UNIVERSIDAD AUTONOMA CHAPINGO

DEPARTAMENTO DE INGENIERIA AGROINDUSTRIAL

CALIDAD Y ESTABILIDAD MICROBIOLOGICA DEL JUGO DE TUNA
BLANCA (Opuntia albicarpa), OZONIZADO Y PRESURIZADO

TESIS

QUE COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRO
EN CIENCIAS:

EN CIENCIA Y TECNOLOGIA AGROALIMENTARIA

PRESENTA:

VIDAL MENDEZ FRANCISCO

Enero de 2015

Chapingo, Texcoco Estado de México.

-\
|V



CALIDAD Y ESTABILIDAD DEL JUGO DE TUNA BLANCA (Opuntia
albicarpa), OZONIZADO Y PRESURIZADO

Tesis realizada por Francisco Vidal Méndez bajo la direccion del Comité Asesor
indicado, aprobado por el mismo y aceptado como requisito para obtener el grado
de:

MAESTRO EN:

CIENCIA Y TECNOLOGIA AGROALIMENTARIA

DIRECTOR: /% .

CODIRECTOR: (A 7}_"‘,,,;,)?3;4,@

DRA. MA. ROSARIO GARCIA MATEOS

ASESOR:

DRA. MA. CARMEN YBARRA MONCADA

Chapingo, Texcoco Estado de México, Enero 2015 *



DEDICATORIA

A mi mamds Angela, A mis hermanos, Naty, Mimi, Cande; Lito-
Robertini.. Por todo el amor, cowrio- y apoyo- que me harv
brindado-

A miy amigoy Julietoy, Heidi, Alfredo; por suw bonitw amistad y
v estaw persona especial que hav estado- v mi lado-y que me ha
brindado- sw cawriino-y apoyo-.. Angélico



AGRADECIMIENTOS

*Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia por haber financiado mis estudios de
posgrado.

+A la Universidad Auténoma Chapingo por abrirme sus puertas al conocimiento y
darme la oportunidad de cumplir una meta méas en mi vida profesional.

« Al Dr. Joel Corrales por su paciencia y ayuda invaluable en la realizacion de este
trabajo de investigacion.

+A la Dra. Rosario Garcia Mateos por su tiempo y gran ayuda en la realizacion y
término de este trabajo.

= A la Dra. Ma. Carmen Ybarra Moncada por su apoyo y buena disposicién.

*A Departamento de Alimentos y Biotecnologia Facultad de Quimica de la Universidad
Nacional Auténoma de México (UNAM) en especial al Dr. Alberto Tecante y a la I.A.

Mariana Ramirez por su valiosa disposicién y ayuda.



DATOS BIOGRAFICOS

Francisco Vidal Méndez, nacio el 3 de mayo de 1989 en Tuxtepec, Oaxaca. Originario
de Isla San Miguel Soyaltepec, Estado de Oaxaca. De 2004-2011 realizé sus estudios en
la Universidad Autonoma Chapingo (UACh). En 2012 obtuvo el titulo de Ingeniero
Agroindustrial con el tema de tesis “Estudio de Factibilidad Técnico-Econdmico para la
Instalacion de un Molino de Trigo en Jilotepec, Estado de México. En 2012 ingresa a la
Maestria en Ciencia y Tecnologia Agroalimentaria del Departamento de Ingenieria

Agroindustrial.



Calidad y estabilidad microbioldgica del jugo de tuna blanca (Opuntia albicarpa),
ozonizado y presurizado
Quality and microbiological stability of white cactus pear juice (Opuntia albicarpa),
ozonated and pressurized
Vidal M.,FL.; Corrales G., J.J%

RESUMEN

Los tratamientos térmicos son los métodos
usados convencionalmente por la industria
alimentaria para inactivar microorganismos
y enzimas, estos ultimos aceleran la
descomposicion natural de los productos
perecederos y ponen en peligro al
consumidor. Sin embargo, las desventajas
de los tratamientos térmicos, son exponer
los alimentos a elevadas temperaturas, esto
es perjudicial en los atributos de calidad de
los alimentos, por lo cual estos tratamientos
no se aplican en jugo de tuna debido a la
alta termolabilidad de los compuestos
quimicos responsables de su aroma y sabor.
El de la presente investigacion fue evaluar
métodos no térmicos para estabilizar
microbioldgica, sensorial, y
nutracéuticamente el jugo de tuna. El jugo
se obtuvo manualmente, se someti6 a
tratamientos de presurizacion (100-400
MPa-5 min.) y Ozonizacion (180 mg de
Oz*hr™ por 3,6 y 8 min). Se cuantifico los
efectos letales en las bacterias mesofilas
aerobias (BMA),coliformes, Staphylococcus
aureus, y la presencia de hongos vy
levaduras, asi como las caracteristicas
fisicoquimicas (pH, actividad antioxidante,
SST, acidez). Hubo reduccion significativa
de (6.5 logi,QUFC mL™ a 2.9 log UFC mL™)
de BMA siendo el nivel 400 y ozonizado a
8 min los tratamientos que redujeron
significativamente el log,,UFC mL™., el
ozonizado a 8 min de exposicion logrd
eliminar totalmente el logy,UFC mLde S.
aureus. De igual manera tuvo efecto
positivo en la ausencia de los hongos y
levaduras, sin embargo redujo la actividad
antioxidante de 4.66 a 1.33 mg ET -100 mL
m. Acidez de 5.65 a 277 % vy los
pardmetros de color (136.26 a 126.32) y
chroma (6.39 a 5.15). Palabras clave:

capacidad antioxidante,unidades formadoras
de colonias (log UFC), no climatéricos.

Tesista
Director de tesis?

Vi

ABSTRACT

Heat treatments are methods conventionally
used by the food industry to inactivate
microorganisms and enzymes. The latter
accelerate  natural  decomposition  of
perishable products and endanger the
consumer. However, thermal treatments
have the disadvantage of exposing food to
high temperatures that are detrimental to
quality attributes of the food. For this
reason, these treatments are not applied to
cactus pear juice due to the high
thermolability of the chemical compounds
responsible for its aroma and flavor. The
objective of this study was to evaluate non-
thermal methods for stabilizing
microbiological, sensory, and nutraceutical
attributes of cactus pear juice. Juice
obtained manually was subjected to
pressurization treatment (100-400 MPa ¢ 5
min) and ozonation (180 mg O; * 3.6 hr-1
and 8 min). Lethal effects on aerobic
mesophilic bacteria (AMB), coliforms,
Staphylococcus aureus, and fungi and
yeasts, as well as the physicochemical
characteristics (pH, antioxidant activity,
TSS, acidity) were quantified. Significant
reduction (6.5 logecfu mL? to 2.9
log;,cCFUML™) of AMB at level 400 and
ozonated 8 min significantly reduced the
log,o«CFUML™. The 8 min ozonated
exposure  succeeded in  completely
eliminating the logUFC mL™ of S. aureus.
Similarly, it had positive effects on the
absence of fungi and yeasts but reduced
antioxidant activity (4.66- 1.33 mg ET -100
mL m.), acidity 5.65- 2.77 %, and color
parameters hue (136.26- 126.32) y chroma
(6.39 -5.15). Keywords: antioxidant
capacity, colony forming units (log;,CFU),
perishable.
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1. INTRODUCCION

El nopal configura una de las imagenes que caracteriza con propiedad a la cultura
mexicana. México es el mayor productor del mundo del cultivo de nopal tunero, posee
la mayor cantidad de variedades, ofreciendo tunas amarillas, blancas, rojas y
anaranjadas, basadas en la riqueza de su material genético, lo extenso de sus recursos
agroclimaticos y la tradicion del cultivo y uso de esta planta por los campesinos

mexicanos (Mondragén et al., 2009).

La actividad metabdlica de las tunas en postcosecha se considera baja por tratarse de
frutos no-climatéricos. Sin embargo, sufren deterioro causado principalmente por los
dafios, lesiones, infecciones patoldgicas ocasionadas durante su corte y manejo
postcosecha y las fisiopatias o0 enfermedades fisiologicas (dafios por frio) causadas por la
frigoconservacién cuando las bajas temperaturas y los tiempos de exposicion exceden

los limites bioldgicos de cada especie y variedad (Flores et a., 1995b).

Existe tambien pérdida por sobreproduccion, debido a los bajos precios del mercado y
las pérdidas se dan principalmente por falta de consumo alternativo como jugos de tuna

(Flores et al., 1995a).

Desde tiempos prehistoricos, el hombre ha desarrollado distintos sistemas para conservar
los alimentos y lograr que estos guarden sus propiedades nutrimentales. Primero utilizd
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ceniza, miel y sal para evitar el deterioro de las bayas y raices. Mas tarde, aprendi6 a
utilizar la desecacion y el ahumado, asi como la nieve y el frio de las cavernas para

guardar los alimentos y consumirlos en épocas de escasez (Del Pozo et al., 2007).

Més tarde, en 1850, Pasteur demostré que los microorganismos eran los principales
responsables del deterioro de los alimentos y que dicha alteracion podia evitarse
mediante un tratamiento térmico. Este proceso, conocido como pasteurizacion, se sigue
utilizando en la actualidad en muchos alimentos. Los esfuerzos realizados en los ultimos
afios han sido dirigidos al desarrollo de tratamientos térmicos que garanticen la
estabilidad y seguridad de los alimentos sin afectar a su calidad. Con este objetivo se han
disefiado los tratamientos de ultra pasteurizacion térmica por sus siglas en inglés (UHST
Ultra High Temperature Short Time), seguidos de un envasado aséptico (Del Pozo et al.,

2007).

Estos procesos, que permiten el tratamiento de alimentos liquidos en tan solo unos
segundos a temperaturas de hasta 150 °C, son menos agresivos para el valor nutritivo y
las caracteristicas sensoriales de los alimentos. Sin embargo, esto no ha sido suficiente
ya que en la actualidad la demanda se enfoca hacia alimentos funcionales y productos
que conserven su calidad nutrimental, organoléptica y sensorial con una degradacion
minima o nula. En los ultimos afios también se han generado necesidades de
procesamiento de nuevos productos que hasta hace poco resultaban imposibles de

encontrar en el mercado (Del Pozo et al., 2007).

La necesidad de mantener la calidad sensorial de un alimento ha tomado mayor

importancia en la busqueda de nuevas alternativas de tratamientos menos drasticos, por



lo que para esta investigacion se propone el uso de altas presiones (presurizacion) y la
ozonificacion, técnica muy comun usada en la purificacion de agua para consumo
humano. Cao et al. (2011) considera que el uso de la alta presion hidrostatica, mejor
conocida como HHP por sus siglas en inglés (High Hydrostatic Pressure), es la técnica
mas viable desde el punto de vista comercial. Dentro de las nuevas tecnologias,
unicamente la HHP ha demostrado la inactivacién de esporas y de algunas enzimas; de
esta manera se mantiene en el producto tratado, sus caracteristicas originales, como
frescura, sabor, olor, color, debido a que las moléculas pequefias como compuestos
volatiles, pigmentos, vitaminas, y otros compuestos asociados a la calidad sensorial,
nutrimental nutraceutica no son afectados (Del Pozo et al., 2007). El ozono es un
potente agente germicida capaz de eliminar bacterias, virus, hongos y quistes parasitos,
todo ello sin provocar la formacion de compuestos toxicos ni dejar residuos, puesto que
se descompone espontaneamente en Oxigeno (Galindo y Lissette, 2006). La tuna juega
un papel muy importante para los mexicanos, es un simbolo de identidad y cultura, el
nopal se encuentra en la bandera que es nuestro simbolo patrio; por otra parte el
considerar su conservacion y diversificacion de la produccién al tratar de elaborar un
producto como lo es el jugo de tuna, se pretende que al consumirse, se evoque Su origen,
se conserven todas las caracteristicas de calidad: nutricional, sensorial y fisicoquimica,

que pierde facilmente con cualquier tratamiento térmico.



2. MARCO TEORICO
La familia Cactaceae es endémica del continente americano, lo que significa que antes
que el hombre distribuyera plantas de esta familia, no existia en Europa, Africa, Asia ni

en Oceania (Corrales y Flores, 2003).

El fruto de la tuna asi como el nopal verdura (nopalito) han sido alimentos tradicionales
en la dieta del pueblo mexicano desde la antigiedad. En la postcosecha de tunas y
nopalitos se incluyen dos grandes aspectos que siempre van relacionados: la fisiologia y
la tecnologia. La primera aborda aspectos del funcionamiento biolégico de los productos
en postcosecha (cambios morfolégicos, biogquimicos y metabdlicos); la segunda tiene
que ver con el manejo tecnificado de los productos, considerando su fisiologia, su
naturaleza perecedera y, ademas, las exigencias comerciales para mantener al maximo

posible sus atributos de calidad al minimo costo (Corrales, 2000).

2.1 Fisiologia de la tuna
La fisiologia postcosecha de la tuna es un proceso que da continuidad a los procesos
fisioldgicos de precosecha, es decir, a la fisiologia del desarrollo del fruto. El fruto de

tuna deriva de un ovario infero, unilocular, con placentacion parietal (Corrales, 2000).

2.2 Paises productores de tuna en el mundo
Si bien es cierto que ni el numero de productores que aprovechan comercialmente al

nopal y ni las superficies de plantaciones comerciales resultan tan significativas como en



otras cadenas productivas en el contexto agropecuario del pais, si lo es la produccion que

aportan.

En el mundo son cada dia mas los paises que estan desarrollando el cultivo del nopal
tunero, destacando entre ellos: México, Chile, Argentina, Bolivia, Pert, Colombia,
Estados Unidos, Sudéafrica, Marruecos, Argelia, Egipto, Jordania, Pakistan, Israel,

Grecia, Italia, Espafa y Portugal (Mufioz, 2009).

2.3 Paises consumidores

Debido a la globalizacion el mercado internacional del consumidor de tuna esta abierto a
cualquier pais, pero esto hace que se demanden productos de excelente calidad, que para
el caso de México, son pocos los estados que poseen la infraestructura y los medios para
poder producir bajo estas caracteristicas. El principal destino de las exportaciones de
México es el mercado estadounidense, principalmente con destino a los connacionales,
en los ultimos afos los productores mexicanos han mostrado un gran interés en el

mercado oriental en especifico Japon (Mufioz, 2009).

2.4 Distribucidn geografica de la tuna en México

Los nopales tuneros se cultivan principalmente en las zonas aridas del altiplano, donde
la economia de muchos pobladores depende en gran medida de la tuna. En dichas
poblaciones, se consume o se vende la fruta silvestre recolectada o producida. Existen
tres zonas productoras de tuna en México, constituida a su vez por nueve estados

(Cuadro 1).



Los productores de las regiones Sur y Centro no dependen al 100% de una variedad,
algunas huertas producen la burrona, cristalina y rojo pelon, ademés de las

recomendadas para el estado de Puebla.

Cuadro 1. Zonas productoras de tuna en México.

Zona Estados productores

Centro-Norte Zacatecas, San Luis Potosi, Jalisco,
Guanajuato, Aguascalientes

Centro Hidalgo, Estado de México

Sur Puebla y Oaxaca.

Fuente: Mondragon (1994).

2.5 Variedades

En el Cuadro 2 se muestran las principales variedades de nopal tunero presentes en
México. La mayoria se encuentran clasificadas con los nombres regionales. Las
variedades de nopal cultivadas para producir tuna, se desarrollan con la intervencion del
hombre durante miles de afios en los agostaderos y los huertos familiares (Corrales,

2003).

Cuadro 2. Variedades de tuna producidas en México.

Estado productor Variedades de tuna

Zacatecas Burrona, Cristalina, Rojo peldn, Rubi,
Reyna, Torreoja, Amarilla, Monteza,
Amarilla Huesona, Picochulo y Cardon.

Jalisco Torreojo, Amarilla Huesona, Picochulo y
Cardon, Gavia, Rojo pelon, Rubi, Reyna.

San Luis Potosi Miquihuana, Cardén, Cristalina, Torreoja,
Morada, Picochulo.

Aguascalientes Cardon

Guanajuato Reyna, Rojo peldn, Cardén.

Querétaro Esmeralda y Cardon.

Durango Cardon

Hidalgo Alfajayucan

Puebla Villanueva

Tamaulipas Miquihuana

Fuente: Elaboracion propia con datos SIAP (2004).



2.6 Canales de comercializacion
La comercializacion de la tuna es sin duda la fase mas importante de toda la cadena de
produccidn-consumo, pues generalmente es aqui donde se establece la rentabilidad del

producto (Flores et al., 1995).

La forma de comercializacién de la tuna en México es variada, en algunas regiones
como Puebla, existen productores que son propietarios de locales donde comercializan
su producto, y en algunos casos estos mismos compran la fruta a otros productores de la
misma region para venderla en los mercados de Chiapas, Oaxaca, Guerrero, Veracruz,
Jalisco, Nuevo Leon y Guanajuato (Corrales y Flores, 2003). En la comercializacion de
la tuna se pueden distinguir dos canales bien diferenciados entre si: el mercado interno y
el mercado externo (Figura 1). En el mercado interno los canales de comercializacion
mas frecuentes identificados para la tuna comienzan con un acopiador que normalmente
posee los equipos para desespinar y empacar el producto. Ocasionalmente algunos
productores cuentan con su propia desespinadora. Los mayoristas 0 transportistas
generalmente adquieren la fruta desespinada y empacada para venderla a las centrales de

abastos de los grandes centros de consumo (Flores et al., 1995).
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Figura 1. Canales de comercializacion de tuna para el mercado nacional.

