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Resumen

Resumen

En este trabajo se evalud la inactivacion la enzima polifenol oxidasa en un aderezo de
aguacate mediante un tratamiento térmico. Se establecieron las condiciones de proceso en un
aderezo tradicional, posteriormente se realizd una evaluacién sensorial en tres formulaciones
diferentes en donde los ingredientes que variaron fueron agua, leche y vinagre. Los resultados
demostraron que la formulacidn realizada con agua presentd una mayor aceptacion, la cual se
establecid para el posterior trabajo.

Se determind la temperatura de inactivacién de la enzima en muestras pequefas de
aderezo de aguacate, sometiéndolas a diferentes condiciones de tratamiento térmico en el
laboratorio. Para establecer las condiciones de tratamiento en las que se inactiva la enzima, se
determiné la actividad de la enzima polifenol oxidasa y la carga microbiana en cada uno de los
aderezos tratados a diferentes condiciones.

Los resultados demostraron que las diferentes condiciones de tratamiento térmico
influyen en la actividad de la polifenol oxidasa, ya que en todos los casos disminuye su actividad, y
se establecid una temperatura de calentamiento de 75°C en un tiempo de 13min, ya que en estas
condiciones la enzima no presenté actividad.

Se elaboraron 6000mL de aderezo de aguacate en area estéril, para ser sometido a
tratamiento térmico en un intercambiador de calor de superficie raspada (ISR), donde
posteriormente se aplicd una evaluacidn de vida atil. Para lo cual el aderezo tratado térmicamente
en el ISR se almacené en frascos de vidrio previamente esterilizados. Se comprobé la actividad de
la polifenol oxidasa y la carga microbiana en una muestra tomada del aderezo de aguacate tratado
térmicamente en un ISR con la finalidad de asegurar que el tratamiento térmico cumpliera con lo
establecido en la prueba que se realizé anteriormente en el laboratorio. Se observé que el aderezo
tratado en el ISR, no presentd actividad de la enzima, obteniéndose también una carga microbiana
nula. Se corrobord que ambos aderezos tratados térmicamente en diferentes lugares, bajo las
mismas condiciones presentaron los mismos resultados.

Se realizd la evaluaciéon de vida util del producto por un periodo de 9 semanas,
evaludandose la actividad de la polifenol oxidasa, la carga microbiana, determinacidon de las
propiedades fisicas (pH, color y estabilidad). La evaluacion se realizé en aderezo de aguacate cony
sin tratamiento térmico. Se compararon dos muestras semanalmente vy las pruebas se realizaron
bajo las mismas condiciones.
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Los resultados demuestran que la cinética enzimatica del aderezo control presentd una
velocidad de reaccion de 0.314 en promedio, expresada en unidades de abs/seg, siendo mayor en
comparacion con el aderezo tratado térmicamente ya que éste presentd una velocidad de 0.001,
lo cual nos muestra que el tratamiento influye en la inactivacion de la enzima.

La carga microbiana en el aderezo tratado térmicamente fue nula durante las 9 semanas
de almacenamiento, en cuanto al aderezo control, presentd poca carga microbiana las ultimas
semanas de almacenamiento, esto debido a que el trabajo se realizé con una estricta calidad
sanitaria.

En cuanto a las propiedades fisicas, los resultados demuestran que el pH fue de 4.01 para
ambos aderezos (con y sin tratamiento térmico), cumpliendo con lo establecido en la norma
NMX-F-341-5-1979 (norma para aderezo con mayonesa) que se establecié como referencia, ya que
no existe una norma para aderezos. En cuanto al color se observé que el aderezo control presentd
una degradacion mayor en comparacién con el aderezo tratado, debido a que el tratamiento
térmico inactivd la enzima polifenol oxidasa, la cual se encarga del pardeamiento enzimatico. Los
resultados demostraron que el aderezo tratado térmicamente presenté una mayor estabilidad
durante su evaluacidn de vida atil, en comparaciéon con el aderezo control, ya que en éste la
separacion de componentes fue mayor que el aderezo con tratamiento.
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Introduccion

La alteracion de los alimentos se da desde el momento en que se cosechan, se recogen o
se sacrifican, empiezan a pasar una serie de etapas de descomposicién progresiva. Dependiendo
del alimento, esta descomposicion puede ser lenta o rapida que vuelve practicamente inutilizable
al alimento en pocas horas. En las causas de deterioro de los alimentos influyen una serie de
factores ambientales: la temperatura tanto alta como baja, la humedad y sequedad, el aire y mas
particularmente el oxigeno, y la luz, y junto a todas ellas el tiempo, puesto que todas las causas de
degradacion de los alimentos progresan con el tiempo y, una vez sobrepasado el periodo
transitorio en el cual la calidad del alimento es maxima, cuanto mayor sea el tiempo transcurrido
mayores seran las influencias destructoras.

