de 230 mm × 310 mm y se procedió al sellado de la 

bolsa en condiciones de aire ambiental. Se registraron los cambios en O2 desde 20,9 kPa 

iniciales en el interior de la bolsa en función del tiempo y se ajustaron a una curva para 

determinar la tasa respiratoria como propusieron Lee y col. (1996) en cuatro réplicas por 

condición evaluada. Se calculó la tasa respiratoria cuando la composición gaseosa en el 
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espacio de cabeza alcanzó 15 kPa (Capítulos V-VI) y 17 kPa (Capítulo VII) en las 

bolsas conservadas a 7 
o
C.  

El calibrado y comprobación del correcto funcionamiento del analizador de 

infrarrojos se realizó con patrones de concentración conocida de O2 (0,1, 0,5, 1, 5 y 10 

kPa) y CO2 (5 y 10 kPa) (Abelló Linde, Barcelona). 

7. Evaluación de la calidad sensorial 

La calidad sensorial del producto fue evaluado inmediatamente tras el procesado y 

periódicamente a lo largo de la conservación (Capítulos V-VII) según lo descrito por 

Tudela y col. (2013). La evaluación del producto se llevó a cabo a ciegas por un panel 

de 5 evaluadores entrenados. El material procedente de 4 envases individuales 

(aproximadamente 250 g) se mezcló homogéneamente en la misma bandeja para cada 

condición a evaluar. La evaluación se llevó a cabo inmediatamente tras retirar los 

envases de la cámara de conservación, en envases recién abiertos. Las bandejas se 

rotularon con códigos de 3 dígitos y se presentaron al azar a los panelistas que 

realizaron las evaluaciones de forma independiente sin comunicarse entre ellos.  

Como parámetros de calidad del producto se evaluaron su calidad visual y textura, y 

como parámetros de alteración se evaluaron el desarrollo de malos aromas, 

podredumbres y nivel de hojas dañadas. La calidad visual del producto se evaluó 

considerando su frescura, apariencia, homogeneidad del color y brillo, asignando un 

valor en una escala hedónica de 9 puntos. En esta escala 9 representa la máxima calidad, 

7 representa un producto de buena calidad, 5 marca el límite de aceptación, 3 se 

corresponde con un producto alterado y 1 representa un producto totalmente alterado. 

La textura del producto se evaluó en una escala de 5 puntos, donde  5 representa una 

textura óptima, 3 refleja una textura moderada y 1 representa una textura muy mala. 

Para  los parámetros de alteración (desarrollo de malos aromas, podredumbres y nivel 
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de hojas dañadas) se  utilizó una escala de 1 a 5 puntos, donde 1 refleja la ausencia de 

alteración, 3 se corresponde con un nivel moderado y 5 representa una alteración severa.  

Los parámetros y tiempos de medida analizados vienen especificados en cada caso 

en los capítulos correspondientes 

8. Análisis microbiológicos 

La calidad microbiológica del producto se determinó mediante el recuento de 

bacterias psicrotrofas (Capítulos V y VI) y de bacterias del género Pseudomonas spp. 

(Capítulos V-VII) según lo descrito por Medina y col. (2012). Las muestras vegetales 

(30 g) se homogeneizaron en dos ciclos de 60 s con 0,1 % de agua de peptona 

tamponada estéril (BWP) (AES Laboratoire, Combourg, Francia) (dilución 1:10) en 

bolsas estériles con filtro (Seeward Medical, Londres, Reino Unido) para la 

homogenización de la muestra mediante un masticador (IUL Instrument, Barcelona). Se 

realizaron las diluciones necesarias de la muestra para la siembra con la misma agua de 

peptona. Los medios de cultivo y condiciones de incubación empleados para el recuento 

de los estos grupos microbianos fueron los siguientes: las bacterias psicotrofas se 

enumeraron en un agar de recuento en placa (PCA) (Scharlau Chemie S.A., Barcelona) 

incubadas a 7 
o
C durante 7 días, mientras que las bacterias del género Pseudomonas spp 

se enumeraron en un medio Pseudomonas agar (Oxoid, Ltd., Basingstoke, Hampshire, 

Reino Unido) a 30 
o
C durante 24–48 h. Todas las muestras fueron analizadas por 

duplicado y cada recuento microbiológico correspondió a la media de tres muestras 

diferentes. Los recuentos se expresaron como log UFC g
-1

. 

9. Contenido en agua de la hoja 

En el Capítulo IV la toma de muestras para determinar el contenido en agua de las 

hojas se llevó a cabo mediante el método descrito por Agüero y col. (2011) con 
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modificaciones. Se tomaron 20 g de trozos de hojas por tratamiento, se homogenizaron 

con una picadora comercial y se dividieron en 3 réplicas de unos 5 g por tratamiento 

registrando su peso (PF). 

 En los Capítulos V-VII, la toma de muestras se realizó siguiendo el método descrito 

por Viacava y col. (2010) con modificaciones. Se registró el peso de 3 hojas completas 

(PF) en 15 réplicas por tratamiento. Posteriormente se introdujo cada réplica en el 

interior de bolsas de cierre hermético (200 x 120 mm) con 200 mL de agua destilada en 

su interior (Fotografía 4). Las muestras se almacenaron durante 24 h a 4 °C en 

oscuridad y posteriormente se retiró el exceso de agua superficial de las hojas con papel 

absorbente y se pesaron las hojas para registrar su peso a máxima turgencia (PT).  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

En todos los casos, se determinó el peso seco de las muestras (PS) tras permanecer 

en una estufa con ventilación forzada a 65 °C (Thermocenter T C40/100, Salvis Lab, 

Rotkreuz, Suiza) durante 48 h hasta alcanzar un peso constante. El contenido en agua 

(CA*) y contenido relativo en agua (CRA) de la hoja se calculó en % según lo descrito 

por Viacava y col. (2010): 

 

Fotografía 4. Toma de muestras para la determinación del contenido relativo en agua 

(CRA) de las hojas.  



 Metodología 

54 

 

     
     

  
       

 

    
     

     
       

 

10. Potencial osmótico de las hojas 

Para determinar el potencial osmótico de las hojas (Ψs) se tomaron 3 réplicas de 5 g 

de trozos de hojas por tratamiento y se congelaron a -20 °C. Las muestras se 

centrifugaron a 2800 x g durante 15 min (Centronic centrifuge, J.P. Selecta, Barcelona). 

La osmolaridad (cs) del sobrenadante se analizó con un micro-osmómetro (Roebling 

13DR, Löser Messtechnik, Berlin, Alemania). El potencial osmótico (Ψs) se calculó 

según la ecuación de Van´t Hoff:  Ψs = -R x T x cs, donde R es la constante de los gases 

ideales (m
3
 Pa mol

−1
 K

−1
), T es la temperatura (

o
K), y cs  es la osmolaridad (Osm m

-3
). 

11. Extensibilidad de la pared celular 

Para analizar la resistencia física de la hoja se determinó la extensibilidad 

(elasticidad y plasticidad) de la pared celular de las hojas en al menos 10 hojas por 

tratamiento, siguiendo la metodología descrita por Clarkson y col. (2003) con 

modificaciones. Se seleccionaron trozos de la lámina de la hoja, se introdujeron en 

metanol puro y se almacenaron a 4 
o
C en oscuridad durante 24 h. Previamente a la 

realización de las medidas de extensión de la hoja, los trozos obtenidos se rehidrataron 

sometiéndolos a 3 lavados de 15 min en agua destilada. Se aislaron secciones de hojas 

de 7 x 10 mm tomadas de la zona adyacente a la vena principal de la hoja y paralela a 

ella (Figura 4). La extensibilidad de la pared celular se determinó utilizando un 

texturómetro (TA XT Plus, Stable Micro Systems, Godalming, Reino Unido). Los 



 Metodología 

55 

 

fragmentos se sujetaron por sus extremos con 2 pinzas separadas 5 mm y se estiraron 

lentamente a una velocidad de 2 mm min
-1

 mediante el desplazamiento de la pinza 

inferior. La carga a la que se vio sometida el tejido se registró electrónicamente 

mediante el software Exponent (Stable Micro Systems, v. 4.09). Cada muestra de tejido 

fue extendida dos veces ejerciendo una carga de 20 g en cada extensión. Se calculó el 

porcentaje de plasticidad (% de extensión irreversible por 10 g de carga) y el porcentaje 

de elasticidad (% de extensión reversible por 10 g de carga) de la pared celular, según la 

metodología propuesta por Van Volkenburgh y col. (1983). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

12. Análisis histológicos 

En los trabajos que forman la presente tesis doctoral se ha puesto a punto la 

metodología para realizar estudios histológicos en las hojas que permitan analizar tanto 

la anatomía interna del tejido vegetal como identificar síntomas de estrés a nivel celular. 

Para estos estudios se analizaron al menos 10 hojas por condición evaluada. Para la 

toma de muestras se aislaron fragmentos de lámina de hoja de 3 mm x 5 mm tomados 

de la zona adyacente a la vena principal de la hoja y paralela a ésta (Figura 4). Las 

Figura 4. Esquema de la toma de muestras en las hojas para la determinación de 

extensibilidad de la pared celular y análisis histológicos.  
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muestras fueron fijadas durante 2,5 h a 4 º C en tampón fosfato de Na 0,1 M (pH 7,2) 

con glutaraldehído al 2,5% y paraformaldehído al 4% (Fotografía 5). El tejido fue 

sometido a una post-fijación en tetróxido de osmio al 1% durante 2 h. Las muestras se 

deshidrataron en una serie gradual de alcoholes y fueron embebidas en resina de Spurr. 