Fuente: ASERCA, 19909.



La comercializacion de tuna se realiza de diferentes formas complementarias: a) en
ocasiones entregan en plantas para mercado nacional o exportacién. b) la mayoria son
entregados en bodegas de los mercados nacionales o exportacion o bien en las bodegas
de las grandes cadenas de tiendas de autoservicio (Figura 2). EI mercado externo es el
siguiente: en el proceso de exportacion, los agentes mas importantes en el sector interno
son el productor y el exportador, en el sector externo el recibidor (broker) y el mayorista,
junto a estos estos existen una serie de agentes denominados exportadores indirectos
cuyos aportes son principalmente en lo referente a transporte y embalajes, en forma
indirecta intervienen agentes como son el Banco de México de Comercio Exterior

(BANCOMEXT), agentes aduanales y otros (Flores et al., 1995 y ASERCA, 1999).

Productor

v 2
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EE.UU regional foraneo

Comercializadora

4

Tiendas de
autoservicio
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Figura 2. Canal de comercializacion de tuna para exportacion. Fuente: ASERCA, 1999.



2.7 Composicion quimica

La tuna contiene aproximadamente el 83% de agua y el 10% se sucrosa, el resto es acido
tartarico, acido citrico, mucilago y otros mucopolisacaridos. La semilla contiene aceite,
acidos grasos, albumen y almidén. En materia seca, la mayor composicion de la pulpa y
de la piel son alcohol y carbohidratos solubles. La pulpa contiene glucosa 35% y
fructosa 29%, mientras que la cascara y semilla es de 5.1% y 8.3% y 11.8%
respectivamente. Las fibras de la pulpa son ricas en pectina (14.4%), la céscara y las
semillas son ricas en celulosa (2.09%) y contiene 3.4% de potasio (Mufioz, 2009). En el

Cuadro 3 se muestran la composicion de la pulpa y cascara de la tuna.

Cuadro 3. Composicion de la pulpa y céscara de la tuna.

Caracteristicas Pulpa Céscara
pH 6.04 £ 0.34 552+0.14
Acidez (% &cido citrico) 0.06 £ 0.05 0.17
Solidos solubles (°Brix a 20 °C) 13.87 £1.37 9.96 + 2.36
Viscosidad (mPa s) 129.47 £ 55.6 --
Glucosa(g -100g™ materia seca) 7.19+1.07 2.17+1.36
Fructosa (g -100g™" materia seca) 6.15+1.86 18+£1.12
Sacarosa (g -100g™ materia seca) 0.08 £ 0.08 0.32+1.18
Glucosa-fructosa™ 1.23+0.23 1.37 +0.57

Fuente: Séenz (2009).

La calidad de los frutos depende de varios factores entre ellos se encuentran
principalmente el cultivar y los manejos pre-cosecha que se le dan al cultivo, las
condiciones ambientales y factores fisioldgicos. El potencial de crecimiento del fruto

esta determinado por la efectiva polinizacion (Barbera et al., 1992).

2.8 Descripcion de algunos parametros de calidad en la tuna
Madurez. La madurez de la tuna esta determinada por el contenido de solidos solubles

totales (°Brix) el cual no debe ser menor a 12 % en todas las variedades comerciales y
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se verifica de acuerdo a la metodologia establecida por las normas mexicanas (NMX-

FF-015).

Color. El color de la tuna deber ser correspondiente a tipo comercial, clasificandose de

la siguiente manera:

Tuna blanca: Debe presentar en la cascara un color verde-amarillo claro que cubra como
minimo el 25% de su superficie al momento de su cosecha: ademas que el receptaculo

de las frutas debe ser plano.

Tuna amarilla: El fruto debe presentar en su cascara un color anaranjado palido claro
que cubre como minimo el 25% de su superficie al momento de la cosecha, ademas el

receptaculo debe estar ligeramente hundido.

Tuna anaranjada: El fruto debe presentar en su céascara un color anaranjado que cubra

como minimo el 25% de su superficie al momento de la cosecha.

Tuna roja: El fruto debe presentar en su cascara un color rojo que cubra como minimo el
25% se su superficie al momento de su cosecha, ademas que el receptaculo del fruto

debe estar hundido.

2.9 Patrén de respiracién

La tuna presenta un patrén respiratorio tipico de un fruto no climatérico, tal como lo
indican algunos autores (Cantwell, 1995; Corrales et al., 1997). Las variedades sin
semilla presentan consistentemente mayores tasas de respiracion que las normales. Esto
indica que, las tunas sin semilla presentan un metabolismo maés activo (Kader, 2002) y

tendrian menor vida de anaquel.
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2.10 Maduracién y cosecha

2.10.1 Maduracion

La maduracion es una serie de procesos que ocurren desde las Ultimas etapas de
crecimiento y desarrollo hasta las primeras etapas de senescencia, dando como resultado
caracteristicas estéticas y de calidad, debido a cambios en composicidén quimica, color,

textura y otros atributos sensoriales (Kader, 2005).

Los frutos climatéricos como la tuna (Kader, 2002), acumulan directamente
monosacaridos durante su crecimiento Yy por tanto, durante la maduracion no existen
incrementos significativos de su tasa respiratoria; sin embargo, al igual que los frutos
climatéricos sufren cambios de manera més lenta, estos cambios son: acumulacion de
azlcares y de solidos solubles, reduccion de la concentracion de &cidos organicos,
cambio de color y reblandecimiento de los tejidos que ocurren cuando el fruto esta aun
vascularizado con la planta. Estos frutos no responden a tratamientos de etileno excepto
en términos de degradacion de clorofila y tienen que ser cosechados completamente

maduros para alcanzar el mejor sabor y dulzor (Kader, 2005).

El color es consecuencia de los pigmentos presentes en la tuna; los pigmentos verdes en
su mayoria son clorofila, principalmente del tipo a y b ubicada en los tilacoides de los

cloroplastos (Inglese et al., 2002).

2.10.2 Cosecha
La cosecha de la tuna se lleva a cabo manualmente, para lo cual existen dos
modalidades: a) corte con giro o torsion del fruto y b) corte auxiliado con cuchillo, la

tuna se dafia menos cuando se corta con cuchillo (Corrales, 2003). La época de cosecha
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que se reporta es a partir del marzo, es cuando la fruta comienza a tomar una coloracién
amarilla y termina en agosto; en la zona centro es de julio a septiembre; y en la regién

centro-norte, desde finales de agosto hasta principios de noviembre (Mufioz, 2009).

La cosecha para el mercado nacional normalmente se realiza arrancando la fruta
mediante una torsion previa. Aunque esta practica provoca dafios en los tejidos
permitiendo la incidencia de bacterias o virus que disminuyen la vida de anaquel del
producto. Después de la cosecha las tunas se van recolectando en recipientes de campo
que generalmente son botes de ld&mina o cubetas de plastico. Las tunas deben depositarse
en estos recipientes con todo cuidado, porque pueden sufrir dafio mecénico por impacto

(Corrales, 2003).

Para el mercado de exportacion, la cosecha se realiza cortando la fruta en la base, con
herramientas como lo son cuchillos, permitiendo mayor tiempo de vida de anaquel, por

lo que se considera la practica mas recomendada.

2.11 Desespinado

Consiste en remover los aguates del fruto, lo que resulta absolutamente necesario para
poderlo comercializar. Esta operacion se puede realizar en forma manual o mecanica
(Corrales, 2003). El desespinado mecéanico (cepillado) de la fruta afecta adversamente la
conservacion de la calidad e incrementa la tasa de pérdida de agua y las pudriciones

(Inglese et al., 2002).

En algunas regiones productoras del centro y sur de México, esta operacion aun se
realiza en forma manual, barriendo al fruto con ramas o escobas hasta eliminar

totalmente los aguates, para ello, las tunas se extienden sobre el pasto y se dejan secar al
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sol hasta que se evapora el rocio para facilitar la remocion de los aguates, de lo

contrario, éstos se quedan adheridos al agua del rocio y al fruto (Corrales, 2003).

2.12 Encerado

Consiste en aplicar una emulsién de cera a las tunas, ya sea por inmersion o aspersion.
Estos se han venido utilizando desde hacia varios afios con el propdsito de controlar la
pérdida de agua por transpiracion, disminuir la intensidad de los cambios propios de la
maduracion y/o senescencia, como la respiracion, y proporcionar un mejor aspecto

visual a los frutos (mayor brillo), (Corrales, 2003).

2.13 Seleccion y empaque

La tuna se selecciona por tamafio y calidad, esta operacion la deben realizar las personas
gue estan suficientemente capacitadas para reconocer y separar frutos con dafios
mecanicos, podridos o malformados. La finalidad de empacar la tuna es proporcionarle
las condiciones adecuadas para que durante el transporte al mercado no se dafie. La
envoltura individual en papel muy delgado, pero resistente (tissue paper) da mayor
proteccién y presentacion al producto, ademas de que se conserva en mejores

condiciones y disminuye el contagio de pudriciones ente los frutos (Corrales, 2003).

2.14 Almacenamiento y transporte

En la mayoria de las frutas y como en la tuna, el factor mas importante para reducir el
deterioro es la temperatura baja, sin embargo, la frigoconservacion de tuna también
puede causar dafios por frio, dependiendo de algunos factores, como la temperatura, el

tiempo de exposicién y la variedad (Chavez y Saucedo, 1985).
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2.15 Tecnologia postcosecha

El manejo postcosecha que se le da a estos es y ha sido desde el princio muy sencillo y
poco tecnificado, sin embargo, el esquema productivo ha crecido y los sistemas de
distribucion y de comercializacion se han complicado: solamente algunas explotaciones
comerciales en México (especialmente aquellas que comercializan sus productos en el
mercado de exportacion y la de otros paises como Italia, Estados Unidos y Chile, han
desarrollado tecnologicamente este manejo (Corrales, 2003). En la postcosecha de tuna
se incluyen dos grandes aspectos que siempre van relacionados: la fisiologia y la
tecnologia. La primera aborda aspectos del funcionamiento bioldgico de los productos
en postcosecha (cambios morfoldgicos, bioquimicos y metabdlicos): la segunda tiene
que ver con el manejo tecnificado de los productos, considerando su fisiologia, su
naturaleza perecedera y, ademas, las exigencias comerciales para mantener al maximo

posible sus atributos de calidad al minimo costo (Corrales, 2003).

2.16 Fisiologia postcosecha de la tuna

La fisiologia postcosecha de la tuna es un proceso que da continuidad de los procesos
fisioldgicos de precosecha, es decir, a la fisiologia del desarrollo del fruto. La tuna es un
fruto no climatérico con baja respiracion (15-20 mL CO,-kg™ a 20 °C) y baja velocidad

de produccion de etileno (Cantwell, 1995).

Los cambios postcosecha de las caracteristicas internas como son el pH, acidez titulable,
solidos solubles, concentracion de acetaldehido son bajos, asi como el &cido ascérbico
puede decrecer dependiendo de las condiciones de almacenamiento (Inglese et al.,

2002).
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La firmeza de los frutos de tuna (medida en la cascara, después de remover la cuticula)
fue disminuyendo lentamente durante unos mes de almacenamiento a 20°C (Cantwell,
1986). En general, los cambios postcosecha en la firmeza de la tuna son menores a los
que presentan otros frutos (Tucker, 1993). La pérdida de peso en postcosecha, esta, se
debe principalmente a pérdida de agua por transpiracion. En el caso de la tuna si esta
Ilega a ser mayor del 8 % su aspecto se ve deteriorado por marchitez o arrugamiento, al

grado de que los frutos dejan de ser atractivos para el consumidor (Corrales, 2003).

Corrales (2009) encontr6 en tunas variedad blanca, después de 10 dias de
almacenamiento al medio ambiente un incremento del angulo de tono (Hue), y en
variedades denominadas “anaranjadas” y “rojas” una disminucion del angulo de tono, es

decir, que se tornaron mas rojas.

La tasa de respiracion que se presenta en la tuna en postcosecha es relativamente baja,
en comparacion con lo que se presenta otros frutos y ademas tiende a declinar, por lo

que este fruto ha sido caracterizado como no climatérico (Cantwell, 1995).

La tuna cosechada en cualquiera de los estados de madurez, verde, intermedio o

completamente maduro, produce niveles similares de CO, (Cantwell, 1995).

Cuando las frutas se remueven del almacenamiento refrigerado y se colocan en
condiciones que simulan la exposicion para la venta, usualmente se detecta incrementos

agudos en las tasas de respiracién y producciéon de etileno (Inglese et al., 2002).

2.17 Industrializacion de la tuna
Las principales razones de ser de la industrializacién y del procesamiento de los
productos perecederos son: conservarlos en buen estado por mas tiempo para su
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comercializacion en mercados diversos y distantes; ampliar su disponibilidad a lo largo
del afio: regular los precios en casos de sobreoferta del mercado en fresco; dar valor
agregado a los productos, generar empleos que beneficien y arraiguen a los productores.
Por lo anterior, la industrializacion de la tuna despierta mucho interés, dado que
tecnoldgicamente es posible, ademas de que puede ser econdémicamente viable y
rentable, dependiendo de algunos factores mercadotécnicos Yy organizacionales,
especialmente por el beneficio que representa para los productores agricolas marginales

de las zonas desérticas (Corrales y Flores, 2003).

2.17.1 Jugo de tuna

El jugo de tuna es el producto que queda al eliminar de la tuna la cascara, semilla y
pulpa. El proceso consiste en eliminar la cascara y la semilla en una despulpadora,
donde se obtiene el jugo grueso, al que se le separan los sdlidos mediante un proceso
mecénico, quedando el jugo, el cual puede ser utilizado asi o clarificado (Corrales y

Flores, 2003).

En las empresas jugueras el proceso se realiza como sigue: la tuna se recibe desespinada
en cajas de madera o plastico, después se seleccionan, se le elimina la cascara y se pasa
al despulpador para la separacion de semilla y obtener la pulpa y el jugo, mismos que se
centrifugan, posteriormente se elimina el precipitado; la parte acuosa se esteriliza y se le
adiciona aditivos y conservadores (en ocasiones otros jugos de fruta), se envasa en latas
o frascos, luego estos se agotan, se tapan y se esterilizan. El enfriado es al ambiente,

antes de empacar (Corrales y Flores, 2003).
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El jugo de tuna se utiliza ampliamente en Chile y recientemente en México, sin
embargo, debido a su baja acidez y alto contenido de azucar es facilmente fermentable y

su vida comercial es corta, por lo que su conservacion ha sido objeto de estudio.

En 1964, Villareal et al., establecid las siguientes condiciones para enlatar jugo de la
tuna blanca, variedad Alfajayucan: el pH del jugo de ajust6 a un valor de 4.5 con acido
citrico y después se conservo con base en dos métodos: a) Congelamiento a -15°C en
atmosfera de nitrdgeno, con lo cual se conservo hasta por un periodo de 7 meses; b)
Calentamiento a vapor durante 30 minutos, a 71°C para el engargolado y posterior
esterilizacion a 100 °C durante 110-120 minutos. Sin embargo Séenz (1997) sefiala que
el jugo de tuna resiste poco el tratamiento térmico, ya que éste ocasiona pérdida de sabor

y aroma.

En Estados Unidos de Norte América se producen en Texas, Arizona y California,
diferentes mezclas que llevan jugo de tuna adicionado con jugo de limén o de fresa y
banana. Estas mezclas se utilizan para preparar el rita-tuna, un coctel margarita que lleva

tequila y jugo de tuna (Corrales y Flores, 2003).

2.18 Desarrollo histérico de la tecnologia de la alta presion

La primera aplicacion de las altas presiones en un alimento fue investigada por Hite en
1989 que intentd esterilizar leche mediante presurizacion. Este trabajo fue el primero
que demostrd la reduccién de la poblacion microbiana mediante la aplicacion de las altas
presiones, también estudiaron los efectos de las altas presiones en frutas y hortalizas

(Tellez-Luis et al., 2001).
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A comienzos del siglo XX resurge el interés por la investigacion de las altas presiones
debido sobre todo a sus aplicaciones potenciales en la industria. Es cuando aparecen los
trabajos del investigador que mas contribuyd en este campo: Brigman, laureado con el
premio Novel de fisica en 1964. Sus trabajos se centran en analizar las propiedades de
los materiales una vez sometidos a altas presiones, asi como en desarrollar
procedimientos de aplicacion de altas presiones y en disefiar nuevos equipos de

generacion de alta presion.

La aplicacion de presion con fines industriales, estaba ligada casi exclusivamente a la
industria militar, hasta que, a principios del siglo XIX, Perkins realiz6 los primeros
estudios sobre la compresibilidad del agua. No hasta finales del siglo pasado cuando
Cailletet y Amagat realizan las primeras investigaciones sobre el disefio de equipos de
alta presion, y también desarrollan métodos para la medicion de valores de altas

presiones (Téllez-Luis et al., 2001).