Los bloques fueron seccionados con un ultramicrotomo Leica (Leica Mikrosysteme, 

Hernalser Hauptstraße, Viena, Austria). Las secciones semifinas (0,5 µm) se tiñeron con 

azul de toluidina al 0,5% en tampón borato.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para el análisis de las muestras al microscopio óptico se tomaron una serie de 

microfotografías de las secciones semifinas que fueron capturadas en un microscopio 

óptico Leica DMR (Leica, Wetzlar, Alemania) con una cámara digital acoplada. Para el 

estudio de la anatomía interna y morfología celular de la hoja, las imágenes fueron 

procesadas utilizando el software Leica QWin Pro V3 (Leica, Wetzlar, Alemania). Se 

analizaron un mínimo de 20 imágenes procedentes de 10 hojas por tratamiento. Se 

estableció en el tejido un área de estudio de tejido de 350 µm de ancho que incluía todo 

Fotografía 5. Fragmentos de hojas fijados para su posterior análisis histológico. 
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el grosor de la hoja. En las medidas se analizaron todas la células incluidas en el área de 

estudio, excluyéndose los haces vasculares y las células que limitaban con los bordes 

laterales de esta área (Fotografía 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se determinó el área ocupada por epidermis, parénquima y espacios intercelulares, 

expresándose como % con respecto al área total. A su vez, se analizaron estos tejidos 

diferenciando epidermis superior e inferior, parénquima lagunar y parénquima en 

empalizada. Además se analizó el área y la forma de las células epidérmicas y 

parenquimáticas. Para evaluar la morfología celular se calculó su redondez como: 

         
          

             
 

Fotografía 6. Imagen captada al microscopio óptico (a) y reconocimiento celular dentro 

del área de estudio mediante análisis de imagen (b). 

b a 
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En el Capítulo IV para el análisis de la ultraestructura celular, se visualizaron las 

hojas mediante el microscopio electrónico. Para ello, de los bloques estudiados al 

microscopio óptico se seleccionaron 3 bloques procedentes de 3 hojas diferentes por 

tratamiento. Se obtuvieron secciones ultrafinas (60-70 nm), las cuales fueron colocadas 

en rejillas de cobre y teñidas con acetato de uranilo. La ultraestructura del tejido se 

observó al microscopio electrónico de transmisión (JEOL JEM-1011, Tokyo, Japón) y 

se identificaron células con síntomas de plasmólisis (separación física entre la 

membrana plasmática y la pared celular). 

En los Capítulo VI y VII, el daño a nivel celular en la hoja se analizó al microscopio 

óptico mediante la captura de imágenes de las secciones semifinas, como ya se ha 

comentado anteriormente. Para medir el daño celular en la hoja, las células fueron 

clasificadas en varias categorías (Fotografía 7): células intactas (células sin síntomas de 

daño), células dañadas (células con una separación entre la membrana plasmática y la 

pared celular o con una retracción del citoplasma) y restos cadavéricos (células con una 

ruptura de la membrana plasmática y una desorganización del citoplasma). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Célula intacta Célula con plasmolisis Célula con citoplasma retraído Resto cadavérico 

Fotografía 7. Imágenes captadas al microscopio óptico de células intactas y células con 

síntomas de daño celular. 
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Se evaluaron imágenes procedentes de al menos 10 hojas por condición evaluada, 

analizándose al menos 150 células por hoja. El daño celular se expresó como porcentaje 

de células dañadas con respecto al total de células evaluadas por hoja. 

Los síntomas de daño analizados han sido identificados en otros estudios en células 

con morfología de apoptosis similar a muerte celular programada en células senescentes 

tras la aplicación de un estrés, en respuesta a patógenos o durante el desarrollo del tejido 

(Levine y col., 1996; Delorme y col., 2000; Kacprzyk y col., 2011; Reape y McCabe, 

2013). En nuestro caso, el uso de muestras fijadas dificultó la distinción entre células 

vivas o senescentes. Sin embargo, la detección de estos síntomas morfológicos 

proporcionó información acerca de la severidad del daño ocasionado por las distintas 

condiciones evaluadas. 

13. Pérdida de electrolitos 

La medida de pérdida de electrolitos de las hojas se empleó como medida de la 

integridad de membrana y se analizó siguiendo el método propuesto por Fan y Sokorai 

(2005) con ligeras modificaciones. En cada réplica se tomaron 12 taleolas de 1 cm
2
 

procedentes de 12 hojas diferentes y se sumergieron en 15 mL de agua desionizada 

(Fotografía 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 Fotografía 8. Toma de muestras para la determinación de pérdida de electrolitos de las 

hojas.  
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Después de 2 h de incubación en agitación a 150 rpm en una placa agitadora 

(INFORSAG, HT, Suiza) se registró la conductividad eléctrica (CE2h) de la disolución 

con un conductímetro (Modelo CM35, Crison, Barcelona, España). A continuación, el 

tejido junto con la disolución se sometió a un baño a 95 ºC durante 20 min y se dejó 

enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente, se volvió a medir la conductividad 

eléctrica de la disolución resultante (CETOTAL). La pérdida de electrolitos se midió en 

6 réplicas por tratamiento y se expresó en % según la siguiente ecuación: 

 

 

 

14. Peroxidación de lípidos y pH de las hojas 

La medida de la extensión de peroxidación de lípidos hace referencia al daño 

oxidativo de los lípidos de las membranas celulares. Se analizó en las hojas siguiendo el 

método descrito por Hernández y col. (2004) en base a la reacción de ácido 

tiobarbitúrico (TBA) que mide el contenido en malondialdehido (MDA) en el tejido en 

4 réplicas por tratamiento. Muestras de tejido fresco (0,5 g) se homogeneizaron con 

ácido tricloroacético (TCA) al 0.1 % y se centrifugaron (12000 x g ). El sobrenadante 

(0,5 mL) se mezcló con TBA al 0,5% diluido con TCA al 20% y se incubó a 95 ºC 

durante 20 min. Pasado ese tiempo, la reacción se interrumpió introduciendo los tubos 

con las muestras en un baño con hielo. Finalmente, el sobrenadante se analizó por 

espectrofotometría (UV-1603 Shimadzhu, Tokio, Japón), midiéndose la absorbancia a 

532 nm y restándole la absorbancia a 600 nm para corregir la turbidez no específica del 

Pérdida de electrolitos =
CE2h

CETOTAL
 × 100 
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sobrenadante de las muestras, debido a las interferencias que pueden crearse por la 

incubación a 90 ºC. Los resultados se expresaron en nmol de MDA por g de peso fresco.  

El pH de las hojas se analizó en 4 réplicas por tratamiento y para ello muestras de 8 g 

de tejido fresco se homogeneizaron en ultraturrax (Ika, Staufen, Alemania) con 125 mL 

de agua destilada. Posteriormente, el pH del homogeneizado se midió con un pH-metro 

Metrhom (modelo 785 DMP Tritino, Herisau, Suiza). 

15. Color de las hojas 

El color se determinó en el tejido fotosintético de las hojas con un fotocolorímetro de 

reflexión compacto (Minolta CR-300, Ramsey, NJ, EE.UU.). Se midió el color de la 

superficie de las hoja, registrando los valores de L
*
, a

* 
y b

*
. Posteriormente se 

calcularon los parámetros hue (tono o matiz del color) y chroma (saturación o 

intensidad de un determinado color) según las siguientes ecuaciones:  

         
  

  
 

       √          

En los Capítulos IV, V y VI, el color se analizó en una hoja por réplica, mientras que 

en el Capítulo VII el color se analizó en 3 hojas por réplica en las mismas muestras 

empleadas para determinar el contenido en agua de la hoja. Se midieron 15 réplicas por 

condición evaluada. 

16. Contenido en clorofilas 

En el Capítulo IV, para la extracción y cuantificación de los pigmentos 

fotosintéticos foliares se utilizó el método descrito por Wellburn (1994) con 

modificaciones. Se analizaron 4 réplicas por tratamiento de 0,2 g de material vegetal 

fotosintético fresco, seccionado en taleolas de 7 mm de diámetro el tejido y añadiendo 
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10 mL de metanol puro. El proceso de extracción se llevó a cabo durante 24 h a 

temperatura ambiente y en oscuridad.  

En el Capítulo VII, la extracción y cuantificación de los pigmentos fotosintéticos se 

llevó a cabo siguiendo el método descrito por Lichtenthaler y Wellburn (1983) con 

modificaciones. Se analizaron 4 réplicas por tratamiento de 0,5 g de material vegetal 

fotosintético fresco. El material vegetal se homogeneizó en mortero añadiendo 50 mL 

de acetona al 80% a temperatura ambiente. 

En ambos estudios, tras la extracción, las muestras se centrifugaron a 2800 x g 

durante 15 min (Centronic centrifuge, J.P. Selecta, Barcelona) y el sobrenadante se 

analizó por espectrofotometría (UV-1603 Shimadzhu, Tokio, Japón). 

En el Capítulo IV, el sobrenadante se analizó a 653 nm y a 666 nm para la 

cuantificación de clorofila a y clorofila b, mediante las ecuaciones de Wellburn (1994): 

            
    (            )  (           ) 

  
 

            
    (            )  (            ) 

  
 

En el Capítulo VII, el sobrenadante se analizó a 646 nm y a 663 nm para la 

cuantificación de clorofila a y clorofila b, mediante las ecuaciones de Lichtenthaler y 

Wellburn (1983): 

            
    (            )  (           ) 

  
 

            
    (           )  (          ) 

  
 

El contenido en clorofilas se expresó en mg por g de peso fresco, donde VE es el 

volumen de extracción (L), A
666

 es la absorbancia a 666 nm, A
653 

es la absorbancia a 653 



 Metodología 

63 

 

nm, A
663 

es la absorbancia a 663 nm, A
646 

es la absorbancia a 646 nm  y PF es el peso 

fresco de la muestra (g). 

17. Fluorescencia de la clorofila a 

La medida de la fluorescencia de la clorofila a, cuya información está relacionada 

con la eficiencia de la de la fotosíntesis en la planta, se utiliza para identificar posibles 

episodios de estrés en hoja. La fluorescencia de la clorofila se midió con un fluorímetro 

(IMAGIM-PAM M-series, Heinz Walz, Effeltrich, Alemania) según el método descrito 

por Faize y col. (2011) con algunas modificaciones. Tras la incubación de las hojas en 

oscuridad durante 30 min, se monitorizó la fluorescencia mínima y máxima de las hojas 

analizadas. Se llevaron a cabo análisis cinéticos de las curvas que se obtuvieron al 

aplicar luz actínica (81 µmol quanta m
-2

 s
-1

 PAR) y pulsos repetidos de luz saturante  

(2700 µmol quanta m
-2

 s
-1

 PAR durante 0.8 s) aplicados a intervalos de 20 s. 

Se analizó la rendimiento cuántico máximo del fotosistema II (Fv/Fm), rendimiento 

cuántico efectivo del fotosistema II (Y(II)), el rendimiento cuántico de la energía de 

disipación no regulada Y(NO), y el rendimiento cuántico de la energía de disipación 

regulada Y(NPQ). Se establecieron 2 áreas de estudio de referencia en cada hoja 

analizada y se analizaron 20 hojas por tratamiento. 

18. Contenido en compuestos fenólicos 

Para la determinación del contenido en compuestos fenólicos, se tomaron 3 réplicas 

de 0,5 g de tejido fotosintético liofilizado por tratamiento.  

Para la extracción de los compuestos fenólicos las muestras se homogeneizaron en 

ultraturrax (Ika, Staufen, Alemania) con 16 mL de medio de extracción, compuesto por 

metanol, NaF 4 mM en agua y ácido fórmico en proporción (48/46/6 v/v) durante 1 min 

en hielo. El homogeneizado se filtró a través de doble gasa y a continuación se 
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centrifugó a 13000 x g durante 10 min a 5 
o
C (Eppendorf 5804R, Hamburgo, 

Alemania). El sobrenadante se pasó por un filtro de membrana de 0.45 µm 

(Osmomonics/MSI cameo Nylon filtres, Fisher Scientific, Los Ángeles, CA, EE.UU), 

para su análisis por HPLC según lo descrito por Llorach y col. (2008) con algunas 

modificaciones. Para el análisis por HPLC, se inyectaron 20 µL de extracto en un 

equipo HPLC Agilent Technologies (1220 Infinity LC, Ealdbronn, Alemania) con una 

bomba (modelo G2490C), un detector de red de diodos (DAD) (modelo G4221A) y un 

inyector automático (modelo G2490C). Se utilizó una columna C-18 de fase reversa 

LiChrocart (25 x 0,4 cm, con tamaño de partícula de 5 µm). La elución se realizó 

utilizando como fase móvil agua: ácido tricloroacético (95,5:0,5 v:v) (A) y acetonitrilo 

(B) de grado HPLC. El gradiente comenzó con un 5% de B en A, para alcanzar un 30% 

a los 15 min, 50 % a los 30 min, 60 % a los 36 min, 70 % a los 40 min y un 90 % a los 

45 min. El flujo fue de 0,8 mL min
-1

 y los cromatogramas se registraron a 330 nm y 360 

nm en función del tipo de compuesto fenólico. 

Para la identificación de los compuestos fenólicos se utilizó un HPLC-MS-MS 

Agilent Technologies 1200 Series (Waldbronn, Alemania) equipado con un detector de 

masas (MS) en serie, una bomba HPLC binaria (G1376A), un inyector automático 

(G1377A), un desgasificador (G1379B), y un detector de diodos (DAD) (G1351D). El 

detector de masas (MS) estaba constituido por espectrómetro de masas con trampa de 

iones (Brucker, modelo HCT ultra) equipado con un sistema de ionización por 

electroespray (ESI) y controlado por un software (ChemStation, Agilent, v. 6.1). Los 

compuestos fenólicos se identificaron por sus masas moleculares de los fragmentos 

registrados con los detectores DAD y MS-MS respectivamente. 

La cuantificación de los compuestos fenólicos se realizó por comparación con 

estándares externos (Sigma, Saint Louis, Missouri, EE.UU.). Los derivados de ácidos 
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hidroxiciámicos se cuantificaron por comparación con ácido clorogénico (ácido  5-O-

cafeoilquínico) y los flavonoides se cuantificaron por comparación con la rutina 

(quercetina 3-rutinósido). Los resultados se expresaron en mg por g de peso seco. 

19. Análisis estadístico 

A lo largo de los diferentes trabajos se llevaron a cabo análisis de la varianza 

(ANOVA) de una y dos vías. Tras el análisis de la varianza, cuando se observaron 

diferencias significativas se aplicó el test de diferencia significativa honesta de Tukey 

(Capítulos IV y VII) y el test de diferencia significativa mínima (Capítulos V y VI). 

En el Capítulo VII se llevó a cabo un análisis de la normalidad de los datos previo a 

su análisis estadístico. En el caso de parámetros con una distribución normal de sus 

datos, se realizó un análisis de la varianza (ANOVA) y cuando se observaron 

diferencias significativas se aplicó el test de diferencia significativa honesta de Tukey. 

En aquellos parámetros cuyos datos no se ajustaban a una distribución normal, se llevó 

a cabo el test Kruskal–Wallis y cuando se observaron diferencias significativas se 

realizaron comparaciones por pares con el test de Kruskal–Wallis. 

En todos los trabajos se estableció un nivel de significancia de P<0,01 para los datos 

microbiológicos y P<0,05 para el resto de parámetros. 

A su vez se analizaron correlaciones bivariadas mediante la correlación de Pearson 

con un intervalo de confianza del 95% (Capítulos V y VI). 

Estos análisis estadísticos se llevaron a cabo utilizando el programa estadístico 

PASW Statistics 20 para Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). 
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Abstract 

 
BACKGROUND 
 
Environmental stress due to salt has been described to enhance lettuce processability, shelf 
life and consumer acceptability. Moderate salinity causes altered leaf carotenoid, lignin, 
phenolic and flavonol levels without noticeable changes in the green colour and 
morphology of lettuce. The aim of this study was to understand the improvements in 
processability, due to salt stress, related to textural properties and structural characteristics. 
 
RESULTS 
 
Physiological, phytochemical and structural changes were observed that were of significant 
relevance to salt stress (50, 100 and 150 mmol L−1 NaCl). Fresh weight per plant, fresh 
weight per leaf, leaf area, water content, colour saturation, chlorophyll a and b and the area 
of the intercellular spaces decreased when the concentration of salt was increased. Solute 
concentration, elasticity, total and individual phenolic acids and the areas occupied by the 
palisade and spongy parenchyma cells increased when the concentration of salt was 
increased. 
 
CONCLUSION 
 
These data illustrate that salt stress can have a positive impact on certain structural 
parameters, especially tissue elasticity, that can be closely linked to a higher number of 
cells, of lower size and high leaf strength, explaining the postharvest longevity of lettuce. 
However, leaf growth and visual quality could be negatively affected by salt stress.  
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Time of day for harvest and delay before processing affect the 
quality of minimally processed baby spinach 

Yolanda Garrido, Juan A. Tudela, María I. Gil 

doi:10.1016/j.postharvbio.2015.07.002 

Abstract 

The objective of this study was to evaluate if time of day for harvest and delay before 
processing affected the quality of baby spinach. Three times of the day for harvest (8:30, 
13:00 and 17:30 h as H1, H2 and H3, respectively) and three times of delay before 
processing (DP) (3, 24 and 48 h as DP3, DP24 and DP48, respectively) were studied. Two 
trials were conducted, one in January and another in April corresponding with winter 
and spring seasons. Photosynthetic and transpiration rates of baby spinach just before 
harvest were the highest at midday (H2), coincident with the highest solar radiation and 
vapor pressure deficit. In winter, the leaf water content was the highest in H1 and H3, 
while in spring leaves harvested early in the morning (H1) showed the highest leaf water 
content and more vivid color measured as Chroma. The differences observed were 
maintained during storage only in spring. Respiration rates did not show differences 
among harvest times in winter while in spring, respiration rate increased with the 
progress of harvest time (HT), particularly with shorter DP (DP3 and DP24). Moreover, 
visual quality of minimally processed baby spinach did not show significant differences 
among HT in winter, while in spring, the visual quality decreased when HT was advanced. 
The DP did not affect most of the parameters evaluated during storage, except the 
decrease in the respiration rate and the increase in the microbiological counts, 
psycrotrophs and Pseudomonas, when DP was increased. Results showed the same 
tendency for the leaf water content, color, respiration rate and visual quality of baby 
spinach after storage. Therefore, the best visual quality obtained in H1 corresponded 
with higher leaf water content and color saturation and a lower respiration rate. 
According to these results, minimally processed baby spinach could be harvested any 
time of the day in winter, while it is recommended to harvest it early in the morning in 
spring. Minimally processed baby spinach can tolerate a delay to processing of at least 
48 h without evident symptoms of quality loss. 
 