Otros autores dignos de mencion es este campo son Poulter, por un lado, y Mc Farland,
por otro. Sus trabajos se centran en el disefio de los cilindros, vasijas o cAmaras donde se
van a presurizar las muestras. La cAmara, que tiene forma cilindrica es el elemento més
importante de todo el equipo de presurizacion y también la pieza mas cara; es de acero y
su espesor depende de la presion maxima de operacion, del diametro y del nimero de
ciclos de trabajo. Posteriormente, Zander investiga sobre el disefio de equipos probando

nuevos materiales (Téllez-Luis et al., 2001).

No es hasta la década de los ochenta cuando realmente se empieza a investigar de forma

exhaustiva las relaciones entre alta presion y alimentos. Hoover, en 1993, enumera
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algunos trabajos realizados hasta entonces. Segun este autor, las investigaciones sobre
matrices alimentarias comenzaron en USA, en 1982 en la Universidad de Delaware. En
1986 se iniciaron lineas similares de investigacion Kyoto, Japon, lo que trae como
resultado la creacion de la sociedad japonesa de alta presion y el lanzamiento al mercado
de los primeros presurizados. Japén fue el pais pionero en cuanto a la produccién y
comercializacion de alimentos presurizados de tipo &cido, como jugos y derivados de

frutas (Letward et al., 1995).

El primer tipo de producto alimenticio presurizado fue mermelada de fresa, frambuesa,
Kiwi y manzana, se lanzaron al mercado por la compafiia japonesa Meidi-Ya Food Co.
Se pusieron a la venta en abril de 1990 (Askar, 1998). Hoy en dia se comercializan mas
productos y en menor medida, en Estados Unidos y Europa. En el Cuadro 4 se exponen
las mejoras que experimentan distintos tipos de alimentos tras la aplicacion de las altas

presiones (Téllez-Luis et al., 2001).

Cuadro 4. Efecto de las altas presiones en algunos alimentos.

Producto Condiciones de Funcion de la alta Referencia
alimenticio tratamiento presion
Maiz 500 MPa, 5 min.  Destruccion de la Hibietal., 1993
estructura
cristalina del
almidon
Zanahoria 400 MPa, -20 °C. Mejora en la Fuchigami et
textura y al., 1997
estructura
histologica
Sorgo 500 MPa, 5min.  Mejora en la Dewar et al,

calidad de la 1994
malta de sorgo

Kino-tofu 400 MPa, -20°C. Mejora de la Fuchigami y
(extracto de soya) textura y Teramoto et al.,,
estructura 1997
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Kommyaku (gel
protéico)
Carne de res
cruda

Pastel de arroz

Salchichas y

pasteles de
pescado
Mermeladas,
yogur, salsas,
gelatinas de

frutas, geles

Jugo de toronja

Jugo de
mandarina
Jugo de guayaba

Lechuga y tomate

700 MPa, -20°C.

100-150 MPa, 30-
40 min, -20°C.

400-150 MPa, 1°
min, 45-70 °C.

400 MPa

400 MPa, 10-30
min, 20°C

120-400MPa, 2-
20 min, 20°C.
300-400 MPa, 2-3
min, 20°C.
400-600 MPa, 10
min.

300 Mpa, 10 min,
20°C

histologica

Mejora de la
textura del gel

Acelera la
maduracién,
mejora la vida util
y provoca
ablandamiento
Reduccién de la
carga bacteriana
de la materia
prima
Gelatinizacién,
disminucioén de la
carga bacteriana
Pasteurizacion,
facilita la
penetracion  de
azacar 'y la

formacion de
geles
Reduccién del

sabor amargo
Mejora el aroma

Aumenta la
viscosidad de
forma mas suave
que la

pasteurizacion
Reduce en 1 log
la poblacion
microbiana

Fuchigami y
Teramoto et al.,
1997

Cheftel, 1995

Cheftel, 1995

Cheftel, 1995

Cheftel, 1995

Cheftel Continuacion...

Cheftel, 1995

Yeny Lin, 1998

Arroyo et al,,

1997

*El tratamiento se realiz6 a temperatura ambiente si no se especifica la temperatura.

Fuente: Tellez-Luis et al., 2001.

2.18.1 Unidad de medida de las altas presiones hidrostaticas

En el sistema internacional de medidas la unidad de presion es el pascal o N/m?, pero
ésta es una unidad muy pequefia para medir presiones altas. En la actualidad se utilizan

muchas unidades por lo que es muy util conocer los factores de conversion de las
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mismas, pues segun las aplicaciones y el pais se emplea unas u otras: 100 MPa = 1 Kbar

=10.2 Kg¢/mm? = 987 atm = 14504 Ibf/in® (psi) = 6.475 t/in? (Farkas y Hoover, 2000).

2.18.2 Sistemas y métodos de presurizacion

Un sistema de alta presion consiste de un recipiente de alta presion y sus cerraduras,
sistemas de generacion de presion, dispositivo de control de temperatura y sistema de
manejo del material. Una vez que esté cargado y cerrado, el recipiente es llenado con un
medio de transmision de presion. El aire es removido del recipiente por medio de un
Ilenador répido que consta de una bomba de baja presion para llenado y drenado réapido,
en combinacién con una valvula automatica de aireacion, y luego es generada la alta

presion hidrostatica (Téllez-Luis et al., 2001).

La alta presion puede ser generada por compresion directa o indirecta o por
calentamiento del medio de presion (Figura 3) (Lopez- Malo y Palou, 1999). En la
mayoria de los sistemas industriales de alta presion isostatica (presion aplicada
uniformemente a través de un producto en estado de reposo, independientemente del
tamafio y forma; puede ser aplicada a distintas temperaturas, tomando el nombre del
método, segln sea: Presion isostatica en frio (PIF), en calor (PIC) y en temperaturas

templadas (PIT).
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Cerraduras Céamara Recipiente de presién

— L
< Tanque

D transmision

depresion
Intensificador del medio

Figura 3. Generacion de alta presion por compresion indirecta del medio de presion.

Fuente: Lopez-Malo y Palou, 1999

Varios autores (Mertens y Deplace, 1993; Barbosa-Canovas et al., 1998), proponen tres
procesos basicos donde se usan las altas presiones con o sin variaciones de temperatura.

En la industria se empleara uno u otro en funcion de la aplicacién a que se destine.

En los sistemas de presion isostatica en frio (PIF) los materiales en polvo se colocan en
un molde de elastomero y se someten a las altas presiones. Las presiones aplicadas
oscilan entre 50 y 600 MPa, se operan a temperatura ambiente y el tiempo de
tratamiento oscila entre 1 y 30 minutos. EI volumen del recipiente, cilindro o cdmara de
presurizacion puede variar entre algunos cm® y mas de 1m°. Esta técnica se empled
inicialmente en la industria de metales, cerdmica, carbdn-grafito y plastico. Hoy dia
estos sistemas son los mas utilizados en la industria de alimentos, donde el medio o
agente presurizante utilizado es agua potable mezclada con un pequefio porcentaje de
aceite como anticorrosivo y lubricante. La empresa Flow Internacional ingenié un
concepto que es compatible con lineas de produccion alimenticia que involucran
productos bombeados (Figura 5). Esta unidad de produccién en linea utiliza un

dispositivo llamado aislador. El alimento es bombeado dentro de un recipiente, luego
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presurizado y después del tiempo de sostenimiento, el alimento es descargado del
recipiente dentro de una estacion llenadora aséptica. El proceso se repite, hasta
completar la produccion de dia. Las unidades multiples pueden estar secuenciadas tanto
que, mientras una unidad es llenada, otras estan en varios estados de operacion para

producir una salida casi continua (L6pez-Malo y Palou, 1999).

Entrada de producto =

-_—
Producto tratado a = (| [
AP
Bomba ds
alta presion

o S ] . "] P

Aj=ladorss

Figura 4. Esquema de un sistema alimenticio de altas presiones.
Fuente: Lopez-Malo y Palou, 1999.

El primer equipo de alta presion para procesar alimentos fue disefiado por Mitsubishi
Heavy Industries Ltd. En Japon (Pothakamury et al., 1995) con tiempos de tratamiento
de 5 a 20 minutos y presiones aplicadas inferiores a 400 MPa y no mayores de 900 MPa.
Los otros sistemas se diferencian basicamente por el intervalo de temperatura aplicada.
Asi, los sistemas de presion isostatica templada (PIT) emplean temperaturas que oscilan

entre 20 °C y 200 °C y el medio de presurizacién es un gas.

El equipo semicontinuo y en lotes puede ser adaptado para operar de manera constante,

para la programacion de una serie de ciclos de tratamientos de corta duracion

24



prioritariamente para descargar el alimento tratado. Estudios preliminares (Aleman et
al., 1996) mostraron un incremento en el porcentaje de inactivacion de levaduras con
tratamientos de presion constante. El tiempo total a la exposicion fue igual en duracion

para un tratamiento individual a presion.

Yuste et al., (2001) reportaron el efecto de las altas presiones en bacterias mesofilas y
psicrotrofas presentes en carne de aves de corral, donde las muestras empacadas al
vacio fueron sujetas a ciclos por alternancia de presiones moderadas (60 MPa) y altas
presiones (450 MPa) una vez o por diversos tiempos, de forma que el tiempo total bajo
la alta presion fue de 15 minutos. Fue también Ilevado a cabo de un tratamiento continuo
450 MPa por 15 min a 20 °C. Se encontraron reducciones logaritmicas de 3.2 a 3.8 UFC

g™, lo que nos dice que estos presentan mayor sensibilidad a la presion.

Ellos utilizaron un equipo de presion isostatico discontinuo, ilustrado esquematicamente

en la Figura 5.
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X Cémara de presion

Calentamiento/enfriamiento

Producto alimenticio empacado

[« RN+ R+ e |

o |
a
a
a

| | Intensificador de presion

Agua liberada % {
=D |
= D"ﬂi |

Valvula de Toma de agua
descompresion

Bomba de baja presion

Figura 5. llustracion esquematica de un equipo discontinuo de alta presion para

procesamiento de productos alimenticios empacados.
Fuente: Yuste et al., 2001.

Aleméan et al., (1998) inocularon cubos de pifia fresca, con 10* y 10° UFC g™ de
Saccharomyces cerevisiae, que fueron empacados en bolsas de polietileno selladas a
temperatura ambiente para tratamientos de ultra alta presion estatica y pulsada. La
presion pulsada consiste en la aplicacion de presion intermitente. Los tratamientos
estaticos incluyeron 100,300 y 600 s a 270 MPa y 9000 s a 340 MPa, mientras que los
no estaticos incluyeron 100, 300 y 600 s a 270 MPa usando intervalos de tiempo de 0.5 s

y 10 s y mantenidas a 4 °C por 60 dias.

El tratamiento estatico a 270 y 340 MPa por 9000 s result en cuentas menores de 240
UFC g en bacterias y levaduras durante 60 dias. Los postratamientos pulsados para 100

s a 270 MPa, utilizando intervalos de tiempo de 0.5 s y 10 s, fueron efectivos que un
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tratamiento estatico a 100 s y 270 MPa. Este estudio confirmd la superioridad de la AP

no estatica sobre los tratamientos de presion estaticos.

Lépez-Caballero et al. (2000) analizaron los efectos de la presion continua a 10 minutos
y la presion pulsada en tiempos de 5 minutos (400 MPa a 7 °C) sobre la flora
microbiana, bases volatiles totales, pH, textura en ostras purificadas y no purificadas.
Los tratamientos de AP redujeron el nimero de todos los microorganismos objetivo
(cuentas viables totales, microorganismos productos de &cido sulfirico, bacterias, acido
lacticas y coliformes), en algunos casos, por arriba de las 10 000 UFC. La diferencia
entre las cuentas microbianas del control y de las ostras presurizadas, permaneci¢ estable
durante 41 dias de almacenamiento a 2 °C y su deterioro fue acompafiado por un
incremento de bases volatiles totales, principalmente en muestras no presurizadas. EI pH

fue constante en las muestras presurizadas y cayé ligeramente en las no presurizadas.

2.18.3 Métodos de presurizacion
La alta presion se puede producir por distintos métodos: comprension directa,

comprensidn indirecta o por calentamiento del medio presurizante (agua).

La compresion directa emplea un piston para presurizar; la PH es generada por la
presurizacion del medio a través del extremo el piston de diametro pequefio (Figura
7(a)). Este extremo del piston, es manejado por una bomba de baja presién. Este método
de compresion directa permite una rapida compresion, pero las limitaciones de sellado
dindmico a alta presion, entre el piston y la superficie interna del recipiente, restringen el

uso de este método a laboratorios o sistemas de planta de piloto.
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La compresion indirecta se utiliza un intensificador de AP para bombear un medio
presurizante desde un depdsito hacia la camara de presurizacion, y asi se alcanza la
presion deseada (Figura 6 (b)). Como ya se habia mencionado anteriormente, la mayoria

de los sistemas industriales de presion isostatica (frio, calor) utilizan este método.

Marco de presion

(@)

b
— Recinto superior ( )

m Recipiente de presion
— Medio de presion

-
n [

<

Bomba de baija presion %N
-, ey

Piston <)

Recipiente de presion  Recinto inferior

Medio de presién Tanque del

—— Marco de presion medio de
presion

Intensificador

Recinto interior

Figura 6. Generacion de alta presion por compresion directa (a) e indirecta (b) de un

medio de transmision de presion. Fuente: Palou et al., 1999

El tercer proceso (calentamiento del medio de presion), se basa en la propiedad de
expansion del medio presurizante (agua) cuando se le aplica temperatura, produciéndose
una elevacion de la presion. El efecto se logra cuando se combina la AP con altas
temperaturas. Este método requiere del control muy preciso de temperaturas dentro del

volumen interno de la cdmara de presurizacion (Barbosa-Céanovas et al., 1997).

Los sistemas de procesamiento isostatico pueden ser operadores como enfriadores
isostaticos, calentadores isostaticos y sistemas de calentadores isostaticos, mencionados
anteriormente, dependiendo de la aplicacion (Palou et al., 1999). A continuacion se

describe cada uno de ellos.
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La presion isostatica con enfriamiento (PIE) es esencialmente una técnica para dar
forma, utilizada en metales, cerdmica, carbon, grafito e industrias plasticas. EI método es
el siguiente: los materiales pulverizados son llenados en un molde de elastdmero y
sujetos a alta presion. En este método, el equipo de alta presion trabaja a temperatura
ambiente y utiliza agua pura, agua emulsificada o aceites como medios de presurizacion.

La presion aplicada esté en el intervalo de 50 a 600 MPa.

El proceso de presion isostatico con enfriamiento utiliza configuraciones de “bolsas
humedas” o “bolsas secas” (Barbosa-Canovas et al., 1997). En el proceso de bolsa
hameda, el llenado y sellado del molde de formacion se llevan a cabo al exterior la
camara. Posteriormente se introduce en la camara y se comprime directamente a traves
del medio de presion para la formacion del molde (en la Figura 8 se muestran los moldes
de formacion bésicos que, generalmente, se elaboran de una combinacién de caucho y

metales).

El método de bolsa humeda es especialmente competente para la produccidn en pequefia
escala de productos de gran tamafio o de configuracion complicada. Hay dos maneras de
presurizacion (Figura 7): (a) El tipo de presurizacion reforzadora o intensificadora. El
equipo se instala independientemente de la camara de presion; y (b) el tipo de
presurizacion directa a través de un pistdn. La cerradura superior es reemplazada por un

piston que comprime directamente al medio de presion (Kobe, 2000).
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(a) (b)

Vistago
Cerradura superior L Recipiente de presion
Medio de presion Piston
Molde de caucho Be Medio de presion
Producto T Molde de caucho
LT Recipiente de presion N

Cerradura inferior Producto  Cerradura inferior

Figura 7. Métodos de presurizacion por intensificador o reforzador (a). Método de
presurizacion directa a través de un piston (b).

Fuente: Kobe, 2000.

En el caso del proceso de bolsa seca, la presion se transmite a través de un molde de
caucho internalizado en la camara de presion para sellar al medio de la presion. EI molde
de caucho se llena con el pulverizado para posteriormente aplicar la presion y asi llevar a
cabo la formacion del molde. Puesto que este método ahorra energia y se puede
controlar automaticamente de una manera fécil, es especialmente conveniente para

produccidn en masa de productos de configuracion simple (Kobe, 2000).