 
 
Garrido, Y., Tudela, J. A., Gil, M. I., 2015. Time of day for harvest and delay before 
processing affect the quality of minimally processed baby spinach. Postharvest Biol. 
Technol. 110, 9-17. 
 
http://dx.doi.org/10.1016/j.postharvbio.2015.07.002 



 



 

 

 

 

 

CAPÍTULO VI 

COMPARACIÓN DE SISTEMAS DE 

PRE-ENFRIAMIENTO DE USO 

INDUSTRIAL PARA ESPINACA 

‘BABY’ MÍNIMAMENTE 

PROCESADA  

 

 

 

 

 

Garrido, Y., Tudela, J. A., Gil, M. I., 2015. Comparison of industrial 

precooling systems for minimally processed baby spinach. Postharvest 

Biol. Technol. 102, 1-8. 



 

 

 



 

 
 

 

Comparison of industrial precooling systems for minimally 
processed baby spinach 

Yolanda Garrido, Juan A. Tudela, María I. Gil 

doi:10.1016/j.postharvbio.2014.12.003 

Abstract 

Leafy greens including baby spinach are particularly prone to rapid dehydration. After 
harvest, leafy greens should be refrigerated as soon as possible to remove the heat from 
the field in order to decrease respiration rate and increase shelf-life. Delays between 
harvest and cooling should be avoided, especially during warm weather to avoid water 
loss. There is a wide range of precooling systems available for using in fresh produce. 
However, the best precooling system for baby leaves as raw material for the fresh-cut 
industry has not been well established. The aim of this study was to compare four 
precooling systems including room cooling (RC), forced air cooling (FAC), hydro cooling 
(HC) and vacuum cooling (VC) for their effects on quality and shelf-life of baby spinach. 
Two separate trials, one in winter and another in spring were carried out. Leaf water 
content increased after cooling in HC and VC but more significantly in winter while in 
spring, differences among treatments were not significant. The colour measured as 
chroma was more vivid in HC and VC just after processing but after storage, no 
differences among precooling treatments were observed. In winter, there were no 
significant differences in the respiration rate among precooling systems. However, in 
spring, HC and VC decreased respiration rate and modified less the headspace gas 
composition of the packages. Pseudomonas counts significantly decreased in HC and VC 
due probably to the washing effect of the leaf surface without promoting the growth of 
spoilage microorganisms. Surprisingly, visual quality was significantly lower in VC 
compared with the rest of precooling treatments due to the higher degree and number 
of damaged leaves. In conclusion, selection of the precooling system is critical during 
warm weather because of the high temperature at harvest. Hydro cooling is a good 
precooling system for baby spinach in spring as it decreases rapidly leaf temperature, 
decreasing respiration rate and extending shelf life. However, in winter, precooling 
systems are not as critical because the temperature at harvest was similar to the 
temperature reached after precooling. 
 
 
Garrido, Y., Tudela, J. A., Gil, M. I., 2015. Comparison of industrial precooling systems for 
minimally processed baby spinach. Postharvest Biol. Technol. 102, 1-8. 
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Modified atmosphere generated during storage under light 
conditions is the main factor responsible for the quality  
changes of baby spinach 

Yolanda Garrido, Juan A. Tudela,  José A. Hernández, María I. Gil 
  

doi:10.1016/j.postharvbio.2015.12.001 

Abstract 

Minimally processed products are generally exposed to low temperature and 
uncontrolled light conditions during the supply chain. The positive effect of low 
temperature on quality of baby spinach is widely reported, but there is little information 
available about the light effect. The objective of this study was to obtain insight about 
the cause-effect of light exposure of baby spinach on leaf quality and senescence 
parameters. Minimally processed baby spinach was stored in passive Modified 
Atmosphere Packaging (MAP) and in Controlled Atmosphere (CA) under different light 
conditions. In passive MAP, three very different headspace gas compositions within the 
bags due to photosynthesis and respiration reactions were generated that strongly 
affected the quality characteristics. To isolate the light effect from the atmosphere 
composition influence, and thus understand the mechanisms causing the quality 
changes, baby spinach was stored under two CA of 0.5 kPa O2 + 10 kPa CO2 (low 
O2 + high CO2 levels) and air combined with 2 light conditions (continuous light and 
darkness). The changes observed under the different light conditions were mainly caused 
by the differences in gas composition. Under light, MAP with high O2 partial pressure 
(pO2) and low CO2 partial pressure (pCO2) was detrimental because of the growth 
of Pseudomonas spp. and the progress in tissue senescence due to oxidative stress, 
increasing cell damage, lipid peroxidation and chlorophyll degradation. Under darkness, 
MAP with low pO2 and high pCO2 was also detrimental because of the intense off-odour 
developments, the increase in pH and electrolyte leakage and the reduction in 
chlorophyll fluorescence. Our results showed that the modified atmosphere generated 
with exposure to the different light conditions affects the quality of baby spinach mainly 
because of the high pO2 under light and high pCO2 under darkness. 
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En los puntos de venta es cada vez más habitual encontrar una amplia gama de 

hortalizas frescas listas para el consumo, que presentan formatos innovadores y que se 

incluyen en la compra habitual de los consumidores. La amplia variedad de productos 

disponibles es el reflejo de que las empresas del sector hortofrutícola apuestan cada vez 

más por la innovación dentro de estos productos cuya venta crece año tras año. 

Dentro de este sector, las ensaladas de ‘hojas jóvenes’ listas para el consumo ocupan 

un lugar destacado debido a la demanda de este producto valorado como ‘Premium’ y al 

interés por parte de las empresas del sector en ofrecer un producto de máxima calidad. 

El objetivo general de esta tesis doctoral ha sido profundizar en la problemática 

asociada a este alimento y abordar distintas estrategias de intervención para mejor su 

calidad y aumentar su vida útil. En esta discusión general se recapitulan los principales 

resultados obtenidos en el desarrollo de esta tesis doctoral, la cual ha sido divida en 

cuatro sub-apartados para tratar cada uno de los objetivos propuestos (Capítulo II). 

1. Influencia del estrés salino en la calidad de lechuga ‘multi’ como materia prima 

y posibles implicaciones en la procesabilidad 

Los estudios llevados a cabo en el Capítulo IV muestran que el estrés salino durante 

el cultivo de lechugas ‘multi’ afectó tanto a su fisiología como a su calidad como 

materia prima para IV Gama.  

Los resultados muestran que el estrés salino afectó a parámetros relacionados con la 

estructura física y anatómica de la hoja ya que influye en el crecimiento de la planta y 

en el balance hídrico, elasticidad y estructura interna de la hoja. Todos los tratamientos 

salinos (50, 100 y 150 mmol L
-1

 NaCl) conducen a un menor rendimiento del cultivo 

con un menor peso fresco por planta, que se corresponde con un menor peso fresco de la 

hoja y una menor superficie foliar, sin afectar al número de hojas presentes por planta. 

El efecto negativo del estrés salino sobre el rendimiento de los cultivos ha sido 
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ampliamente estudiado (Papadopoulos, 1987; Kim y col., 2008; Al-Maskri y col., 

2010). En ‘hojas jóvenes’ de lechuga se ha observado que mantienen un crecimiento 

moderado tras dos días de exposición a altas concentraciones de NaCl (hasta 1 mol L
-1

) 

pero ven reducido su crecimiento tras 15 días de exposición a un riego con 200 mmol L
-

1
 de NaCl (Kim y col., 2008). El efecto negativo de la salinidad sobre el crecimiento de 

las plantas podría explicarse por la reducción en la tasa fotosintética, conductancia 

estomática y transpiración de las hojas, así como por un desequilibrio nutricional del 

medio, entre otros factores (Shalhevet y Hsiao, 1986, Ashraf, 2004; Hu y col., 2007). La 

presencia de una menor superficie foliar en plantas bajo estrés salino puede ser el 

resultado de una respuesta fisiológica de las plantas frente al estrés, presentado menor 

superficie de las hojas como mecanismo de protección frente al estrés hídrico causado 

por una menor disponibilidad de agua (Hasegawa, 2006). Además, los resultados 

muestran que los tratamientos salinos afectaron al balance hídrico de la hoja, con una 

reducción del contenido en agua y del potencial osmótico de la hoja en todos los 

tratamientos salinos. Esto puede deberse a un proceso de deshidratación de los tejido de 

la planta debido a un estrés osmótico en el medio (Hasegawa, 2006). Además, se ha 

observado que lechugas expuestas a NaCl son capaces de acumular Na
+
 en el tejido 

foliar (Mahmoudi y col. 2010; Neocleus y col., 2014). Por lo tanto, los resultados 

obtenidos en el potencial osmótico de la hoja podrían deberse a su vez a un ajuste 

osmótico debido a la acumulación activa de iones en la hoja. Por otro lado, nuestro 

estudio muestra que la salinidad afectó a la extensibilidad de las paredes celulares, de 

forma que las plantas expuestas a tratamientos salinos presentaron una mayor 

elasticidad de las hojas sin que se observaran diferencias entre tratamientos en cuanto a 

su plasticidad. En ‘hojas jóvenes’ de lechuga se ha observado que el cultivo en 

condiciones salinas aumenta la plasticidad de las hojas y con ello su extensibilidad 
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(Clarkson y col., 2003). Los cambios observados en nuestro estudio pueden deberse a 

un ajuste elástico frente a estrés salino, que implica cambios en las propiedades 

mecánicas de la pared celular frente a la deshidratación para mantener la presión de 

turgencia celular (Peltier y Marigo,1999). Algunos autores consideran que tanto una alta 

como una baja elasticidad podrían facilitar el mantenimiento de la turgencia celular 

durante períodos de estrés hídrico (Fan y col., 1994; Marshall y Dumbroff, 1999; 

Lemcoff y col., 2002). Algunas plantas bajo estrés hídrico reducen la rigidez de sus 

paredes celulares e incrementan su elasticidad, facilitando así la contracción de los 

tejidos durante la deshidratación y reduciendo la pérdida de potencial hídrico (Peltier y 

Marigo, 1999), lo que podría explicar la respuesta observada en plantas de lechuga en 

nuestro estudio. Además, durante el estrés salino las células podrían acumular Na
+
 en su 

interior, induciendo un estrés iónico que puede modificar la composición de la 

membrana celular, alterando eventualmente su crecimiento y desarrollo (Ahuja y col., 

2010; Mahmoudi y col. 2010). 

En cuanto a la anatomía interna de la hoja, los resultados muestran que las plantas 

expuestas a estrés salino durante el cultivo presentaron células parenquimáticas de 

menor tamaño (exposición a 50, 100 y 150 mmol L
-1

 NaCl) y una estructura interna del 

tejido con menor extensión de espacios intercelulares (exposición a 150 mmol L
-1

 

NaCl). En este sentido, en romero cultivado bajo estrés salino se observó una respuesta 

similar, donde se vio reducida el área ocupada por espacios intercelulares mientras que 

aumentó el área ocupada por tejido (Olmos y col, 2007). Además, en nuestro estudio se 

registraron síntomas de plasmolisis celular en plantas sujetas a los tratamientos salinos 

de mayor intensidad (100 y 150 mmol L
-1

 NaCl). La presencia de plasmolisis viene 

representada por una separación entre la pared celular y la membrana plasmática, la cual 

ha sido previamente demostrada en plántulas bajo estrés salino (Pareek y col., 1997). 
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Por otro lado, nuestros resultados muestran que el estrés salino también afectó a la 

calidad visual y contenido en compuestos antioxidantes de la lechuga. El color de las 

hojas presentó un verde progresivamente menos vivo a medida que el tratamiento salino 

fue de mayor intensidad. Además, las lechugas cultivadas bajo los tratamientos salinos 

de mayor intensidad (100 y 150 mmol L
-1

 NaCl) presentaron un menor contenido en 

clorofila a y clorofila b comparadas con las plantas control. Estos resultados coinciden 

con trabajos previos que describen el efecto negativo de elevadas concentraciones 

salinas en el contenido en clorofila, debido a la inhibición de su síntesis y a la activación 

de su degradación (Salama y col., 1994; Ashraf, 2004). El contenido en clorofila ha sido 

utilizado como indicador del ‘verdor’ en hortalizas de hoja (Agüero y col., 2011), lo que 

coincide con nuestros resultados en los que observamos que la viveza del color y el 

contenido de clorofila mostraron una tendencia decreciente a medida que la intensidad 

del tratamiento salino fue mayor. Además, las lechugas expuestas a NaCl durante el 

cultivo presentaron un mayor nivel de compuestos fenólicos y por tanto una mayor 

capacidad antioxidante. Estos resultados coinciden con trabajos previos publicados en 

hojas jóvenes de lechuga, donde las plantas expuestas a estrés salino presentaron mayor 

nivel de carotenos y compuestos fenólicos (Kim y col., 2008; Mahmoudi y col. 2010). 

Esto puede deberse a que las plantas son capaces de alterar los niveles de metabolitos 

secundarios para mejorar sus sistemas de defensa contra las agresiones, especialmente 

en el estrés oxidativo (Wahid y Ghazanfar, 2006). El pardeamiento enzimático es uno 

de los mayores problemas que ocurren durante el procesado y conservación de lechuga 

y se produce por la oxidación de compuestos fenólicos produciendo polímeros 

pardeados (Tomás-Barberán y col., 1997). Sin embargo, un incremento en el nivel de 

compuestos fenólicos no implica necesariamente un incremento en el pardeamiento del 

producto envasado. Estudios previos muestran que la actividad de las enzimas causantes 
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del pardeamiento de la hoja disminuyó durante la conservación de lechuga que 

previamente fue expuesta a estrés salino durante su crecimiento (Chisari y col., 2010; 

Scuderi y col., 2011). 

Estudios previos muestran que el estrés salino puede ejercer un efecto positivo en la 

procesabilidad y vida útil de lechuga. En lechuga ‘baby’ se ha observado que el estrés 

salino aumenta la plasticidad de las paredes celulares, reduce el tamaño de las células 

epidérmicas, aumenta la presión osmótica del tejido y proporciona un producto con 

mayor aceptabilidad y vida útil (Clarkson y col., 2003). Además, otros trabajos en 

lechuga envasada muestran que el estrés salino puede mejorar algunas características 

como consecuencia de la reducción en la actividad oxidativa y el pardeamiento, así 

como una reducción en la actividad respiratoria del producto, manteniendo su color y 

textura (Chisari y col., 2010; Scuderi y col., 2011). Por lo tanto, nuestros resultados 

muestran que el estrés salino afecta a parámetros potencialmente implicados en la 

mejora de la procesabilidad y vida útil de la hoja, incluyendo el crecimiento, balance 

hídrico, elasticidad y estructura interna de la hoja así como su contenido en compuestos 

antioxidantes. En estudios posteriores a la publicación de nuestros resultados, Bekrhadi 

y col. (2015) confirmaron nuestros resultados observando que la exposición a salinidad 

durante el cultivo de albahaca afectó a parámetros como la estructura interna de la hoja 

con una compactación de sus tejidos, así como un menor contenido en clorofila, un 

mayor contenido en compuestos fenólicos y una mejora en la calidad del producto 

durante la conservación, aunque la respuesta dependió de la variedad analizada. 

2. Efecto del momento del día de recolección y la demora hasta el procesado  en la 

calidad de la espinaca ‘baby’mínimamente procesada  

Los resultados recogidos en el Capítulo V muestran que en las dos estaciones del 

año evaluadas, el estado de hidratación de la hoja varía a lo largo del día de forma que 
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su máxima deshidratación coincide con valores elevados de radiación, temperatura y 

déficit de presión de vapor (DPV), así como con tasas elevadas de fotosíntesis y 

transpiración de la hoja. La evapotranspiración de la hoja se define como la cantidad 

total de agua que teóricamente pierde la planta debido a los procesos de evaporación y 

transpiración (Holdridge, 1959; Allen y col., 1999). Los principales factores climáticos 

que afectan a la evapotranspiración de la planta son la radiación, temperatura del aire, 

humedad y velocidad del viento (Allen y col., 1999; Alves y Pereira, 2000). Además, 

existen estudios que muestran que la tasa de transpiración de la planta aumenta cuando 

aumenta el DPV ambiental (Rawson y col., 1977; Bunce, 1997; Holbrook, 2006), lo que 

coincide con nuestros resultados. En nuestro estudio, la tasa de fotosíntesis y 

transpiración presentaron valores máximos en las horas centrales del día, coincidiendo 

con lo descrito en estudios previos llevados a cabo en hojas ‘baby’ de rúcula y acelga 

roja (Clarkson y col., 2005). 

En el estudio de primavera, el contenido en agua de la hoja fue menor a medida que 

avanzó en el día la hora de recolección. Las diferencias en hidratación de la hoja entre 

las tres cosechas del día se mantuvieron en el producto procesado a lo largo de su 

conservación, coincidiendo con diferencias en otros parámetros de calidad de la hoja 

como el color, la calidad visual y la tasa respiratoria del producto. En este sentido, la 

cosecha de primera de la mañana presentó una mayor hidratación, viveza de color, 

textura y calidad visual de la hoja, así como una menor tasa respiratoria del producto 

envasado. Como ya se ha comentado, los resultados recogidos en el Capítulo IV 

muestran que en lechuga ‘multi’ las hojas con mayor hidratación presentan a su vez 

mayor viveza del color. Además, otros estudios en hortalizas de hoja determinan que 

elevadas tasas respiratorias de la hoja están relacionadas con una reducción en la calidad 

visual y vida útil del producto envasado (Cantwell y col., 1998). 
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El estudio llevado a cabo en invierno muestra que la máxima deshidratación de la 

hoja se presenta en las horas centrales del día, ya que las condiciones ambientales 

permiten que la hojas recuperen en parte su hidratación durante la tarde. Sin embargo, 

las diferencias observadas el día de recolección no se muestran en el producto envasado, 

de forma que no se observa un efecto claro de la hora de recolección en parámetros 

como el contenido en agua, color, textura, calidad visual o modificación de la atmósfera 

del producto en conservación. Las diferencias observadas entre ambas estaciones del 

año pueden deberse a un efecto de la variedad y/o de las condiciones ambientales 

(Varoquaux y col., 1996; Gruda, 2005; Lester y col., 2013; Singh y col., 2014). 

Por otro lado, en ambas estaciones del año no se observa un claro efecto del 

momento del día de la recolección en el desarrollo de bacterias alterantes, aunque en 

general se observa una mayor presencia de psicrotrofos y Pseudomonas spp. en la 

cosecha de primavera. En espinaca ‘baby’ se ha observado que un incremento en el 

contenido en agua de la hoja cuando las hojas son expuestas a una elevada humedad 

relativa en el periodo que transcurre desde la cosecha hasta el procesado está 

acompañado de un mayor crecimiento microbiano (Medina y col., 2012). Los resultados 

de nuestro estudio muestran que la hora de la recolección afecta al contenido en agua de 

la hoja, pero no se acompaña de un efecto en el crecimiento microbiano en espinaca 

‘baby’ en conservación. Al parecer, el efecto del contenido en agua de la hoja en el 

crecimiento microbiano depende de si la hidratación de la hoja se produce precosecha o 

por una exposición postcosecha a elevadas humedades ambientales.  