2.19. Factores criticos de proceso

Los factores criticos de proceso en el procesamiento a alta presion incluye el tipo de
microorganismo, tiempo para alcanzar la presion del tratamiento, tiempo de
descompresion, temperatura del tratamiento (incluyendo calentamiento adiabatico), pH
del producto, composicion del producto, actividad de agua del producto, entre otros

(CFSAN, 2001).
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2.20 Tipo de microorganismo

El tipo de microorganismo es muy importante para la aplicacion de la alta presion por
que con base en sus caracteristicas van a estar dadas las condiciones del procesamiento.
De todos los microorganismos que existen, el grupo de las bacterias se encuentra
encabezando la lista de las mas resistentes a la presion que son las gram-positivas,
debido a que su pared celular (capa inmediata externa a la membrana) es mucho mas
gruesa (10 a 80 nm de espesor) y mas homogénea que la pared de las gram-negativas
(tienen una capa interna de 2 a 3 nm de espesor) y una capa interna similar a una
membrana unitaria de 7 a 8 nm de espesor) y su composicion quimica también varia, la
pared de las gram-positivas estd compuesta por péptidoglicano con acidos teicoicos y
polisacaridos, mientras que la de las gram-negativas ademas de los peptidoglicanos,

contiene fosfolipidos, proteinas y lipopolisacéridos (Stanier et al., 1996).

Casi todas las bacterias pueden crecer hasta valores de 20 a 30 MPa. A todos aquellos
microorganismos que pueden crecer a presiones sensiblemente mas altas (40-50 MPa) se
les denomina bardfilos; aquellos incapaces de crecer a presiones de 30 a 40 MPa se les
conoce como baréfobos, y a los que crecen en el intervalo de 1 a 50 MPa de les llama
euribaricos. Los microorganismos baroddricos o barotolerantes sobreviven a presiones
de 50 a 200 MPa, sin embargo entran en un estado de latencia, no se desarrollan

(Galazka y Letward, 1995).

2.21 Inactivacién de microorganismos
Al estudio de los efectos de la presion en organismos vivos se les denomina
barobiologia. Las presiones mas altas de la atmosférica se les llaman hiperbéricas. La

alta presién induce cambios en los sistemas bildgicos-morfolégicos, bioquimicos y
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genéticos, asi como cambios en la membrana y pared celular de los microorganismos

(Barbosa-Cénovas et al., 1998).

Los efectos de la presion sobre los microorganismos en alimentos, estan determinados
por el efecto de la presion sobre el agua, la temperatura durante el tratamiento de
presion, los constituyentes de alimento y las propiedades y el estado fisioldgico de los

microorganismaos.

El mayor grado de inactivacion sobre los microorganismos se lleva a cabo en la etapa
logaritmica de crecimiento. En general, los microorganismos gram- negativos son los
mas sensibles a las altas presiones; les siguen las levaduras y los hongos, los gram-
positivos y por ultimo las esporas; los virus son muy resistentes a las altas presiones,
aunque depende del tipo de virus (Smelt, 1998). La mayoria de los autores coinciden en
que las esporas bacterianas son las formas de vida mas resistentes a la presurizacion
(Farkas y Hoover, 2000). Presiones de 400 a 600 MPa inactivan las células negativas

mientras que para eliminar las esporas se necesitan mayores presiones.

Ya en la primera mitad del siglo pasado se comprob6 que la inactivacién de ciertas
esporas requiere presiones de 1200 MPa. Otros autores mas recientes rebajan esta
presién a 1000 MPa (Sangronis et al., 1997) y en algunos casos se requieren valores de
hasta 1500 MPa a temperaturas ambiente (Smelt, 1998). En el Cuadro 5 se reportan las
condiciones de presurizacion necesarias para reducir la poblacion de ciertos

microorganismos pat6genos, en distintos substratos.
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Cuadro 5. Sensibilidad de algunos microorganismos patogenos (formas vegetativas o

esporuladas) a la alta presion.

Microorganismos  Sustrato Condiciones  Reduccion Referencia
de logaritmica
presurizacion* de la
poblacién
microbiana
Vibrio Tampon 170 MPa, 30 6 Styles et al.,1991
Parahaemolyticus Fosfato +3%  min, 23 °C
De NaCl, pH 7 Styles et al., 1991
Productos 170 MPa, 10 <5
Marino min, 23°C
(almeja
Enlatada)
Yersinia Tampon 325 MPa, 10 6 Shigehisa et
Enterocolitica FosfatoapH7 Min al,.1991
Cerdo 325 MPag, 10 6 Shigehisa et al.,
Min, 25 °C 1991
Campilobacter Cerdo 300 MPa, 10 6 Shigehisa et al.,
Jejuni Min, 25 °C 1991
Salmonella Alimento 340 MPa, 10 4 Metrich et al.,
typhimurium 7136 infantil a base min, 23 °C 1989
de pollo
Tampodn 340 MPa, 10
fosfato +0.9 % min, 23 °C 3
de NaCl, pH 7
cerdo
Salmonella bareilly  Tampén 300 MPa, 20 8 Takahashi el al.,
fosfatoapH 7  Min 1991
Escherichia coli Tampédn 700 MPa, 13 6 Takahashi et al.,
0157: H7 fosfatoapH 7  min. 2 1991 Patterson et
800 MPa, 10 2 al., 1995
leche UHT min. 5 Takahashi et al.,
600 MPa, 30 1995 Takahashi et
leche UHT min. al., 1991
700 MPa, 30
Carne de ave min.
Listeria Tampon 340 MPa, 20 <6 Styles et al., 1991
monocytogenes fosfato pH 7 min. Styles et al., 1991
(Scott A) leche cruda 340 MPa, 60 6 Styles et al., 1991
min, 23 °C
Leche UHT 340 MPa, 80 6
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Staphylococcus
aureus

Esporas de bacillus
stearothermophillus

Esporas  bacillus
subtilis 168

Esporas de
clostridum
sporogenes PA
3679

Cerdo
Leche UTH
Leche
pasteurizada

Leche UHT

Agar nutritivo
pH 6-7 agar
nutritivo, pH 6-
7

Medio
clostrodial
agar, pH 7
medio
clostrodial agar
pH 4

min, 23 °C

600 MPa, 10
min, 25 °C
600 MPa, 30
min.

586 MPa, 3

ciclos de 1 min,
5°C

600 MPa, 60
min, 70 °C

404 MPa, 15
min, 25 °C 404
MPa, 1 min, 70
°C

404 MPa, 30
min, 25 °C
404 MPa, 300
min, 25°C

N O

<0.5

<0.5

<3

Taakaahashi et al.,
1991

Utakahashi et al.,
1991

Shigehisa et al.,
1991 Shigehisa et
al., 1991

Shigehisa et al.,
1991 Shigehisa et
al., 1991

Shigehisa et al.,
1991

Shigenisa et al.,
1991

*Si no se especifica, el tratamiento se realizé a temperatura ambiente (20 °C).

Fuente: Téllez-Luis et al., 2001.

La inactivacion de los microorganismos por AP puede ser debida a un incremento en la

permeabilidad de la membrana, la inhibicién de las reacciones productoras de energia y

la desnaturalizacion de las enzimas esenciales para el desarrollo y produccion de la

célula (Pothakamury et al., 1995).

El objeto de estudio de Alpas et al. (2000) fue determinar la interaccion entre la AP,

temperaturas de presurizacion, tiempo y pH durante la presurizacion sobre muerte y

dafos en cepas de cuatro patdgenos, producidos por los alimentos, resistentes y sensibles

a la presion: Staphylococcus aureus 485 y 765, Listeria monocytogenes CA y OH..
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Escherichia coli o 157: H7 933 y 931, Salmonella enterditis FDA y Salmonella

typhimurium E21274.

En general, la pérdida de viabilidad de todos los patdgenos aumento al incrementarse los
niveles de presion y temperatura. Todas las cepas, excepto S. aureus, mostraron una
reproduccion de mas de ocho ciclos logaritmicos (10 000 000) cuando se presuriz6 a 345

MPa a 50 °C por 5 minutos.

Este estudio indicd, que la APH aplicada en conjunto con el calentamiento suave y
acidificacion puede ser un método efectivo para la inactivacion de cepas resistentes y
sensibles a la presién (de los cuatro patdgenos mencionados arriba y desarrollados por
el mal manejo en los alimentos) en soluciones acido-organicas. Las combinaciones de
tratamientos indican posibles aplicaciones de pasteurizacién para alimentos liquidos que

tengan un pH bajo.

2.22 Efecto de las altas presiones en las células

Los acidos nucleicos son mas resistentes que las moléculas de proteina. La estructura del
ADN es en gran parte el resultado de enlaces de hidrdégeno. Debido que la AP favorece
los enlaces de hidrogeno, las moléculas del ADN son mas estables a la AP que las
proteinas, mientras que temperaturas elevadas provocan la desnaturalizacion de
moléculas de ADN. Por ejemplo, a presiones hasta de 1013 MPa a temperatura ambiente
no se observa desnaturalizacion del ADN, en soluciones de ADN de Bacillus subtillis;
sin embrago, la transcripcion y replicada se rompe con alta presion debido al efecto

sobre las enzimas (Barbosa-Canovas et al., 1998).
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La alta presion desnaturaliza las proteinas y reduce el tamafio de los fosfolipidos en la
membrana celular. La desnaturalizacion de proteinas inhibe la captacion de aminoacidos
esenciales para el crecimiento de la célula. La alta presion aumenta la permeabilidad de
la membrana celular, y los contenidos de la célula se liberan fuera de ella, rompiendo el
funcionamiento de la célula. Si la presion aplicada es relativamente baja, la célula
recupera la permeabilidad original. La destruccion de la pared celular es irreversible
cuando la presion aplicada es relativamente alta y provoca la inactivacion celular

(Barbosa-Céanovas et al., 1998).

La morfologia celular resulta alterada, y los ribosomas son destruidos. Se producen
cambios en el complejo lipoproteico de las membranas celulares, y una consecuencia de
ello es el aumento de fluidez de la membrana. Se ha demostrado la salida de &cidos
nucleicos de las células expuestas a presiones de 200 a 400 MPa. También, la
adenosintrifosfata (ATPasa) es inactivada, lo que implica déficit de ATP celular, pero

las enzimas de las frutas son barorresistentes (Jay, 2000).

Otros ejemplos de la alteracion morfoldgica son: compresion del gas de las vacuolas (a
0.6 MPa puede colapsarse), alargamiento de las células y formaciones de filamentos,
separacién de la membrana de la pared celular, contraccion de la pared celular con la
formacion de poros, modificacion del citoesqueleto, modificaciones de los ndcleos y de
los organulos intracelulares, coagulacién de la proteina citoplasmatica y liberacion de
constituyentes intracelulares fuera de la célula. También provoca modificaciones
bioquimicas y genéticas al inactivar enzimas involucradas en la replicacién y
transcripcion del ADN. Algunos de estos cambios, estan expuestos por distintos autores

en el Cuadro 6.
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Cuadro 6. Condiciones de tratamientos de

microorganismos.

las altas presiones para algunos

Microorganismo Condiciones Efecto observado Referencia
Escherichia coli. 40 MPa Aumenta de 5 a 100 Zobell y Cobet. 1962
veces la longitud
celular
Vibrio spp. 40 MPa Aumenta de 5 a 8 Zobell, 1970
veces la longitud de
los filamentos
Bacillus mycoides 27 MPa Células 2 a 3 veces Zobell, 1970
mas largas
Serratia marcescens 60 MPa Aumenta de 130 a Zobell, 1970
2000 veces la
longitud de  los
filamentos
Pseudomonas 300-450 MPa Alargamiento de las Kissetal., 1969
celulas
E. coli, Vibrio y 20-40 MPa Inmovilizacion y Zobell y Cobet,
pseudomonas pérdida de flagelos 1962, Zobell, 1970
La mayoria de las 20-30 MPa Crecen normalmente  Zobell, 1970
bacterias
Algunos 40-50 MPa Crecen normalmente  Zobell, 1970
microorganismo
(barofilos)
Microorganismos 50-200 MPa Sobreviven pero no Zobell, 1970
baroduricos crecen
Sthaphylocouccus 150-400 MPa Ausencia de dafios Butz etal., 1990
aureus, E. coli, mecanicos en las
Pseudomonas celulas
aeruginosa
Candida tropicales 200 MPa Separacion de la Osumietal., 1992
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Saccharomyces 100 MPa Alteraciones en Shimada et al., 1993
cerevisiae mitocondrias,

citoplasma y

membrana celular

Fuente: Téllez-Luis et al., 2001.

2.23 Factores fisicos-quimicos en la inactivacion de microorganismos por la presion
El desarrollo de las bacterias depende, entre varios factores, de la temperatura, del pH,
de la composicion del medio de desarrollo y de la actividad del agua del mismo. La alta
presion altera el pH del medio disminuyéndolo. Los microorganismos son mas
susceptibles a la inactivacion de un medio no nutritivo que en uno enriquecido, el cual es

mas protector debido a la presencia de aminoacidos esenciales y vitaminas.

La presencia de nutrientes que afectan a la actividad de agua del medio como son el
azlcar y la sal ejercen una marcada influencia en la resistencia a la AP debida,
probablemente, a las condiciones fisiologicas del microorganismo al reducirse la
actividad del agua. Esta resistencia puede disminuir al aumentar la temperatura y el
tiempo de presurizacion. Un ejemplo de ello se observo en el estudio realizado sobre la
aplicacion de AP en mermelada de fresa donde la destruccion de Saccharomyces
cereviseae fue menos efectiva y requirié niveles de presion mas altos cuando el

contenido en azUcar se increment6 de un 20 % a un 50 % (Téllez-Luis et al., 2001).

La temperatura es muy importante para que el tratamiento de presurizacion sea efectivo.
Células de E. coli 0157: H7 se sometieron a tratamientos de alta presién a 200 MPa
durante 30 minutos a 30 °C. Las células una vez presurizadas, se sometian a
temperaturas de 55 y 60 °C. Los resultados indicaron que el tratamiento de alta presion

aumentaba la sensibilidad al calor de estas bacterias. Cuando los cultivos tratados por la
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alta presion fueron almacenados a 3 °C, antes de someterlos a calentamiento, la

sensibilidad al mismo persistio mas de 10 dias (Téllez-Luis et al., 2001).

Los tratamientos de alta presion hidrostatica pueden alterar la funcionalidad de la
membrana como transporte activo o permeabilidad pasiva, y por consiguiente perturbar

el balance fisicoquimico de la célula (Lopez-Malo et al., 1998).

2.24 Efecto de las altas presiones en levaduras y hongos

Una caracteristica compartida por la mayoria de las frutas y alimentos de bajo pH es su
alta acidificacion, pero no es muy comun encontrar pH debajo de 4. El pH es uno de los
factores mas importantes con respecto al tipo de microorganismos que puede
contaminar esta clase de alimentos. Mientras la mayoria de especies de bacterias son
inhibidas por la concentracion de iones hidrogeno, las levaduras y hongos son mas
acidaricos y muchas encuentran estos valores tolerantes para su Optimo crecimiento.
Esto es debido a la acidez, sin embargo, los hongos son los principales microorganismos

contaminantes de frutas, productos fruticolas y alimentos bajos en pH.

Los hongos producidos en los alimentos pueden ser divididos dentro de dos categorias:
benéficas y perjudiciales. Las formas benéficas pueden estar introducidas o estar
naturalmente presentes en los alimentos, mientras que las perjudiciales aparecen como
contaminantes naturales indeseados. La aplicacién de presion como una técnica de
conservacion para alimentos con alta acidez, va enfocada sobre los efectos en los hongos

producidos en los alimentos.

La sensibilidad a la presion depende del tipo de microorganismo y los grupos mas

importantes son las formas vegetativas y esporas de microorganismos. En general, las
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formas vegetativas son inactivadas por presiones entre 400 y 600 MPa, mientras que las
esporas de algunas especies pueden resistir presiones mas altas que 1000 MPa a
temperatura ambiente. La relativa sensibilidad a la presion de las formas vegetativas de
microorganismos han hecho de ellos los principales objetivos para la conservacion de
alimentos por alta presion, y particularmente para alimentos de bajo pH y otros

alimentos.

Las investigaciones sobre levaduras contaminantes de alimentos publicadas desde hace
30-40 afios, reportan que las levaduras producidas por los alimentos no tienen
significancia a nivel de salud publica y son consideradas como inofensivas para los
consumidores, aun cuando sean ingeridas en bajas cantidades a través de alimentos
fermentados (cerveza, kéfir, algunos quesos para untar madurados elaborados con leche

cruda, etc.) (Loureiro y Querol, 1999).

La intensidad de la inactivacion microbiana alcanzada en un tratamiento particular de
presion, depende de varios factores interactuantes incluyendo el tipo y numero de
microorganismos, magnitud y direccion del tratamiento de AP, temperatura vy

composicion del medio de suspensién o alimento.

La sensibilidad a la presion de microorganismos varia con el estado del ciclo de
crecimiento, al cual los organismos son sujetos al tratamiento de AP (Lépez-Malo et al.,

1998).

Palou et al. (1997) indicaron que en la fase estacionaria, las celulas microbianas estan

bajo condiciones menos Optimas que durante la fase exponencial, debido al agotamiento
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de nutrientes o a la formacion de metabolitos toxicos, los cuales contribuyen a la

exposicion de células a condiciones de estrés.

2.3 Aplicaciones del ozono en la industria alimentaria

El ozono es un fuerte oxidante efectivo en el control de bacterias, mohos, protozoarios y
virus (Rodoni et al., 2010). Se ha empleado en la industria de alimentos como
desinfectante alternativo al uso de hipoclorito de sodio y con el objetivo de incrementar
la vida util postcosecha de una amplia gama de productos frescos de origen vegetal

minimamente procesados (Mahapatra et al., 2005; Chauhan et al., 2011).