En cuanto al efecto del tiempo de demora desde la cosecha hasta el procesado, 

nuestros resultados muestran una respuesta diferente en función de la estación del año 

analizada. En invierno, las diferencias observadas el día de la cosecha desaparecen con 

el tiempo de demora hasta el procesado, sin que se observe otro efecto claro en las 
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características del producto envasado por parte de los distintos tiempos de demora 

analizados. En primavera sin embargo, las diferencias observadas en espinaca ‘baby’ el 

día de la cosecha se mantienen en el producto envasado sin efecto por parte de los 

distintos tiempos de demora aplicados. En el producto envasado, el único efecto 

apreciable es una reducción en la tasa respiratoria y un aumento en el contenido en 

psicrotrofos y Pseudomonas spp a medida que el tiempo de demora hasta el procesado 

es mayor. Los resultados en el crecimiento microbiológico son esperables, ya que al 

final de la conservación el tiempo transcurrido desde la recolección varía de 9 hasta 11 

días para los distintos tiempos de demora aplicados.  

Los resultados de nuestro estudio muestran que el momento del día en el que se 

produce la recolección puede afectar a la calidad de espinaca ‘baby’ tras su procesado. 

Como ya se ha comentado, las hortalizas de hoja son un producto muy perecedero con 

una alta tasa respiratoria y de deshidratación, donde el marchitamiento debido a la 

pérdida de agua puede causar un deterioro rápido del producto (Cantwell y col., 1998; 

Wang, 2003). Otros estudios llevados a cabo en hortalizas de hoja muestran que los 

cambios ambientales a lo largo del día pueden afectar al contenido en agua y calidad de 

hortalizas de hoja (Moccia y col., 1998; Clarkson y col., 2005; Gent, 2012;  Hasperué y 

col., 2014). En ‘hojas jóvenes’ de rúcula y acelga roja, Clarkson y col. (2005) 

observaron un aumento en la presión de turgencia en la cosecha del final del día (22:00 

h), lo que contribuyó a una hoja más procesable y con mayor vida útil. En lechuga en 

cultivo hidropónico, el mayor peso fresco se obtuvo en la lechuga recolectada de 

madrugada (Gent, 2012). Por lo tanto, el efecto de la hora de recolección en la 

hidratación y calidad de la hoja dependen de factores como el tipo de cultivo y las 

condiciones ambientales. Nuestros resultados muestran que la mejor calidad del 

producto se relaciona con las hojas más hidratadas en el momento de la recolección, al 
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igual que lo observado para otras hortalizas de hoja (Moccia y col., 1998; Clarkson y 

col., 2005). 

3. Efecto de distintos sistemas de enfriado de uso industrial en la calidad de 

espinaca ‘baby’ mínimamente procesada 

Los resultados recogidos en el Capítulo VI muestran que las hojas de espinaca 

‘baby’ se hidrataron en el periodo transcurrido entre el pre-enfriamiento y el procesado 

del producto, especialmente en el caso de los tratamientos mediante hidro-enfriamiento 

(HE) y enfriamiento por vacío (EV). Esta hidratación pudo deberse a las condiciones de 

alta humedad relativa (HR) durante el almacenamiento del producto, así como por el 

agua remanente aportada por estos sistemas de pre-enfriamiento. En este sentido, la 

cosecha de invierno presentó una mayor capacidad de hidratación, ya que se observó 

una hidratación del producto incluso a lo largo de la conservación. Además, tanto en los 

ensayos de invierno como en los de primavera, el color de la hoja mostró la misma 

tendencia en respuesta a los distintos sistemas de enfriado aplicados y se relacionó con 

el contenido en agua de la hoja. En este sentido, al inicio de la conservación del 

producto, la viveza del color fue mayor en el producto enfriado mediante los sistemas 

HE y EV, comparado con los sistemas de enfriamiento en cámara (EC) y por aire 

forzado (EAF). Sin embargo, estas diferencias no aparecen tras 11 días de conservación. 

Al inicio de la conservación, la presencia de una mayor viveza del color en las hojas 

más hidratadas coincide con lo observado en hojas tipo ‘baby’ de lechuga y espinaca, 

que ha sido descrito en los Capítulos IV y V y comentado en los apartados 1 y 2 de 

esta discusión. Sin embargo, al final de la conservación del producto no existió una 

relación clara entre la viveza del color y contenido en agua de la hoja, lo que puede 

deberse a que el color de la hoja también depende de otros factores que varían durante la 

conservación como es el contenido en clorofila de la hoja (Agüero y col., 2011). 
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Como ya se ha comentado anteriormente, mantener la hidratación de la hoja 

constituye un factor crítico en el caso de hortalizas de hojas (Kader, 1992; Wright, 

2004). Se ha descrito en numerosos estudios que la utilización de sistemas de pre-

enfriamiento como HE y EV contrarresta la deshidratación de las hojas debido al aporte 

extra de agua durante el proceso (Sun, 1999; Brosnan y Sun, 2001; Zheng y Sun, 2004), 

lo que coincide con el contenido en agua de la hoja observado en nuestros resultados. 

Sin embargo, el exceso de agua en la superficie de las hojas puede promover el 

desarrollo de microorganismos y reducir la vida útil del producto (Herner y Krahn, 

1973; Medina y col., 2012). En espinaca ‘baby’, Medina y col., (2012) observaron que 

el contenido en bacterias psicrotrofas y Pseudomonas spp. antes del lavado fue superior 

en muestras almacenadas en alta HR comparado con las que fueron almacenadas a 

menor HR, observándose la misma tendencia al final de la conservación del producto 

envasado. Nuestros resultados muestran que el contenido en bacterias psicrotrofas y 

Pseudomonas spp. fue mayor en el ensayo de primavera, donde además se registró una 

disminución en el contenido bacteriano al inicio de la conservación en muestras 

enfriadas mediante HE y EV, posiblemente por efecto de lavado por el agua aportada en 

el proceso. En ambos ensayos, a lo largo de la conservación del producto no se 

observaron diferencias entre las muestras enfriadas mediante los distintos sistemas 

aplicados, por lo que el agua remanente en la superficie de la hoja que puede derivarse 

de la utilización de los sistemas de HE y EV no potenció el crecimiento bacteriano ni el 

desarrollo de podredumbres. 

En cuanto a la respiración del producto envasado, en el ensayo de invierno no se 

registraron diferencias en la composición atmosférica del interior del envase. En 

primavera sin embargo, las muestras enfriadas mediante los sistemas HE y EV 

modificaron menos la atmósfera de envasado comparado con EC y EAF, confirmándose 
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con los datos de menor actividad respiratoria del producto registrados para HE y EV. 

Numerosos estudios determinan que el enfriamiento del producto tras la cosecha reduce 

la actividad respiratoria del producto y extiende su vida útil (Paull, 1999; Kitinoja y 

Thompson, 2010; Thompson y col., 2008). En base a nuestros resultados cabe esperar 

que los sistemas que más reducen la actividad respiratoria del producto (HE y EV) 

podrían extender la vida útil de espinaca ‘baby’. Las diferencias observadas entre 

estaciones del año pueden deberse a que en invierno la temperatura de las hojas en el 

momento de la cosecha fue similar a la alcanzada tras el pre-enfriamiento de las hojas 

(alrededor de 6 °C), por lo que es probable que no se viera afectada a la actividad 

respiratoria del producto. En primavera sin embargo, con una temperatura superior en el 

momento de la cosecha (12 °C), se redujo la tasa respiratoria del producto en aquellos 

sistemas que redujeron de forma más eficaz la temperatura a través de la masa del 

producto (HE y EV). Por lo tanto, las diferencias entre ensayos pueden deberse a las 

diferencias en temperatura en el momento de la cosecha, así como a otros factores como 

el efecto de la variedad y a otros factores agronómicos propios de la estación del año. 

Por otro lado, el daño celular en la hoja fue caracterizado mediante la detección de 

síntomas como la presencia de plasmólisis (separación entre la membrana plasmática y 

la pared celular) o una retracción del citoplasma. En otros estudios, estos síntomas han 

sido identificados en células con morfología de apoptosis similar a muerte celular 

programada en células senescentes tras la aplicación de un estrés, en respuesta a 

patógenos o durante el desarrollo del tejido (Levine y col., 1996; Delorme y col., 2000; 

Kacprzyk y col., 2011; Reape y McCabe, 2013). Además, la presencia de plasmolisis en 

plantas ha sido demostrada en plantas bajo estrés hídrico, salino y bajas temperaturas 

(Pareek y col., 1997; Stefanowska y col., 1999). Como ya se ha comentado, aunque el 

uso de muestras fijadas dificulta la distinción entre células vivas o senescentes, la 
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detección de estos síntomas morfológicos proporcionó información acerca de la 

severidad del daño ocasionado por los distintos sistemas de pre-enfriamiento. En este 

sentido, nuestros resultados muestran que en invierno no aparecieron diferencias 

significativas entre tratamientos, mientras que en el ensayo de primavera se observó una 

mayor sensibilidad de las hojas con un mayor nivel de tejido dañado justo tras el 

enfriamiento en las muestras tratadas con los sistemas EV y EAF. Además, este mayor 

daño en las hojas se relacionó con una mayor deshidratación del producto justo tras el 

enfriamiento. Además, en el producto envasado en ambos ensayos se observó una 

menor valoración en calidad visual y un mayor nivel de hojas dañadas en el caso de las 

muestras tratadas con EV. He y col. (2004) observaron en lechuga iceberg que el 

proceso de enfriamiento mediante vacío producía una variación en su ultraestructura, 

con la detección mediante microscopía electrónica de transmisión de plasmólisis 

celular, estructura irregular en la membrana plasmática y discontinuidad en el 

tonoplasto, especialmente en el caso de la aplicación de una reducción de presión 

rápida. Sin embargo una reducción de presión moderada condujo a una menor variación 

de la ultraestructura y una mayor calidad y vida útil de la lechuga iceberg (He y col., 