2.4 Breve resefa historica del ozono

Desde hace més de 100 afios el ozono ha sido utilizado como sanitizante en las plantas
de tratamiento de aguas y en la produccion de agua embotellada, asi como se ha
reportado su uso para la limpieza y desinfeccion de superficies y equipos (Kim et al.

1999; Mahapatra et al. 2005).

En 1997 el ozono fue confirmado como un producto GRAS (Generally Recognised as
Safe) por la FDA (US-FDA 1997) y en el 2001 se aprob6 su empleo en la industria
alimentaria como aditivo o en contacto directo con el alimento durante su procesamiento
o almacenamiento (FDA 2001, 2004). En consecuencia, la industria alimentaria ha
mostrado en los Gltimos afios un interés creciente por la implementacion de diferentes
aplicaciones del ozono, tanto en solucién como en estado gaseoso (Tzortzakis et al.
2007). En solucidn puede ser utilizado por inmersion o por aspersion, mientras que en

forma gaseosa se emplea en camaras de almacenamiento. El ozono puede degradar el
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etileno presente en la atmosfera, por lo que su uso es positivo en la conservacion de

productos sensibles al etileno (Aguayo et al., 2006).

2.5 Efectos del ozono

El ozono no deja residuos detectables en el producto tratado, se descompone
rdpidamente en oxigeno y es amigable con el ambiente; es un poderoso agente
antimicrobiano, efectivo contra patdgenos para el ser humano, ademés de reducir la
incidencia y la severidad del deterioro causado por diferentes microorganismos,

pudiendo ser usado incluso en la eliminacion de pesticidas (Rodoni et al., 2010).

La descomposicion del ozono produce radicales libres, principalmente hidroxilo, y sus
efectos estan asociados con la inactivacion de enzimas, la alteracion de &cidos nucleicos
y la peroxidacion lipidica a nivel de las membranas microbianas. Tiene una vida media
de 20 a 30 min en agua a 20 °C, en funcion de la carga organica del medio en que se
encuentre disuelto. Presenta ademas la ventaja que puede ser generado in situ,
eliminando los problemas de transporte y almacenamiento. Numerosos estudios han
evaluado la efectividad del ozono en el control del crecimiento microbiano y la calidad,
tanto de productos frescos como procesados, tales como uvas (Sarig et al., 1996; Palou
et al., 2002; Tzortzakis et al., 2007), tomate (Aguayo et al., 2006; Das et al., 2006 ;
Tzortzakis et al., 2007; Rodoni et al., 2010), jugos de naranja, fresa y mora (Tiwari et
al., 2008; Tiwari et al., 2009) y sidra de manzana (Steenstrup & Floros 2004; Choi &

Nielsen 2005).

Achen y Yousef (2001) reportaron que el uso de agua ozonificada para el lavado de

manzanas redujo los recuentos de E. coli O157:H7. Por otra parte, Rodoni et al. (2010)

42



encontraron que tratamientos cortos con ozono gaseoso (10 pL LY 10 min)
disminuyeron el porcentaje de tomates dafiados y el ablandamiento de los frutos
maduros durante su almacenamiento a 20 °C por 9 dias, lo que se relaciona con una

menor actividad de la enzima pectinmetilesterasa.

Asimismo, Wang et al. (2008) mencionan diferentes trabajos que permitieron reducir los
contenidos de aflatoxinas entre 78 a 95 por ciento en semillas de algodén, mani y maiz.
Sin embargo, no todos los estudios realizados muestran efectos favorables del empleo
del ozono. Los resultados de distintas investigaciones indican que el impacto y los
beneficios del uso del ozono varian en funcion de los productos tratados (Tzortzakis et

al. 2007).

A pesar de las limitaciones mencionadas, las ventajas reportadas en la literatura indican
que el empleo del ozono constituye una alternativa que merece ser evaluada para lograr

una aplicacion méas amplia en las industrias agroalimentarias.

2.6 Evaluacion sensorial

La evaluacion sensorial involucra el desarrollo, uso de principios y métodos para medir
respuestas humanas en productos e ingredientes. Las pruebas sensoriales se clasifican de
acuerdo a su objetivo y pueden ser discriminativas, descriptivas y afectivas. En las
pruebas afectivas se busca evaluar la preferencia o aceptabilidad de un producto por
consumidores potenciales. Las pruebas afectivas son usadas comunmente por compafias
de productos o prestadores de servicios para conocer: la posicion de su producto en el
mercado, mejorar constantemente el producto, desarrollo de nuevos productos, evaluar

el mercado potencial.
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Entre los factores que hay que considerar en la seleccion de panelistas en una prueba
afectiva son: el grupo (sector de la poblacion al que va dirigida la prueba), sexo si el
producto es para un género en particular, locacién geografica, y si es el caso la

nacionalidad.

Existen dos enfoques en las pruebas de consumidores: la medicion de preferencia y la
medicién de aceptacion. En la medicion de aceptacion o gusto, los panelistas
consumidores califican su gusto por el producto en una escala. Las mediciones de
aceptacion pueden ser hechas en un solo producto y no requieren una comparacion con
otro. Los mejores resultados son obtenidos con escalas que estan balanceadas, es decir,

tienen el mismo nimero de categorias positivas que negativas (Montes, 2007).

2.61 Calidad sensorial de alimentos presurizados

La alta presién modifica las caracteristicas sensoriales de los alimentos. Casi en todos
los casos actlia mejorandola. Por ejemplo, el jugo de toronja tratado por AP, a diferencia
de los procesos térmicos convencionales, no posee el amargor que le confiere el
limoneno. Los jugos de otros citricos, después del tratamiento a APH adquieren un sabor

fresco, sin pérdida de la vitamina C y con una vida 0til de 17 meses.

Kimura et al. (1994) reporta en su estudio sobre jalea de fresa tratada con AP, no detectd
diferencias significativas en la calidad sensorial de color y sabor de las jaleas tratadas
con alta presion con respecto al testigo, y para prolongar la calidad sensorial las jaleas se
almacenaron a 5 y 25 °C por tres meses, donde se detectd que las muestras almacenadas
a 5 °C se conservaron sin cambios en los parametros sensoriales, caso contrario a las

muestras almacenadas a 25 °C que desarrollaron malos sabores y decoloracion.
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Aunque las caracteristicas sensoriales de los alimentos, en la mayoria de los casos
mejoran o no sufren modificaciones con la APH, en otros si se altera, y algunos veces en
forma indeseable. La influencia de la APH en las caracteristicas organolépticas de los
alimentos depende del tipo de alimento y de las condiciones de presurizacion (Weemaes

etal., 1999).

2.7 Combinacion de la alta presion con otros tratamientos

La alta presion puede ser utilizada para reducir la severidad de los tratamientos
tradicionalmente utilizados para conservar alimentos. ElI uso de la alta presion en
combinacién con calentamiento suave tiene un potencial considerable. Varios estudios
han demostrado que el efecto antimicrobiano de la alta presion puede incrementarse por
calentamiento suave, bajo pH, diéxido de carbono, acidos orgéanicos y bacteriocinas
(pequefias proteinas generadas por determinadas cepas bacterianas que funcionan como
antibioticos de reducido espectro ya que tienden a dafiar solo a aquellos
microorganismos similares a las bacterias que lo producen) tales como la nisina (Palou

etal., 1999).

Entre los tratamientos alternativos (no térmicos) usados en la conservacion de alimentos
se encuentran los pulsos eléctricos de alta intensidad, campos magnéticos oscilantes,
pulsos luminosos de alta intensidad y ultrasonidos (Mufioz, 2009). Hoover (1997),
considera a la presurizacion como técnica mas viable desde el punto de vista comercial,
y Meyer et al. (2000) afirman que de todos ellos, solo la AP ha demostrado la

efectividad en la inactivacion de esporas y enzimas.
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Para la mayoria de las posibles combinaciones de procesos, la meta principal consiste en
la identificacion de factores de tratamientos que pueden sensibilizar a los
microorganismos, reconocer los factores o tratamientos que podrian causar muerte
microbiana y dafios subletales por presion en celulas bacterianas. Sin embargo, los
efectos protectores que podrian ejercer los componentes de los alimentos hacen
necesaria la asignacion de cada proceso de combinacion para cada producto alimenticio

particular.

2.8 Aplicaciones comerciales

Las aplicaciones industriales comunes de la alta presion hidrostatica son presentadas en
el Cuadro 7. Tellez et al. (2001) presenta una lista de los alimentos procesados a presion
en el mercado japonés. Los primeros alimentos procesados a presion fueron las fresas,

Kiwis y jaleas de manzana.

Cuadro 7. Alimentos comerciales tratados con altas presiones.

Producto Condiciones de Envase Compaiiia
proceso

Jaleas, aderezos de 400 MPa, 20°C, 10- Vasos-de plasticos  Meidi-Ya Food Co

frutas, salsas de 30 minutos (100-125 g)

frutas, geles de
frutas, yogurts
Jugo de uva 120-140 MPa, 20 Envases de vidrio Pokka
°C, 2-20 minutos (200-800 g)
Jugo de mandarina  300-400 MPa, 20 Envases de vidrio Wakayawa

°C, 2-3 minutos (500 g)
Frutas tropicales 50-200 MPa Vasos de papel Nisshin
impregnadas de (130 9)
azlcar x Y helados
Ablandamiento de 100-250 MPa, Fuji Chiku &
la carne 20°C, 30 minutos-3 Metterham
h
Pan de arroz 400 MPa, 45-70 °C, Echigo Seika
10 minutos

Fuente: Téllez-Luis et al., 2001.
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Téllez-Luis et al. (2001) reportdé que al menos siete de las compaiiias ahora
comercializan alimentos procesados a alta presion e incluyen calamares crudos salados y
salchichas de pescado. El progreso en varios productos alimenticios esta en curso, pero
la informacion no esta disponible debido a que aun se presenta como informacion

confidencial.

Posteriormente en los Estados Unidos y Europa, el desarrollo de esta tecnologia (AP), se
estd dando en la produccidon de alimentos como: productos fruticolas, alimentos
instantaneos, productos lacteos, carnes, pescados, y otros. En México el Grupo JUMEX
adquirié un equipo de Flow Int. Cor. Inc., para aplicar AP a su proceso para obtener

jugos y néctares de frutas con alta calidad y seguridad alimenticia.
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3 JUSTIFICACION
Los tratamientos térmicos son los métodos usados convencionalmente por la industria
alimentaria para inactivar microorganismos y enzimas, estos Ultimos aceleran la
descomposicion natural de los productos perecederos y ponen en peligro al consumidor.
Sin embargo, los tratamientos térmicos consisten en exponer a los alimentos a elevadas
temperaturas y sobrecalentarlos, esto es perjudicial para atributos de calidad de los
alimentos (Hernandez, 2004), por lo cual estos tratamientos no se aplican en jugo de
tuna debido a la alta termolabilidad de los compuestos quimicos responsables de su
aroma y sabor. Debido a esto, diferentes métodos no térmicos han sido explorados,
incluyendo las altas presiones hidrostaticas, pulsos eléctricos, campos magnéticos y
campos eléctricos pulsantes. Todos estos métodos se han propuesto como alternativas a
la pasteurizacién térmica. Sin embargo las altas presiones hidrostaticas y el ozonizado,
son tecnologias emergentes que se ha convertido en un método para conservar
alimentos, por lo tanto se ha puesto atencion sobre ello. En jugo de tuna no se han
aplicado los tratamientos de altas presiones y ozonizado por lo tanto no existe evidencia
que describa el efecto de éstos sobre este producto. La principal ventaja de éstas
tecnologia es la conservacion de los atributos de calidad del alimento en fresco. Ante
esto se propone investigar la estabilidad microbioldgica y sensorial en el jugo de tuna,
contribuir al desarrollo tecnologico para aprovechar la tuna en épocas de

sobreproduccién y por cual abatir los precios bajos.
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4 OBJETIVOS

Cuantificar las unidades formadoras de colonias (logUFC mL™) de Bacterias
Mesofilas Aerobias (BMA) y Staphylococcus aureus presentes en el jugo de tuna
tratado con diferentes tiempos de exposicion a ozono y con diferentes niveles de

alta presion.

Determinar la presencia o ausencia de hongos, levaduras y coliformes totales
después de ozonizar durante 3, 6 y 8 min y después de aplicar diferentes niveles

(100, 200, 300 y 400 MPa durante 5 min) de alta presion.
Determinar qué método genera estabilidad microbiolégica.

Evaluar el efecto del ozonizado a los 3, 6 y 8 min de exposicion en el jugo de
tuna sobre su capacidad antioxidante, pH, SST, color, acidez titulable vy sus

atributos sensoriales color, sabor y aroma.
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Fase experimental

5.1.1 Material vegetal
Los frutos de tuna blanca se adquirieron en madurez de consumo, sin dafios mecanicos y

libres de plagas y enfermedades.

5.1.2 Extraccidn del jugo de tuna

Los frutos de tuna se seleccionaron, se pesaron (10.83 kg), se lavaron y desinfectaron
con una solucién de cloro a 200 ppm durante 1 min. Posteriormente las tunas se
mondaron manteniendo un ambiente de alta higiene para evitar la contaminacién de los
frutos (Figura 8). Una vez mondados se pasaron a un extractor de jugo casero, donde se

separo las semillas y pulpa.

Figura 8. Mondado de tuna (a). Extraccion del jugo de tuna con ayuda de un extractor de
jugo casero (b).
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El jugo extraido se filtré usando un colador casero con la finalidad de separar la pulpa y

semilla restante (Figura 9).

Figura 9. Obtencion de jugo con pulpa (a). Filtrado de jugo de tuna (b).
5.1.3 Tratamientos y unidades experimentales

Se aplicaron siete tratamientos, cuatro correspondieron a la aplicacion de la intensidad
de alta presion (100, 200, 300 y 400 MPa) vy tres correspondieron a la exposicion del
jugo (50 mL en recipientes para centrifuga, como unidad experimental) a flujo (180 mg
O3 hr') de ozono durante tres tiempos (3, 6 y 8 min). Adaptado de la norma Europea
UNE-1278, 2010.

Posteriormente, el jugo filtrado se envaso en tubos para centrifuga (50 mL de jugo como
unidad experimental) para la aplicacion de las altas presiones con el equipo (Elmhurst
System Engineering, USA) (Figura 10). Metodologia adaptada de Dong et al., 2013;

Lopez et al., 2007; Elke et al., 2002).
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Figura 10. Envasado del jugo de tuna (a). Aplicacidon de las altas presiones en jugo (b).

El ozonizado del jugo de tuna se efectu6 con un equipo marca (Biozon K-20, generador

de ozono multifuncional) (Figura 11).

LT
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Figura 11. Ozonizado del jugo de tuna (a). Equipo generador de ozono (b)

Las muestras de jugo de tuna presurizada u ozonizada se mantuvieron a temperatura

ambiente por 24 h para su posterior analisis microbiolégico.
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5.2 Variables respuesta

5.2.1 Parametros microbioldgicos
NUmero de unidades formadoras de colonias (logiotUFC mL™) de bacterias

mesofilas aerobias (BMA) y Staphylococcus aureus

El andlisis microbiologico se efectud de acuerdo a la metodologia descrita en la AOAC
(1980), Pascual y Calderdén (2000). Se tomaron 25 mL de muestra de jugo de tuna por
cada tratamiento de presurizado y ozonizado, se le adiciond agua peptonada al 49 %, se
homogeneiz6 por un minuto en una licuadora con vaso de aluminio (OSTER- 52G084)
previamente esterilizada a (110 °C 3 h™), las muestras homogeneizadas se vaciaron en
frascos estériles de 500 mL con 225 mL de agua peptonada, denotdndolos como primer
dilucion. De la primera dilucion obtenida por tratamiento se extrajo 1 mL de muestra
con una pipeta seroldgica estéril desechable y se transfirié a un tubo de cultivo con tapon
de baquelita (20 x 150 mm. KIMAX 9825) estéril con 9 mL de agua peptona,
obteniendo la dilucién (10™), se efectud sucesivamente el mismo procedimiento para
cada tratamiento hasta obtener la dilucién de (10™) (Figura 12). Por cada tratamiento se
obtuvieron 4 primeras diluciones. Las diluciones que se consideraron para el analisis
microbiolégico fueron (Cuadro 8), 10°, 10 y 10°°, la siembra se efectud en cajas de

Petri estériles desechables por triplicado.
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Cuadro 8. Estructura de los tratamientos obtenidos y diluciones consideradas para el

andlisis microbioldgico

Tratamiento Repeticiones Diluciones Diluciones para siembra
*TEST 4 10"-10” 10°-10”
HHP100 4 10"-10° 10°-10°
HHP00 4 10'-10° 10°-10°
HHP300 4 10'-10° 10°-10°
HHP 00 4 10'-10° 10°-10°

O3 3 min 4 10'-10° 10°-10°
O3 6 min 4 10'-10° 10°-10°
O3 8 min 4 10'-10° 10°-10°

*TEST (testigo, sin tratamiento); *HHPoo (tratamiento de alta presion hidrostatica a 100
MPa de presion); HHP, (tratamiento de alta presion hidrostatica a 200 MPa de
presion); HHP3q (tratamiento de alta presion hidrostatica a 300 MPa de presion);
HHP4qo (tratamiento de alta presion hidrostatica a 400 MPa de presion); Oz 3 min
(tratamiento de ozonizado durante 3 min de exposicién); O3 6 min (tratamiento de
ozonizado durante 6 min de exposicion); Os 8 min (tratamiento de ozonizado durante 8

min de exposicion).
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Figura 12. Homogenizacion de las muestras (a). Diluciones por muestra (b).

De las diluciones que se consideraron para el conteo en placa, se extrajo 0.1 mL de
muestra por dilucion, inmediatamente se transfirio en cajas de Petri estériles desechables
con medio Agar nutritivo (BD Bioxon®) para la siembra de bacterias mesofilas aerobias
(BMA) y en cajas Petri esteriles desechables con medio Baird Parker (BD Bioxon®)
para Staphylococcus aureus (Figura 13). La siembra en placa se realizé por triplicado
para cada dilucién considerada. La técnica de siembra que se emple6 fue la de extension
en superficie con ayuda de una varilla para siembra. Posteriormente las cajas de Petri
sembradas se incubaron en una estufa de crecimiento microbiano ajustando una
temperatura de 37 °C por 24 o0 48 si es necesario para ambos microorganismos,
culminando el tiempo establecido de incubacion se realiz6 en conteo en placa. (AOAC,

1980; Pascual y Calderdn, 2000).
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Figura 13. Siembra en placa de BMA y Staphyloccocus aureus.

5.2.2 Presencia o ausencia de coliformes totales

De las diluciones consideradas para analisis se tom6 1 mL de muestra por tubo de
dilucion, se transfirié a un tubo con 9 mL de medio caldo lauril sulfato con MUG (4-
metilumbeliferil-B-glucoronido) y campana Durham (Figura 14). Se considerd tres series
de tres tubos cada uno para la siembra. Posteriormente se incubaron los tubos sembrados
a 37 °C durante 24 horas. Culminando el tiempo se incubacién se efectud la lectura
detectando la presencia (+) o ausencia (-) de gas en los tubos Durham (Pascual y

Calderdn, 2000).

Figura 14. Muestras inoculadas en medio caldo lauril sulfato con MUG.
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5.2.3 Presencia o0 ausencia de hongos y levaduras

Para la determinacion de hongos y levaduras, la siembra se realizd en cajas de Petri
estériles desechables con medio agar dextrosa y papa (BD Bioxon ®), de las diluciones
(103-10°) se tomé 0.1 mL de muestra por tubo, se colocé en las cajas de Petri. La
siembra se efectud con la técnica de extension en superficie. Las cajas sembradas se
incubaron a 25 °C por 5 dias, al término del tiempo de incubacion de prosiguio a la
lectura de presencia (+) o ausencia (-) de hongos y levaduras, considerando colonias

presentes en el medio de siembra (Pascual y Calderon, 2000).

5.3 Variables fisicos y quimicos
Cabe mencionar que para el andlisis de los parametros fisicos y quimicos solo se efectu6

con los tratamientos de ozonizado durante 3, 6 y 8 minutos de exposicion.

5.3.1 Color

Esta variable se evalu6 con un colorimetro Hunter Lab modelo Mini Scan XE Plus
No0.450/0-L-USA utilizando la escala del Cielab de Hunter (L*, a*, b*), donde L*
define la luminosidad o brillantez de la muestra cuyos valores varian desde 0 que
representa colores totalmente oscuros (negros) hasta 100 que representa colores de
méaxima brillantez (blanco); a* mide la diferencia entre la luz reflectada por la muestra
en la zona de rojo a verde, donde los valores negativos de a* indican tonalidades verdes
mientras que los positivos indican tonalidades de rojas. El parametro b* mide la
diferencia entre la luz reflectada en la zona de amarillo a azul, donde los valores
negativos definen tonalidades azules, en tanto que los valores positivos indican

tonalidades amarillas (Minolta, 1994). Con esta informacion se calcularon Ila
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1
cromaticidad (C = (a® + b?)z) y el angulo de tono o matiz H = arc tan(f) (Ferrari

et al., 2010; McGuire, 1992; Calvo, 1989).

5.3.2pH
Se determin6 mediante un potenciometro digital (Hanna Instrumets-USA) previamente
calibrado con una solucién Buffer a un pH de 6,8. El electrodo se sumergio en el jugo de

tuna utilizado y se registrd la lectura después de estabilizarse (981.12-A0AC, 1980).

5.3.3 Solidos solubles totales
Se determiné con la ayuda de un refractometro digital portatil PAL-1 (ATAGO, USA).
Utilizando una escala de 0-53°, expresados en °Brix a 20 °C previamente calibrado con

agua destilada.

5.3.4 Acidez titulable

Se determind por el método descrito en el manual AOAC (2000), que se basa en la
titulacion de 10 mL de muestra de jugo de tuna con una solucién valorada de NaOH 0.1
N, y fenolftaleina como indicador. Se reporta como porcentaje de &cido citrico (Figura

15).

Figura 15. Determinacion de acidez titulable.
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5.3.5 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante se determind por el método ABTS siguiendo la metodologia
propuesta por Re et al. (1999) y modificada por Kuskoski et al. (2004). Se tiene que
formar el radical ABTS+ colocando 0.0066 g de persulfato de potasio y 0.0388 g de
reactivo ABTS (2,2-azinobis (3-ethylbenzthiozoline)-acido 6-sulfénico) en un frasco de
vidrio ambar. Se afiaden 10 mL de agua destilada, la mezcla se agita perfectamente y se
deja reposar por 16 horas en la oscuridad a temperatura ambiente para utilizarse en
intervalo de 24 horas posteriores. Se realiza una mezcla etanol absoluto con el radical
ABTS" hasta alcanzar una absorbancia de 0.70 + 0.02 a 754 nm. Se mezclan 3920 uL de
la solucion de radical ABTS: etanol y se registra su absorbancia como la absorbancia
inicial. Se adicionan 40 uL de la muestra (jugo) y en ese momento se empieza a contar
el tiempo de la reaccion (tiempo cero). Concluida la reaccion (7 minutos después) se
registra nuevamente la lectura de absorbancia y se considera como la absorbancia final.

Con los datos anteriores se calcula el porcentaje de inhibicion aplicando la siguiente

formula U, = (Ai;Af) + 100

1

La curva estandar se obtiene tomando alicuotas de una solucion madre de Trolox (0.2
mg mL™). Se realizan diluciones de esta solucién madre de la siguiente manera (mL
solucion madre de Trolox: agua destilada): 0:10, 0,625:9,375, 1,25:8,75, 1,875:0,875,
2,5.7,5, 3,125:6,875: 6,25:3,75, 7,5:2,5, 8,75:1,25, 10:0, para obtener 10 puntos de la

curva estandar.
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5.4 Evaluacion sensorial del jugo natural y del jugo ozonizado

La evaluacion se llevo a cabo con un grupo de 100 panelistas conformado entre hombres
y mujeres con edades que fluctuaron entre 15 y 23 afios. Se realiz6 una prueba afectiva
de aceptabilidad en la que se evaluaron atributos como color, sabor y aroma asi como
aceptabilidad global de la muestra, mediante una escala hedonica de nueve puntos en la
cual el valor mas bajo fue 1 que correspondio6 a “me disgusta extremadamente”, hasta el
valor maximo de 9 que correspondi6 a “me gusta extremadamente”. Se obtuvo 4 litros
de jugo por tratamiento y se prepararon 4 tipos de muestras, la muestra A fue jugo de
tuna sin ningun tratamiento, muestra B jugo de tuna ozonizado durante 3 min de
exposicion, muestra C jugo de tuna ozonizado durante 6 min de exposicion, D jugo de

tuna ozonizado durante 8 min de exposicion.

Las muestras se presentaron en forma aleatoria y balanceada a los panelistas, en vasos de
25 mL con nimeros aleatorios de tres digitos, todas las muestras de jugos estuvieron a
temperatura ambiente. Los panelistas evaluaron una muestra a la vez. EIl cuestionario

que se aplico se encuentra en el Anexo 1.

5.5 Andlisis estadistico

Los resultados se analizaron estadisticamente mediante un analisis de varianza y
comparacion de medias (Tukey, p = 0.05), utilizando el paquete estadistico SAS
Statistical Analisis System, versidon 9.1 2009. La unidad experimental estuvo constituida
por 50 mL de jugo de tuna con cuatro repeticiones para los tratamientos de ozonizado y
presurizacion con el cual se efectud el analisis microbiolégico y 50 mL de jugo

unicamente ozonizado con seis repeticiones para los parametros fisicos y quimicos.
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Se hizo uso de la estadistica no paramétrica mediante tablas de contigencia para la

determinacion de presencia (+) o ausencia (-) de hongos, levaduras y colifomes totales.

A continuacion se describen los tratamientos que se generaron y las condiciones de

tratamientos (Cuadro 9).

Cuadro 9. Tratamientos ensayados.

Tratamiento Condiciones de tratamientos

TEST* Tratamiento testigo

HHP109 100 MPa de presion por 5 minutos
HHP5qo 200 MPa de presion por 5 minutos
HHP300 300 MPa de presion por 5 minutos
HHP 400 400 MPa de presion por 5 minutos
033 min Ozonizado durante 3 minutos de exposicion
036 min Ozonizado durante 6 minutos de exposicion
038 min Ozonizado durante 8 minutos de exposicién

TEST™*: Testigo, jugo de tuna sin ningun tratamiento

Para el andlisis sensorial de los pardmetros de color, sabor y aroma se aplicé un disefio
de bloques completamente al azar (Hernandez, 2007). Como factor de bloqueo se
consider6 la edad de los panelista. Se evalué la aceptabilidad por atributo y
aceptabilidad global entre el jugo de tuna blanca sin tratamiento (TEST) y el jugo

tratado recién extraido durante 3, 6 y 8 min de ozonizado.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Parametros microbiologicos

6.1.1 Bacteria mesofilas aerobias (BMA)

Las bacterias mesdfilas aerobias presentaron reducciones en las colonias por efecto de
las altas presiones a partir del tratamiento de 300 MPa, y el efecto estresante del
ozonizado a partir de los 6 min de exposicion. Los mejores tratamientos fueron, 400
MPay el ozonizado durante los 8 min. En las BMA no se presentaron reducciones en las
poblaciones con niveles de presion de 100 MPa (6.47 log;Q0UFC mL™) y 200 MPa (6.47

log;0UFC mL™) con respecto al tratamiento testigo (6.47 logioUFC mL™) (Cuadro 10).

Ochoa y Guerreo (2013) reportan 6.37 logiQUFC mL™ en jugo de tuna sin ningdn
tratamiento, valor aproximado que se detectd en este estudio con los tratamientos
testigo, 100 y 200 MPa. Caso contrario a lo que reporta Kim et al. (2001) en jugo de
zanahoria tratada con presiones de 100 y 200 MPa por 10 min, que obtuvieron
reducciones de 5.11 y 4.94 log;oUFC mL™, respectivamente, esta diferencias pueden
deberse al tiempo prolongado por el cual se expone el jugo de zanahoria, que para esta
investigacion se propuso 5 min de exposicion para evitar demeritar la calidad fisica,
guimica y nutricional del jugo. Cuando se intensificd el nivel estresante de alta presion,

se obtuvo una reduccién de 3.32 y 0.88 logioUFC mL™ de BMA con 300 y 400 MPa,
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respectivamente. Esto coincide con lo reportado por Dong et al. (2013) quienes
obtuvieron reducciones de 2.82 y 1.52 logi0UFC mL™ de BMA con presiones de 300 y
400 MPa por 5 minutos, respectivamente, en jugo de granada. Sin embargo, Kim et al.
(2001) reportaron 4.17 log;QUFC mL™ a 300 MPa y tratamientos de presiones superiores
a 400 MPa no detectaron colonias de mesoéfilos aerobios. Tal resultado puede deberse a
la compresion de las bacterias efecto de la presurizacion. Por otro lado Rademacher et
al. (1998) y Palou et al. (2002) consideran que el efecto de la alta presion con niveles de
presion superiores a 400 MPa equivale a un tratamiento de pasteurizacion (72 °C 15s) y
tal efecto sugiere que existe una ruptura de la membrana celular de las bacterias. Sin
embargo, Mackey et al. (1995) reportaron que existe una accion sinérgica entre la

disminucion de pH por efecto de la alta presion y los altos niveles de presion.

Por otra parte, los mejores resultados del ozonizado en cuanto a reduccion de poblacién
de mesdfilos se presentaron a partir de los 6 y 8 minutos de exposicion. Se obtuvieron
reducciones de 4.52 y 0.88 log,UFC mL™ de BMA, respectivamente (Cuadro 10). Por
su parte, Song et al. (2014), Achen y Yousef (2001) reportaron reducciones de 3,7 y 2,6
logio0UFC mL™ con tiempos de exposicion superiores a los 5 minutos en jugos
ozonizados de manzana y naranja, respectivamente. En contraparte, Rodgers et al.
(2004) reportaron reducciones de hasta 5 log;QUFC mL™ en jugos de manzanas y fresas.
Estos resultados sugieren un efecto oxidativo en las células bacterianas. (Ballater et al.
2010; Galindo y Lissette, 2006; Pérez, 2005) reportan que el 0zono mata a la bacteria
por medio de la ruptura de la membrana celular (lisis celular), esta accién comienza la

destruccion de la capacidad de la célula de funcionar, liberando peroxidos, que son

63



también desinfectantes, todo esto conduce a la dispersion del citoplasma y por

consiguiente a la muerte del microorganismo.

De acuerdo con lo anterior se puede pensar que al aumentar la presion y el tiempo de
ozonizado, superiores a 400 MPa y 6 min, respectivamente se estabiliza
microbioldgicamente el jugo de tuna, obteniendo un jugo que cumple con los estandares
sujetos a las normas (NOM-130-SSA1, 1995; NMX-F-045, 1982; CODEX STAN 247,

2005) establecidas para jugos y néctares pasteurizados.

Cuadro 10. Numero promedio de unidades formadoras de colonias por ml (log;o UFC
mL™) de bacterias mesofilas aerobias en jugo (recién extraido) de tuna blanca, tratado

con diferentes niveles de alta presién hidrostatica y diferentes tiempos de ozonizado.

Tratamiento Logio UFC mL™ de Meséfilos aerobios
TEST ¥6.47 + 0.00°
HHP1g9 6.47 + 0.00°
HHP5q 6.47 =+ 0.00°
HHP300 332 + 2.21°
HHP 499 0.88 + 1.76°
033 min 597 + 0.38.18°
036 min 452 +0.35°
038 min 0.88 +1.76°

‘valores promedios con la misma letra dentro de las columnas, son estadisticamente
iguales con base a la prueba de Tukey (P<0.05). X + o (Media * desviacion estandar).
*TEST (tratamiento testigo); *HHP1qo (tratamiento de alta presion hidrostatica a 100
MPa de presion); HHP,y (tratamiento de alta presion hidrostatica a 200 MPa de
presidn); HHP3q (tratamiento de alta presién hidrostatica a 300 MPa de presidn);
HHP40 (tratamiento de alta presion hidrostatica a 400 MPa de presion); Oz 3 min
(tratamiento de ozonizado durante 3 min de exposicion); Os 6 min (tratamiento de
ozonizado durante 6 min de exposicion); Oz 8 min (tratamiento de ozonizado durante 8

min de exposicién).
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En la Figura 16 se observa claramente una reduccion de las poblaciones de BMA por
nivel de tratamiento de alta presion y ozonizado. A mayor nivel de presion y tiempo de
ozonizado mayor efecto antimicrobiano. Los tratamientos de presurizado con 400 MPa
y ozonizado durante 8 min tendieron a reducir las poblaciones de BMA hasta 0.88
logUFC mL™ (Figura 16 (a)). Tal comportamiento se puede comparar con lo observado
por Wang et al. (2012) quienes mencionan que a presiones superiores por arriba de los
350 y 400 MPa por 5 y 10 min a temperatura ambiente se tiende a la muerte total de
BMA en jugo de granada. Por otra parte, Kim et al. (2001) y Arroyo et al. (1997),
reportaron que el ozonizado por arriba de los durante 6 min presentaron efecto similar

en jugo naranja y jugo de arandano, efecto similar que se observa en el jugo de tuna

(Figura 16 (b)).
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Figura 16. Unidades formadoras de colonias por mL (log;oUFC mL') de bacterias
mesofilas aerobias en jugo (reciente extraido) de tuna blanca tratada con diferentes
niveles: (a) de alta presion (100, 200, 300 y 400 MPa) vy (b) ozonizado durante

diferentes tiempos (3, 6 y 8 min).