2004). Muchos productos son más susceptibles al daño por compresión e impacto 

cuando están fríos, por lo que la aplicación de EV podría resultar en una mayor 

fragilidad del producto. Además, el uso de una velocidad de reducción de presión 

inadecuada puede producir un daño en el tejido por la rápida y forzada entrada de agua 

en el tejido o afectar significativamente a la pérdida de masa del producto (Thompson y 

col., 2008; Ozturk y Ozturk, 2009). Por lo tanto, aunque el tratamiento con EV redujo la 

actividad respiratoria del producto y el agua remanente derivada de su aplicación 

permitió una posterior hidratación de las hojas, en las condiciones del estudio fue un 

tratamiento demasiado agresivo para las hojas de espinaca ‘baby’ como muestran los 
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resultados de daño celular registrados justo tras la aplicación del tratamiento y la menor 

calidad sensorial del producto en conservación. 

Los distintos parámetros analizados en este estudio muestran una mayor sensibilidad 

a los distintos tratamientos de pre-enfriamiento aplicados en la cosecha de primavera 

que en la de invierno. Esto puede deberse a un efecto de la variedad, condiciones 

ambientales o factores agronómicos propios de la estacionalidad de los cultivos 

(Varoquaux y col., 1996; Gruda, 2005; Lester y col., 2013; Singh y col., 2014). 

4.  Influencia de la exposición en distintas condiciones de luz y de atmósfera 

durante la vida útil de espinaca ‘baby’ mínimamente procesada 

Los resultados recogidos en el Capítulo VII muestran que en espinaca ‘baby’ 

envasada en atmósfera modificada (MAP) las distintas condiciones de iluminación 

aplicadas durante la conservación afectaron a la composición gaseosa del espacio de 

cabeza. El tratamiento con oscuridad continua registró la mayor modificación de la 

atmósfera inicial de envasado y el tratamiento de luz continua obtuvo la menor 

modificación, mientras que el tratamiento con fotoperiodo registró una modificación 

intermedia. El consumo de O2 medido como tasa respiratoria de las muestras 

conservadas en oscuridad fue mayor que aquellas conservadas en luz o fotoperiodo. 

Estos resultados coinciden con lo descrito en lechuga cortada para IV Gama y 

conservada a baja temperatura con unas condiciones de radiación lumínica similares, 6 

µmol m
−2

 s
−1

 obtenida mediante lámparas fluorescentes (Martínez-Sánchez y col., 

2011). Además, en otras hortalizas de hojas también se ha observado que radiaciones 

lumínicas de al menos 30 µmol m
−2

 s
−1

 conducen a una menor modificación de la 

composición gaseosa del espacio de cabeza comparado con la conservación en 

oscuridad (Glowacz y col., 2014, Xiao y col., 2014). Estos autores atribuyen la menor 

modificación de la atmósfera en el interior del envase durante la exposición a la luz a 
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que el consumo de oxígeno por parte del producto es compensado por su producción a 

causa de la fotosíntesis (Martínez-Sánchez y col., 2011; Glowacz y col., 2014; Xiao y 

col., 2014). En este estudio, las distintas atmósferas generadas bajo las distintas 

condiciones lumínicas afectaron a las propiedades sensoriales, el contenido en agua, la 

fluorescencia de la clorofila y el pH de espinaca ‘baby’. El estudio con atmósfera 

controlada (AC) permitió aislar el efecto de la luz del efecto de la composición 

atmosférica, y de esta forma profundizar en los mecanismos causantes de los cambios 

de calidad en el producto. Las condiciones de atmósfera controlada de 0.5 kPa O2 + 10 

kPa CO2 frenaron los procesos de senescencia de la hoja registrando un menor nivel de 

células dañadas y una menor extensión de peroxidación lipídica y degradación de la 

clorofila; sin observarse un efecto por parte de las condiciones de luz aplicadas. De 

forma general, baja presión parcial de O2 y elevada de CO2 reducen la tasa respiratoria y 

de degradación del producto conservado (Kader y col., 1989). Estudios histológicos 

llevados a cabo por Tudela y col. (2013) mostraron que espinaca ‘baby’conservada con 

baja presión parcial de O2 (pO2) y elevada presión parcial de CO2 (pCO2) presentó 

menos síntomas de daño celular comparado con hojas conservadas con moderada pO2 y 

elevada pCO2.  

Durante la conservación, el efecto de la exposición a la luz en el contenido en 

clorofilas de la hoja presenta cierta controversia. Mientras que algunos estudios 

muestran mayor contenido de clorofilas por la exposición a la luz (Noichinda y col., 

2007; Zhan y col., 2012; Costa y col., 2013; Gergoff Grozeff y col., 2013) otros 

estudios muestran lo contrario (Glowacz y col., 2014). Nuestros resultados muestran 

que el contenido en clorofilas de espinaca ‘baby’ se preserva mejor con baja pO2 y 

elevada pCO2 que en aire, sin que se registre una influencia de las condiciones de luz 

aplicadas. Numerosos estudios han demostrado que el contenido en clorofilas en 
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hortalizas de hoja se preserva con una elevada pCO2 (Herner, 1988; Philosoph-Hadas y 

col., 1993, Fernández-León y col., 2013), que a su vez frena la aparición de otros 

síntomas de deterioro de la hoja como la peroxidación lipídica, degradación de proteínas 

y pudrición de la hoja (Philosoph-Hadas y col., 1993, Lers y col., 1998, Kenigsbuch y 

col., 2014). 

En espinaca, se han observado incrementos de pH en el producto cuando las hojas se 

conservan con alta pCO2 (Burgheimer y col., 1967). Se ha descrito que este aumento de 

pH se debe a la acumulación de compuestos alcalinos y no a la pérdida de ácidos 

orgánicos (Burg, 2004). En estudios previos, se ha descrito una acumulación de amonio 

en espinaca ‘baby’ expuesta a CO2 (Cantwell, 2010, Tudela y col., 2013). La 

acumulación de amonio puede ser tóxica para la células vegetales (Toivonen, 1997), por 

lo que se considera un buen indicador de daño por CO2 en espinaca (Rodriguez y 

Cantwell, 2002). Los resultados de nuestro estudio en atmósfera controlada muestran 

que, independientemente de las condiciones de iluminación aplicadas, el nivel de pH fue 

mayor en baja pO2 y elevada pCO2 que en aire debido al efecto del CO2. A su vez, en 

espinaca ‘baby’  en MAP el nivel de pH aumenta cuando la pCO2 aumenta en el espacio 

de cabeza, mostrando la mayor pCO2 en oscuridad. Los resultados obtenidos en AC 

muestran que el nivel de pérdida de electrolitos se ve afectado principalmente por la 

composición atmosférica, con altos niveles en baja pO2 y elevada pCO2, coincidiendo 

con los mayores niveles de pH. El incremento en pérdida de electrolitos ha sido 

tradicionalmente atribuido a la ruptura de membranas celulares. Sin embargo, en 

espinaca se ha observado que el aumento el nivel de pérdida de electrolitos puede 

aumentar a causa de una acumulación de amonio en los tejidos, incluso sin que se 

registre un incremento en la ruptura celular durante la senescencia de la hoja (Rolny y 

col., 2011). Nuestros resultados en pérdida de electrolitos podrían explicar el daño 
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causado por el contenido en amonio mientras que los resultados en peroxidación de 

lípidos y morfología celular podrían reflejar un daño oxidativo de las membranas 

celulares. 

La medida de fluorescencia de la clorofila a en hortalizas de hojas proporciona 

información relacionada con la eficiencia de la fotosíntesis y la energía disipada en el 

proceso mediante técnicas no destructivas (Maxwell y Johnson, 2000). Esta técnica se 

utiliza para monitorizar la senescencia durante la conservación de diferentes productos 

como lechuga, espinaca y canónigo (Schofield y col., 2005; Ferrante y Maggiore, 2007; 

Baldasarre y col., 2011), así como el desarrollo de pudriciones en lechuga (Simko y 

col., 2015).  

El rendimiento cuántico máximo y rendimiento cuántico efectivo del fotosistema II 

(PSII) vienen representadas por Fv/Fm y Y(II), respectivamente. Ambos representan la 

proporción de luz absorbida por la clorofila asociada al PSII que es utilizada en proceso 

fotoquímicos (Maxwell y Johnson, 2000). En hojas maduras de espinaca conservadas en 

oscuridad Gergoff Grozeff y col. (2013) observaron que un tratamiento previo con 

pulsos de luz de baja intensidad (30 µmol m
−2

 s
−1

) frenaron el descenso de Fv/Fm 

durante la conservación. Los resultados de nuestro estudio en AC muestran que el 

rendimiento cuántico del PSII se preservó mejor en aire independientemente de las 

condiciones de luz aplicadas, mostrando los niveles más altos de Fv/Fm and Y(II). 