6.1.2 Staphylococcus aureus

La sensibilidad de S. aureus a los tratamientos de las altas presiones y ozonizado
mostraron reducciones significativas en las poblaciones de estas bacterias. La reduccion
de 6.42 y 5.69 logioUFC mlI™ se observo a partir del nivel 100 MPa de presién con
respecto al tratamiento testigo (Cuadro 11). Estos resultados concuerdan con los
reportados por Arroyo et al. (1997) de (1 a 6 log,UFC ml™) con 100 y 400 MPa de

presion por 10 min, respectivamente, col, lechugas precortadas.
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Dentro de los niveles de alta presion el nivel 400 MPa fue el mejor tratamiento que
redujo hasta 0.88 logioUFC ml™ en el jugo de tuna. Tellez et al. (2001) reportan
reducciones hasta 0.998 logiUFC ml™ de S. aureus en pastel de arroz sometido a
tratamientos de 400 MPa por 10 min, efecto similar ocurre en salchichas y pasteles de
pescados. Sin embargo, (Takahashi et al.1993; Butz et al. 1990) reportaron en carne de
cerdo, que a niveles superiores a los 600 MPa se obtuvieron cero log;QUFC ml™. Por otra
parte, se difiere de lo obtenido por O’Reilly et al. (2000) quienes reportaron 4 log;oUFC
ml™® de S. aureus, en queso Cheddar tratado a 400 MPa de presién por 20 min, esto
podria deberse a la presencia de diferentes cepas de S. aureus presentes en queso que
son resistentes a las altas presiones (Patterson et al., 1995; O'Reilly et al., 2001) o
sugiere que las caracteristicas del producto son otras y por consiguiente el
comportamiento de S. aureus. Cabe mencionar que dentro las bacterias gram-positivas
no esporuladas, S. aureus es la mas resistente a las altas presiones (Elke et al. 2002;
Wuytack et al., 2002; Patterson et al., 1995). Los resultados obtenidos en el jugo de tuna
son similares reportados por (Lopez et al. 2007; Gervilla et al. 1999; Patterson y
Kilpatrick, 1998) en leche cruda de vaca (2 y 3 logio0UFC mL™) a 400 MPa por 10 y 15

min, respectivamente.

El ozonizado a 8 min provoc6 la muerte de Staphylococcus aureus, se observo cero
colonias de esta bacteria (Cuadro 11). Estos resultados difieren con lo reportado por
Uradzifiski et al. (2005) donde se menciona que al esterilizar lineas de procesos en
intervalos de tiempos por 20 min hasta alcanzar 120 min en tiempo total de exposicion, a
concentraciones 0.03 mg m™ con 0zono, se obtienen 0y 1 log;QUFC ml™ de S. aureus y

Salmonella Enteritidis, respectivamente, esto podria deberse a que S.aureus presenta

67



mayor resistencia al 0zono a bajas concentraciones 0.04 mg m™, y se establece que la
inactivacion de las bacterias sigue una ley cinética de segundo orden dependiendo de las
concentraciones de ozono disuelto y de los microorganismos (Lezcano et al., 2001).
Algunos autores reportan que la inactivacion de algunos microorganismos como Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Yersinia enterocolitica,
Aeruginosa Pseudmonas y Salmonella typhimurium, se debe a la oxidacion de las
células, péptidos, proteinas, grupos sulfhidrilo y aminoacidos de las enzimas, lo que
contribuye al aumento de la permeabilidad celular de los microorganismos, dando como
resultado la lisis celular (Guzel-Seydim et al., 2004; Khadre et al., 2001; Restaino et al.,

1995).

Cuadro 11. Numero promedio de unidades formadoras de colonias por mL (logicUFC
mL™) de Staphylococcus aureus en jugo (recién extraido) de tuna blanca, tratado con

diferentes niveles de alta presion hidrostatica y diferentes tiempos de ozonizado.

Tratamiento Log:o UFC mL™ de Staphylococcus
aureus

*TEST ¥6.42 + 0.06°

*HHP100 569 +0.91°

*HHP 00 5.37 + 1.16°

*HHP300 332 +221

*HHP 400 0.88 +1.76Y
*05 3 min 5.66 +3.09°
*03 6 min 4.63 +0.68°
*03 8 min 0 +0.00"

‘valores promedios con la misma letra dentro de las columnas, son estadisticamente
iguales con base a la prueba de Tukey (P<0.05). X + o (Media + desviacion estandar).
*TEST (tratamiento testigo); *HHPo (tratamiento de alta presion Hidrostatica a 100
MPa de presion); HHP,go (tratamiento de alta presion hidrostatica a 200 MPa de
presion); HHP3q (tratamiento de alta presién hidrostatica a 300 MPa de presion);
HHP40 (tratamiento de alta presion hidrostatica a 400 MPa de presion); Oz 3 min
(tratamiento de ozonizado durante 3 min de exposicion); Os 6 min (tratamiento de
ozonizado durante 6 min de exposicion); Oz 8 min (tratamiento de ozonizado durante 8
min de exposicion).
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Con base en el analisis estadistico se detectd diferencias significativas en las poblaciones
de Staphylococcus aureus en el jugo de tuna tratada a niveles de (100-400 MPa) y a
tiempos de (3-8 min) de ozonizado. Al aumentar los niveles de cada tratamiento se
tiende a lograr la muerte bacteriana. Esto puede deberse a que el ozono es altamente
oxidante y no presenta efecto inhibidor reversible en las enzimas intracelulares, y las
altas presiones a niveles superiores a 300 MPa provocan ruptura celular, ambas
condiciones son efectivas para reducir el logiUFC mL™ o por consiguiente causar la
muerte de las bacterias principalmente S. aureus (Pérez, 2004; Parish et al., 2003). El
comportamiento de S. aureus en las muestras presurizadas y ozonizadas indicaron
reducciones significativas por nivel de alta presion y tiempo de ozonizado. A mayor
tiempo de exposicion de ozonizado mayor intervalo de reduccion logaritmica, un efecto

similar ocurre con los niveles de alta presion (Figura 17).
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Figura 17.Unidades formadoras de colonias por mL (logiUFC mL") de Staphylococcus
aureus en jugo (reciente extraido) de tuna blanca tratada con diferentes niveles: (a) de
alta presion 100, 200, 300 y 400 MPa vy (b) ozonizado durante diferentes tiempos 3, 6 y

8 min.

6.1.3 Coliformes totales

Las muestras tratadas a niveles de 300 y 400 MPa presentaron ausencia de coliformes
en el jugo de tuna, Cuadro 12. Estos resultados concuerdan con Parish, 2003; Michiels,
2002; Linton, 2001; Elke et al., 2002 quienes reportaron que a niveles superiores a 300 y
500 MPa de presion no se detectd presencia de coliformes en leche cruda de vaca y
quesos, respectivamente, e indicaron que a tratamientos superiores a 300 MPa se afecta
la morfologia celular en diferentes aspectos. La estructura de las vacuolas colapsa y
existe desnaturalizacion irreversible de las enzimas y por consiguiente provoca muerte
bacteriana. Por otro lado, por debajo de los 300 MPa de presion ain se detectaron
presencia de coliformes en el jugo de tuna, estos resultados coinciden con lo reportado
por Elke et al., 2002; Pagan y Mackey, 2000 quienes encontraron que a presiones en el
intervalo de 100-300 MPa, los coliformes ain se hacen presentes en queso. A estas
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condiciones de presion no se causan lesiones considerables para provocar ruptura en la

pared celular o desnaturalizacion de las proteinas (Ritz et al., 2001; Ritz et al., 2000).

Un efecto similar ocurre en el jugo ozonizado a 6 y 8 min de exposicion, la presencia de
coliformes es nula (cero) (Cuadro 12). Castro y Quispe, 2010; Kim et al., 1999
reportaron un efecto similar en naranjas, manzanas, zanahorias, pepinos y lechugas,
establecen que los tratamientos mayores a 3 mg m™ de 0zono y a tiempos superiores a
los 4 minutos se reduce drasticamente el contenido de patdgenos y superiores a 6
minutos no detectaron presencia de coliformes totales y fecales. Por el contrario,
(Klaiber et al., 2004; Baur et al., 2004; Yuan et al., 1998) evaluaron la eficacia
bactericida del ozono en el lavado de manzanas, naranjas y papas, respectivamente,
concluyeron que a concentraciones de ozono por debajo de 3 mg m™ durante 3 min de
exposicion es inefectivo para el eliminacion de coliformes totales, efecto que se

presenta en el jugo de tuna a los 3 min de exposicion con 0zono.
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Cuadro 12. Tabla de contingencia para determinar la presencia o ausencia de coliformes
totales en jugo (recién extraido) de tuna blanca tratado con diferentes niveles de alta

presion y diferentes tiempos de ozonizado.

Coliformes totales

Tratamiento Presencia Total de muestras

*TEST 12/12 12

HHP 100 12/12 12

HHP2q9 12/12 12

HHP300 1/12 12
HHP 400 0/12 12
033 min 7/12 12
036 min 0/12 12
038 min 0/12 12

Total 44 96

*TEST (tratamiento testigo); *HHP1qo (tratamiento de alta presion hidrostatica a 100
MPa de presion); HHP,y (tratamiento de alta presion hidrostatica a 200 MPa de
presion); HHP3q (tratamiento de alta presidén hidrostatica a 300 MPa de presion);
HHP4qo (tratamiento de alta presion hidrostatica a 400 MPa de presion); Oz 3 min
(tratamiento de ozonizado durante 3 min de exposicién); Oz 6 min (tratamiento de
ozonizado durante 6 min de exposicion); Os 8 min (tratamiento de ozonizado durante 8

min de exposicion).
La presencia o ausencia de coliformes totales fue determinada por la produccién de

gases en los tubos con muestras. La presencia de gas indicd presencia de coliformes

(Figura 18)
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Figura 18. Deteccion de gas (presencia de coliformes) en tubos Durham.

6.1.4 Hongos

En las muestras analizadas de jugo de tuna sometidas a presiones de 100 a 400 MPa de
presion tuvieron efecto en las poblaciones. En todas las muestras hubo presencia de
hongos, por lo que los tratamientos no tuvieron algin efecto letal en estos
microorganismos. Estos resultados difieren por lo reportado por Wang et al. (2012)
quienes establecen que bajo condiciones de presurizado en puré de patatas a 400, 500 y
600 MPa por 2.5, 5 y 10 min, respectivamente, no haber detectado la presencia de
hongos, esto concuerda con lo reportado por (Lavinas et al., 2008; Timmermans et al.,
2011; Varela-Santos et al., 2012; Barba et al., 2012) en jugos de marafién, naranja,
granada y jugo de arandano, respectivamente. Cabe mencionar, que estas condiciones
son superiores en tiempo y presion a los establecidos en esta investigacion, lo cual puede
deberse a la diferencia de resultados. Parish (2003) por su parte reportd que las esporas
de hongos se inactivan a presiones que oscilan entre 300-400 MPa a temperatura
ambiente y bajo condiciones de refrigeracion a 4 °C. Sin embargo, Lopez-Malo et al.

(1999) reportaron que la inactivacion de microorganismos vegetativos se da entre 400-
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600 MPa, mientras que las esporas de algunas especies son resistentes a presiones

mayores a 1000 MPa a temperatura ambiente.

Las muestras de jugo ozonizado expuestas durante 3, 6 y 8 min no presentaron efecto en
las colonias de hongos. Estos resultados concuerdan con lo reportado por
(Vijayanandraj et al., 2006; Smilanick et al., 2002) confirman que el ozono durante
tiempos de exposicion durante 3 y superiores a 6 min no tuvieron efecto inhibidor en
poblaciones de hongos presentes en cebollas y frutas almacenas, respectivamente. Por el
contrario, Arnal et al. (2005) reportaron que el 0zono a bajas concentraciones (0.3 mg L
1) reducen la aparicion de hongos en camaras de almacenamiento, se ha demostrado que
las atmosferas enriquecidas con ozono retrasan el crecimiento de hongos (Liew y
Prange, 1994; Sarig et al., 1996) y se vuelve ain mas eficiente a exposiciones continuas
y a bajas temperaturas (5°C) (Palou et al., 2002). Sin embargo, (Graham, 2002; Loeb,
2005) reportaron que tratamiento con ozono durante 3 min'y 1,5 mg L™ solo permiten
inactivar a las esporas de hongos, mas no causar la muerte. Tales resultados pueden
deberse a que el efecto del ozono varia en funcién de los productos tratados (Tzortzakis
et al., 2007; Palou et al., 2002; Palou et al., 2003). Sin embargo, (Zotti et al., 2008;
Catalgo, 2008: Wang et al., 2008; Rice, 2007; Palou et al., 2002), establecieron que el
ozonizado es un método eficiente para la degradacién de micotoxinas producidas por

hongos, que pueden presentarse en frutas, hortalizas y alimentos liquidos.

6.1.5 Levaduras
Las levaduras son sensibles a presiones de 400 MPa, se logrd reducir el 50% la
presencia de las colonias en muestras de jugo con respecto al tratamiento testigo.

Niveles inferiores a 400 MPa no se detectd efecto significativo (Cuadro 13). Estos
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resultados concuerdan con lo reportado por (Wang et al., 2012; Barba et al., 2012;
Varela-Santos et al., 2012; Timmermans et al., 2011; Tellez et al., 2001) reportaron
inhibicién de las levaduras en pure de patata, jugo de marafion, naranja y jugo de
granada, respectivamente, a presiones superiores a 400 MPa, establecen que se debe a
que varias enzimas que son inactivadas, principalmente la carboxipeptidasas lo que
provoca dislocacion de la membrana, disminucion del transporte activo de protones y
por consiguiente acidificacion del pH celular. Esto sugiere un efecto similar en las
colonias de levaduras presente en el jugo de tuna. Por otra parte Farkas y Hoover (2000)
estableciron que a presiones inferiores a 400 MPa las levaduras no presentan ningdn
dafo interno. Al respecto Kims et al. (2001) reportaeon reducciones de 4.40, 4.35y
3.01 Logyo UFC mL con relacién al testigo (5.54 Logio UFC mL™) a presiones de 100,
200, 300 MPa, respectivamente, y a presiones superiores a los 400 MPa no detectaron
presencia de levaduras en jugo de zanahoria. Durante el tratamiento de altas presiones,
existen dos efectos que determinan la seguridad y estabilidad microbioldgica de los
alimentos: el efecto en el alimento durante el tratamiento y el comportamiento de los
microorganismos después del tratamiento. Por ejemplo, con el uso de altas presiones en
productos con bajo pH, como son los jugos, se puede lograr una inactivacion efectiva de
formas vegetativas de microorganismos deteriorativos y microorganismos patogenos

(Palou et al, 2002).

Con respecto al ozonizado durante 3, 6 y 8 min de exposicion el més eficiente fue el de
8 minutos ya que redujo un 80% la presencia de levaduras (Cuadro 13). Esto resultados
concuerda con lo reportado por Savi et al. (2014). Por otra parte, Sarig et al. (1996),

Loeb (2005) observaron el mismo efecto en uvas ozonizadas durante 20 min. Sin
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embargo, Calvo (2004), Arnal et al. (2005) reportaron que el ozono es activo a bajas
concentraciones por tiempos prolongados mayores 8 min para presentar efecto inhibidor
en las enzimas intracelulares de levaduras. Estos resultados sugieren que al aumentar el
tiempo de ozonizado las levaduras se someteran a un estado mas estresante y por

consiguiente la ausencia total del estos.

Cuadro 13. Tabla de contingencia para determinar la presencia o ausencia de levaduras
en jugo (recién extraido) de tuna blanca tratado con de diferentes niveles de alta presion

y diferentes tiempos de ozonizado.

Levaduras
Tratamiento Presencia (proporcion Total de muestras
de muestras positivas)

*TEST 12/12 12
HHP100 12/12 12
HHP 00 1212 12
HHP300 12/12 12
HHP 400 6/12 12
O3 3min 12/12 12
036 min 12/12 12
O3 8 min 2/12 12
Total 80 96

*TEST (tratamiento testigo); *HHPoo (tratamiento de alta presion hidrostatica a 100
MPa de presion); HHP,y (tratamiento de alta presion hidrostatica a 200 MPa de
presion); HHP3q (tratamiento de alta presion hidrostatica a 300 MPa de presion);
HHP4qo (tratamiento de alta presion hidrostatica a 400 MPa de presion); Oz 3 min
(tratamiento de ozonizado durante 3 min de exposicion); Os 6 min (tratamiento de
ozonizado durante 6 min de exposicion); Oz 8 min (tratamiento de ozonizado durante 8

min de exposicion).

76



6.2 Parametros fisicoquimicos

6.2.1 Sdlido solubles totales (SST), pH, AT (acidez titulable)

El comportamiento observado en SST (Cuadro 14) del jugo de tuna fue similar a lo
reportado por (Tiwari et al., 2009b, e; Jaramillo, 2014) en jugo ozonizado (0-10 min) de
tomate y durazno, respectivamente. Otros autores reportaron (Askar y Elisamahy, 1981,
Gurrieri et al., 2000; Piga, 2004; Sawaya et al., 1983) una disminucion de 10.7 (testigo)
a 17.0 (ozonizado durante 6 min) en jugos. Estos resultados sugieren que a mayor

tiempo de ozonizado se tiende a reducir ligeramente los SST.

El valor del pH aumenté de 5.41 (TEST) a 6.54 (O3 8 min) y el porcentaje de acidez
titulable (%AT) disminuyo de 5.65 (TEST) a 2.77 (O3 8 min) (Cuadro 14). Este
comportamiento también se observé en jugo de uva y durazno (Tiwari et al., 2009b, e;
Tiwari et al., 2008; Jaramillo, 2014) y (Choi y Nielsen, 2005) al evaluar la aplicacién de
ozono en sidra de manzana sin alcohol. De igual manera Bataller et al. (2010) en

tomates ozonizados.
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Cuadro 14. Parametros fisicoquimicos pH, SST y acidez titulable (% de acido citrico,

AT) en jugo (recién extraido) de tuna blanca tratado con diferentes tiempos de

ozonizado.
Tratamiento SST pH % AT
TEST 12.78 + 0.40% 541+ 0.03% 5.65 + 0.48%
033 min 12.25 + 0.13° 5.97 + 0.008° 2.88 +0.35"
036 min 12.78 + 0.20° 6.48 + 0.01° 2.77+0.33°
038 min 12.13 +0.16° 6.54 + 0.01° 2.77 +£0.33°

‘valores promedios con la misma letra dentro de las columnas, son estadisticamente
iguales con base a la prueba de Tukey (P<0.05). X + o (Media * desviacion estandar).
*TEST (tratamiento testigo); Oz 3min (tratamiento de ozonizado durante 3 min de
exposicién); O3 6 min (tratamiento de ozonizado durante 6 min de exposicion); O3z 8 min

(tratamiento de ozonizado durante 8 min de exposicion).

6.2.2 Color

Los parametro L*, a* y b* disminuyeron ligeramente con respecto al aumento del
tiempo se ozonizado. Efecto similar de present6 en H* (Hue) y C* (Chroma) (Cuadro
15). Estos resultados concuerdan con lo reportado por (Torres et al., 2011; Patil et al.,
2010) en jugo de manzana y frutillas, respectivamente. Aunado a esto varios autores
reportan un efecto similar en jugo de uva y naranja sometidas a tratamientos de
ozonizado (0,5 L min™ por 10 min) (Tiwari et al., 2008; Lopéz et al., 2007; Rocha y
Morais, 2003) y establecen que el ozono tiene un alto potencial oxidante lo cual provoca
la degradacion de muchos compuestos organicos. Por otra parte, (Patil y Bourke, 2012)
reportaron que la disminucién de estos parametros se debe a que la aplicacion del ozono
en pigmentos organicos provoca una pérdida de color debido a una alta oxidacion de los
cromoforos (conjunto de atomos de una molécula) al atacar los dobles enlaces
conjugados. Sin embargo Tiwari et al. (2008) indica que lo pardmetros también se ven

afectados por la tasa de flujo de ozono, la concentracion y el tiempo de tratamiento. Por
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otra parte Tzortzakis et al. (2007) establece que el impacto y los beneficios del uso del
ozono varian en funcion del alimento y de las caracteristicas de los volatiles presentes en
su composicion. Sin embargo, los resultados sugieren que el ozonizado puede ser

prometedor para mantener la calidad fisica y quimica del jugo de tuna.

Cuadro 15. Parametros de color L, a, b, Hue (angulo de tono) y cromaticidad en Jugo

de tuna blanca tratado (recién extraido) a diferentes tiempos de ozonizado.

Trat. L* a* b* H* C*

TEST 2153+0.05Y -350+0.08" 535+ 0.12" 136.26 6.39
O33min 2120 £ 0.03" -3.31 £ 0.05° 4.80 + 0.06" 124.59 5.83
O36min  20.50 + 0.05 -3.11+0.11° 4.25+0.10° 126.2 5.26
0s8min  20.51+ 0.02° -3.05 + 0.06° 4.15+0.12° 126.32 5.15

‘valores promedios con la misma letra dentro de las columnas, son estadisticamente
iguales con base a la prueba de Tukey (P<0.05). X + ¢ (Media + desviacion estandar).
*TEST (tratamiento testigo); Oz 3 min (tratamiento de ozonizado durante 3 min de
exposicion); O3 6 min (tratamiento de ozonizado durante 6 min de exposicion); O3 8 min

(tratamiento de ozonizado durante 8 min de exposicidn).

6.2.3 Actividad antioxidante

Se observé diferencias significativas en mg ET 100mL™ muestra, disminuye conforme
aumenta el tiempo de ozonizado. El tratamiento testigo present6 (4.66 mg ET 100g™
muestra y 18 %) de inhibicion, con relacion a los 3, 6 y 8 minutos de ozonizado que
tienden de 2.36 mg ET 100mL™ muestra (12.47 %), 1.46 mg ET 100mL™ (5%) y 1.33
mg ET 100mL™ (1.39 %) respectivamente. (Cuadro 17). Por otra parte, Ochoa y
Guerrero (2007) reportaron una actividad antioxidante de 12.27-12.91 mg ET 100 mL™
muestra en pulpa de tuna roja y un porcentaje de inhibicion del 34% en tuna verde, por
arriba de lo obtenido en el jugo de tuna blanca (TEST), sin embargo, Carrasco y Encina

(2008) reportaron que la capacidad antioxidante esta directamente relacionada con el
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contenido de pigmentos de la fruta, esto sugiere al alto valor reportado en la tuna roja.
Por otra parte, se concuerda con lo reportado por (Patil et al., 2009; Wei et al., 2007;
Chan, 2007) que la disminucion de la actividad antioxidante es una de las desventajas
del ozonizado en productos frescos y procesados ya que la descomposicion del ozono
produce radicales libres, principalmente hidroxilos. Por el contrario, Naitoh et al.,
(2006), Zhang et al.,(2005) y Beltran et al., (2005) reportaron poca afectacion en el
contenido de antioxidantes, como la vitamina C en jugos de frutas y establecen que la
reduccion u estabilidad debe a las caracteristicas fisicas y quimicas del producto, al
tiempo de exposicion con ozono. Tzortzarkis et al., (2007) indicaron que el impacto y

los beneficios del ozono varian en funcion de los productos tratados.

Cuadro 16. Miligramos equivalentes de trolox por cada 100 mL de muestra (mg ET
100mL™ m) y porcentaje (%) de inhibicién en jugo (recién extraido) de tuna blanca

tratado a diferentes tiempos de Ozonizado.

Tratamiento mg ET/100mL muestra % de Inhibicién

TEST ¥4.66 + 0.10° ¥18.48 + 0.072°
033 min 2.36 +0.87° 12.47 £ 7.69°
O3 6 min 1.46 +0.08° 5.10 + 0.98°
038 min 1.33 +£0.14° 1.29 + 1.04°

‘valores con la misma letra dentro de las columnas, son estadisticamente iguales con
base a la prueba de Tukey (P<0.05). X + o (Media + desviacion estandar). *TEST
(tratamiento testigo); O3 (tratamiento de ozonizado a 3 min de exposicion); Os
(tratamiento de ozonizado a 6 min de exposicion); Og (tratamiento de ozonizado a 8 min

de exposicion).

La tendencia de mg ET 100g™ de muestra es a disminuir por aumento en el tiempo se
ozonizado, el jugo se ve afectado en la capacidad antioxidante por el poder oxidativo del
ozono. Se observdé que modificando el tiempo de exposicion del ozonizado y

manteniendo un mismo flujo se demerita la calidad nutraceutica del jugo (Figura 19)

80



s 4 - y =-0.4139x + 4.2118
= R2=0.8836
[<5]
>
E 34
[}
©
—
4 2
c 1.33¢
o
o
— 1 -
|_
L
(@]
£ 0
0 3 6 9

tiempo (min) ozonizado
Figura 19. Miligramos equivalentes de trolox por cada 100g de muestra (mg ET 100g™

de muestra) en jugo (recién extraido) de tuna blanca ozonizado durante (3, 6 y 8 min).

Efectos similares reportan Ochoa et al. (2012) considerando un tratamiento térmico,
observé una mayor actividad antioxidante en la pulpa de pitahaya de coloracién roja
(160.8 + 0.8 mg ET 100 mL™ muestra), seguida de la rosa (124.5 + 0.7 mg ET 100 mL™
muestra) y la blanca (58.9 + 2.3 mg ET 100 mL™ muestra). Esquivel et al. (2007)
reportaron que las tunas rojas son mas estables a tratamientos de conservacion que las
tunas blancas debido a las betalainas que son responsables del color rojo, ya que estos
compuestos son metabolitos méas estables estructuralmente que otros pigmentos
naturales y son responsables de la capacidad antioxidante en jugo de pitahaya y tuna

roja.

Conforme se aumenta el tiempo de exposicion del ozonizado en el jugo de tuna hay una
tendencia a disminuir el porcentaje de inhibicion que se relaciona directamente con la
disminucién de los mg ET 100mL™ de muestra. EI mayor porcentaje de inhibicién la

presenta el tratamiento testigo (Figura 20).
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Figura 20. Porcentaje de inhibicion correspondiente en los mg ET 100 g™ de muestra en
jugo (recién extraido) de tuna ozonizado durante (3,6 y 8 min).

6.3 Evaluacion sensorial del jugo natural sin tiempo de ozonizado y jugo tratado
durante 3, 6 y 8 minutos exposicion con 0zono
Para esta prueba se utiliz6 jugo de tuna sin tratamiento con 0zono Yy recién extraido, con

la finalidad de detectar diferencias entre el jugo Ozonizado a diferentes tiempos.
Color

De acuerdo con la prueba de aceptacion por atributo, el color del jugo de tuna blanca fue
aceptable para los panelistas, ya que no se detectd diferencias entre el jugo sin ozonizar
con respecto al jugo ozonizado. Esta decisién concuerda al observar la comparacion de
medias (Cuadro 17-color) entre los tratamientos, las medias comparten la misma letra
por lo que indica que no existe diferencia significativa de aceptabilidad en el parametro

de color.

Sabor
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La comparacion de medias nos indica que el sabor del jugo ozonizado a 3 minutos fue
mas aceptable que el jugo ozonizado a 6 min, y este Gltimo es aceptable de igual manera

al jugo ozonizado durante 8 min (Cuadro 18).

Los panelistas no detectaron diferencias significativas en el aroma del jugo sin ozonizar
con respecto al jugo ozonizado a diferentes tiempos de exposicion, es decir el pardmetro
aroma del jugo de tuna sin tratamiento (TEST) se acepta de igual magnitud que el jugo

ozonizado durante 3, 6 y 8 min (Cuadro 18).

6.3.1 Aceptacion global
Existe diferencia significativa entre los tratamientos. El jugo de tuna sin ozonizar
(TEST) fue aceptable de igual manera al jugo ozonizado durante 3 y 8 min, sin embargo

el jugo ozonizado durante 6 min fue menos aceptables.

Cuadro 17. Medias de aceptacién por atributos (color, sabor, aroma) y aceptacion global
en jugo natural (recién extraido) de tuna (TEST) y del jugo (recién extraido) tratado

con diferentes tiempos de ozonizado (3, 6 y 8 min) empleando una escala heddnica

Tratamiento Color Sabor Aroma Aceptacion
global

TEST Y6.54 +1.19° Y6.56 + 1.47° ¥6.35 + 1.69° Y6.71 + 1.24°

O3 3 min 6.45 + 1.36° 6.7+ 1.72° 6.11+1.47° 6.60 + 1.44°

036 min 6.51 + 1.41° 5.93 +2.21° 5.82 +1.82° 6.02 +1.79°

038 min 6.60 + 1.49° 6.36 + 2.15°% 6.09 +1.73°% 6.33 + 1.93°

‘valores promedios con la misma letra dentro de las columnas, son estadisticamente
iguales con base a la prueba de Tukey (P<0.05). X + o (Media + desviacion estandar).
Valores de la escala hedonica: 1 (me disgusta extremadamente), 2 (me disgusta mucho),
3 (me disgusta moderadamente), 4 (me disgusta mucho), 5 (ni me gusta ni me disgusta),
6 (me gusta poco), 7 (me gusta moderadamente), 8 (me gusta mucho), 9 (me gusta

extremadamente).
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Debido a la rapida descomposicion del ozono a oxigeno, se hace dificil la percepcién de
este en los productos (Wei et al. 2007; Patil et al., 2009). Esto sugiere el motivo por el
cual los panelista no lograron encontrara diferencias en el color, sabor y aroma del jugo
ozonizado con respecto al jugo testigo. Por otro lado, Naitoh et al., (2006) reportaron
que visualmente es dificil detectar cambios en los volatiles de un producto por efecto del
ozono. ElI método de produccion es también de interés para muchos de los
consumidores, que buscan productos similares a los naturales. El tratamiento con ozono
es una nueva tecnologia de la industria alimenticia, que es desarrolla con el fin de
alcanzar demandas de consumo de productos mas frescos con niveles reducidos de
actividad enzimatica y microorganismos, y con un mejor sabor (Galindo y Lissette,

2006; Deliza et al., 2005).
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7 CONCLUSIONES
Las altas presiones menores de 100 y 200 MPa no afectaron el log;gUFC mL™" de
bacterias mesofilas aerobias presentes en el jugo de tuna. El nivel de 300 y 400
MPa redujo las poblaciones de BMA. Dentro de los niveles de alta presion el
mejor tratamiento fue el nivel de 400 MPa. El ozonizado con diferentes tiempos
de exposicion afecto a las BMA presentes en el jugo de tuna.
El efecto bactericida del ozonizado en las poblaciones de Staphylococus aureus
se presento6 a partir de los 3 min de exposicion. El tratamiento durante 8 min de
ozonizado elimind las poblaciones presentes en el jugo de tuna.
El tratamiento en el jugo de tuna con alta presion a 300 y 400 MPa eliminé la
presencia de coliformes totales. El ozonizado durante los 6 y 8 min de exposicion
presentd en mismo efecto.
No se detectd presencia levaduras en las muestras ozonizadas por 8 min de
exposicion. El tratamiento con 400 MPa redujo la presencia de levaduras un 50
%. Los tratamientos de ozonizado durante 3 'y 6 min y alta presion a niveles
menores de 400 no presentaron efecto en la presencia levaduras. Todos los
niveles de alta presion y ozonizado no inhibieron las colonias de hongos

presentes en el jugo de tuna.

Los solidos solubles totales disminuyeron por efecto del ozonizado, de 12.25 %

para el ozonizado durante 3 miny 12.13 % para el ozonizado durante 8 min.
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La acidez titulable disminuyd considerablemente al aumenta el tiempo de
exposicién con 0zono.

Los parametros de color (L, a, b) presentaron una sensibilidad al ozono ya que
disminuyen con relacion al aumento en el tiempo de exposiciéon, Hue aumento y
Croma disminuyd, por lo que el color del jugo presentd poco variabilidad en
tonalidad con respecto al testigo.

La capacidad antioxidante presente en el jugo de tuna disminuyd conforme se
aumento el tiempo de ozonizado.

El porcentaje de inhibicién de los mg ET 100 g™ en el jugo de tuna disminuyé
conforme se aumento el tiempo ozonizado.

El ozonizado no tuvo efecto sobre la aceptacion por atributos de los parametros
sensoriales de color y aroma del jugo de tuna. Hubo efecto del ozonizado en el
sabor, se detectd diferencias entre los tratamientos.

El jugo ozonizado durante 3 y 8 min globalmente fueron aceptables de la misma
manera que el jugo testigo.

El ozono y las altas presiones son técnicas de pasteurizacion no térmicas
prometedoras para la conservacién de alimentos, principalmente para la

estabilidad microbioldgica.
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Fecha:

Anexo 1. FORMATO PARA EVALUAR LA ACEPTABILIDAD DE
ATRIBUTOS DEL JUGO DE TUNA
Nombre: Edad:

Instrucciones: de acuerdo a tu preferencia marca con una X el valor que creas

conveniente para cada uno de los pardmetros

Donde:
Color-Sabor-Aroma
Me gusta extremadamente 9
Me gusta mucho 8
Me gusta moderadamente 7
Me gusta poco 6
Ni me gusta ni me disgusta 5
Me disgusta poco 4
Me disgusta moderadamente 3
Me disgusta mucho 2
Me disgusta extremadamente 1
Muestra:
Color
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Sabor
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Aroma
1 2 3 4 5 6 7 8 9
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Fecha:

Anexo 2. FORMATO PARA EVALUAR LA ACEPTABILIDAD GLOBAL DEL
JUGO DE TUNA

Nombre: Edad:

Instrucciones: de acuerdo al grado de aceptabilidad marca con una X el valor que

creas conveniente para cada una d las muestras

Doénde:

Me gusta extremadamente 9

Me gusta mucho 8

Me gusta moderadamente 7

Me gusta poco 6

Ni me gusta ni me disgusta 5

Me disgusta poco 4

Me disgusta moderadamente 3

Me disgusta mucho 2

Me disgusta extremadamente 1
Muestra:

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Muestra:

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Muestra:

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Muestra:

1 2 3 4 5 6 7 8 9
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