Además, los mayores niveles de rendimiento cuántico de la disipación de la energía no 

regulada Y(NO) se registraron en la condiciones de elevada pCO2, tanto en AC como en 

MAP. El parámetro Y(NO) representa la fracción de energía disipada pasivamente en 

forma de calor y fluorescencia. Niveles elevados de Y(NO) reflejan una pérdida en la 

efectividad de los procesos de fotoprotección del aparato fotosintético (Klughammer y 

Schreiber, 2008; Bürling y col., 2010). Además, los bajos niveles de eficiencia 
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fotosintética coincidieron con las condiciones que condujeron a elevados niveles de pH 

y pérdida de electrolitos, por lo que podría estar relacionado con el efecto tóxico o 

estresante del CO2 a nivel celular. 

Los resultados del estudio en MAP muestran que la conservación en oscuridad 

preservó mejor el contenido en agua y la calidad visual de la hoja comparado con la 

exposición a luz y fotoperiodo. En productos mínimamente procesados, la exposición a 

la luz normalmente afecta a la hidratación de la hoja ya que aumenta su transpiración 

debido a la elevada conductancia estomática que acelera la pérdida de agua por parte del 

tejido (Noichinda y col., 2007; Lester y col., 2010; Zhan y col., 2013; Glowacz y col., 

2014; Xiao y col., 2014). En nuestro estudio en AC ni la calidad visual ni el contenido 

en agua de la hoja se vio afectado por las condiciones de luz aplicadas. El contenido 

atmosférico del interior de los recipientes fue continuamente humidificado para prevenir 

la deshidratación causada por el flujo a través del sistema, lo que interfirió en la posible 

pérdida de agua debido al efecto de la exposición a la luz. 

Una baja pO2 y alta pCO2 frenó el crecimiento de Pseudomonas spp estando estos 

resultados de acuerdo con los observados en espinaca ‘baby’ conservada con baja pO2 y 

alta pCO2 (Tudela y col., 2013). Esto significa que el crecimiento de  Pseudomonas spp. 

no es el responsable de los malos aromas en espinaca ‘baby’ ya que el desarrollo de 

malos aromas aumento con baja pO2 y alta pCO2 donde se registró un contaje 

microbiano menor. Son necesarios más estudios acerca de los mecanismos que 

promueven el desarrollo de malos aromas en espinaca ‘baby’ y discutir estrategias para 

controlarlo ya que continua siendo el mayor problema de este producto (Tudela y col., 

2013).  

La ausencia de un efecto directo de la exposición a la luz en algunos de los 

parámetros evaluados en este estudio puede  deberse a la baja intensidad lumínica 
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aplicada (5 µmol m
−2

 s
−1

)  comparada con otros trabajos donde se aplican al menos 20 

µmol m
−2

 s
−1

. Sin embargo, los resultados mostraron que una exposición a la luz, 

incluso de muy baja intensidad, puede afectar al contenido en agua y la actividad 

respiratoria de espinaca ‘baby’ y provocar cambios en la calidad del producto. Por lo 

que la influencia de estas condiciones deben ser tenidas en cuenta durante la cadena de 

distribución y venta de espinaca de ‘baby’. 
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Influencia del estrés salino en la calidad de lechuga ‘multi’ como materia prima 

y posibles implicaciones en la procesabilidad.  

Tras 10 días detratamiento, el estrés salino afectó al crecimiento, apariencia visual, 

color, resistencia física, contenido en pigmentos fotosintéticos y compuestos fenólicos 

así como a la anatomía interna de las hojas de lechuga. Numerosos estudios avalan que 

el estrés salino puede mejorar la procesabilidad, vida útil y aceptación de lechuga para 

IV Gama. En nuestro estudio, se observaron cambios en parámetros potencialmente 

relacionados con la procesabilidad de lechuga ‘multi’. Los resultados muestran que el 

estrés salino provoca cambios estructurales que pueden asociarse a una mayor 

resistencia física, como el aumento en la elasticidad de la hoja y una mayor 

compactación de los tejidos. Además, los cambios observados en el contenido en agua 

de la hoja puede mejorar su procesabilidad al reducirse su turgencia y fragilidad, y en 

consecuencia el posible daño durante el procesado. Además, aumentó el contenido en 

compuestos fenólicos, aumentando la capacidad antioxidante del producto. Sin 

embargo, se observaron efectos negativos del estrés salino como una reducción del 

crecimiento de la lechuga y una menor viveza del color. 

Efecto del momento del día de recolección y la demora hasta el procesado en la 

calidad de espinaca ‘baby’ mínimamente procesada. 

La hora del día en la que se realizó la recolección afectó a la tasa de transpiración y 

en consecuencia al contenido en agua de espinaca ‘baby’. En invierno, las diferencias 

observadas entre cosechas se redujeron con el tiempo de demora hasta el procesado, 

mientras que en primavera las diferencias observadas entre las cosechas del día se 

mantuvieron a lo largo de la conservación del producto. Por lo tanto, el momento del día 

para la recolección no afectó a la calidad de espinaca ‘baby’ mínimamente procesada en 
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invierno. Sin embargo, en primavera las hojas de espinaca ‘baby’ cosechadas a primera 

hora de la mañana (8:30 h) proporcionaron un producto con mayor contenido en agua, 

viveza del color, textura firme, buena calidad visual así como menor tasa respiratoria. 

En invierno, el tiempo de demora hasta el procesado redujo las diferencias observadas el 

día de la cosecha, sin diferencias entre la demora de 24 o 48 h hasta el procesado. Sin 

embargo, en primavera la mejor calidad del producto cosechado a primera de la mañana 

se mantuvo con las demoras de 3, 24 o 48 h hasta el procesado. Otros estudios han 

puesto de manifiesto que la hora del día para la cosecha presenta un efecto variable en 

diferentes especies y variedades vegetales. Los resultados de nuestro estudio sugieren 

que las hojas de espinaca ‘baby’ podrían ser cosechadas a cualquier hora del día en 

invierno, mientras que en primavera se recomienda cosechar a primera hora de la 

mañana. Además, las hojas de espinaca ‘baby’ tolerarían una demora hasta el procesado 

de hasta 48 h, sin que se afecte significativamente a su calidad.  

Efecto de distintos sistemas de enfriado de uso industrial en la calidad de 

espinaca ‘baby’ mínimamente procesada. 

Según este estudio, el pre-enfriamiento de espinaca ‘baby’ se recomienda 

especialmente en los periodos cálidos. Los sistema de hidro-enfriamiento (HE) y 

enfriamiento por vacío (EV) son los sistemas que mejor redujeron la tasa respiratoria y 

evitaron la pérdida de agua del producto. El mayor contenido en agua de las hojas se 

relacionó con una mayor viveza en el color. Sin embargo, aunque las hojas se hidrataron 

en el tiempo posterior a su enfriado mediante EV, en primavera el daño celular 

registrado justo tras el enfriado refleja la severidad de este sistema para ‘hojas jóvenes’. 

Además, el agua remanente en la superficie de la hoja derivada de la aplicación de los 

sistemas de HE y EV no potenció el desarrollo de podredumbres. En primavera, la 

reducción en la tasa respiratoria de espinaca ‘baby’ en el caso de HE y EV redujo los 
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cambios en la composición gaseosa del espacio de cabeza en las bolsas, lo que puede ser 

importante en el diseño del envase. Nuestros resultados muestran que las condiciones de 

EV aplicadas en este estudio redujeron ligeramente la calidad sensorial del producto 

debido al aumento del daño mecánico en las hojas por el aumento de su fragilidad y 

daño celular. Son necesarios más estudios específicos para determinar en este sistema 

de enfriamiento la tasa óptima de reducción de presión y el tiempo necesario para 

recuperar la presión atmosférica, y de esta forma prevenir el daño en el tejido provocado 

por la entrada rápida de agua a causa del vacío generado. 

Influencia de la exposición a distintas condiciones de luz y de atmósfera durante 

la vida útil de espinaca ‘baby’ mínimamente procesada. 

En las condiciones de nuestro estudio, la atmósfera modificada es la principal causa 

de los cambios en calidad observados cuando las hojas de espinaca ‘baby’ se exponen a 

diferentes condiciones de iluminación durante la conservación. Los efectos beneficiosos 

o estresantes de la exposición a la luz y a la atmósfera modificada generada dependen 

del parámetro analizado. En condiciones de exposición a la luz, se generó una menor 

atmósfera modificada en el envase con elevada presión parcial de O2 (pO2) y baja 

presión parcial de CO2 (pCO2). Estas condiciones de atmósfera de conservación fueron 

perjudiciales con una aceleración del progreso de senescencia del tejido con las 

características de un estrés oxidativo (células dañadas, peroxidación de lípidos y 

degradación de clorofila) y un mayor crecimiento bacteriano. En condiciones de 

oscuridad, se generó una mayor modificación de la atmósfera en el envase con baja pO2 

y elevada pCO2. Estas condiciones de atmósfera de conservación fueron también 

perjudiciales debido al intenso desarrollo de malos aromas, el aumento en el pH y 

pérdida de electrolitos y la reducción en los valores de eficiencia fotosintética. El único 

efecto directo observado a causa de la exposición a la luz fue la pérdida de agua y en 
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consecuencia la disminución de calidad visual de las hojas, aunque en condiciones de 

atmósfera controlada se previno por la humidificación de la atmósfera. Se recomiendan 

niveles moderados de O2 y CO2 alcanzados en este estudio en las condiciones de 

fotoperiodo para frenar tanto la senescencia como el daño oxidativo y por CO2 en hojas 

de espinaca ‘baby’ mínimamente procesada. 
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