Las causas de alteracion en los alimentos pueden ser quimicas, fisicas y bioldgicas que se
traducen en un cambio en las caracteristicas sensoriales del alimento. Las causas mas comunes de
alteracion son de naturaleza bioldgica y entre éstas, sin duda las mas importantes por los dafios
econdmicos producidos, son los microorganismos y las enzimas naturales de los alimentos (Casp y
col, 2003).

Una enzima es una proteina que actla como catalizador bioldgico, llevando acabo
reacciones quimicas a muy altas velocidades, no se somete durante la reaccién y en general
presenta un elevado grado de especificidad. Si estas enzimas no son inactivadas, siguen
catalizando reacciones quimicas en los alimentos y algunas de estas reacciones, si no se les
permite progresar mas alla de un cierto limite, son deseables, por ejemplo la maduraciéon de
alguna fruta después de la cosecha y el ablandamiento natural de la carne, pero mas alla del limite
Optimo, estas reacciones llevan a la descomposicion de los alimentos y los tejidos debilitados son
atacados por infecciones microbianas. Existen otras enzimas que no son especificas de los
vegetales, tales como la lipoxigenasa y la polifenol oxidasa, que intervienen en los procesos post-
maduracién en los vegetales y cuyos efectos no son deseables (aparicion de olores y colores

Casp y col, 2003).

Es frecuente observar, principalmente durante la conservacién y el transcurso de las
transformaciones tecnolégicas fenédmenos de “pardeamiento” en los érganos vegetales carnosos
(frutos y hortalizas). La aparicion de pigmentos pardos, cuyo color acaba superponiéndose a los
colores naturales, ocasiona importantes modificaciones de las cualidades organolépticas,
generalmente con una depreciacion de los 6rganos vegetales y de los productos que de ellos se
derivan. Estos pardeamientos son generalmente de origen enzimatico (Tirilly y col, 2001).
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El pardeamiento es un fendmeno que se da por la presencia de compuestos fendlicos que
ocasionan cambios de color, se realiza en dos etapas: una etapa enzimatica que conduce a la
formacion de orto-quinonas y una etapa no enzimatica que termina con la polimerizacion vy
condensacién de las quinonas en “complejos pardos”. Pueden aparecer en la ralladura o corte, se
intensifican en la preparacion de zumos o pulpas. Los compuestos fendlicos se localizan
principalmente en las capas mas externas del floema, presentan un gradiente decreciente desde el
xilema hacia el cortex y son relativamente abundantes en las raices jovenes. Las enzimas que
intervienen en la oxidacién de los compuestos fendlicos son las polifenol oxidasas (PPO) y las
peroxidasas. Los compuestos fendlicos que presentan un grupo orto-difendlico se oxidan
facilmente por las PPO. El control del pardeamiento enzimatico se puede dar al utilizar la
acidificacion, la alcalinizacién del medio y las temperaturas elevadas. En general, para obtener una
inactivacion parcial o total de las enzimas por medio de un tratamiento térmico, es suficiente una
corta exposicion a temperaturas de 70 a 90°C. Cada enzima tiene un intervalo d6ptimo de
temperatura en el cual logra mayor actividad, para la mayoria estd entre 30 y 45°C, y se inactivan a
mas de 60°C. A esta temperatura la energia introducida en el sistema sobrepasa la energia de las
fuerzas que mantienen la estructura activa de la enzima (Tirilly y col, 2001; Badui, 2006).

Los tratamientos térmicos se llevan a cabo por la transferencia de calor siendo esta una
rama de la termodinamica (1ra y 2da ley), involucrada en los fendmenos del transporte, que trata
de predecir el intercambio de energia que puede haber entre cuerpos materiales, como resultado
de una diferencia de temperaturas. El tratamiento térmico constituye una parte de la
conservacién de los alimentos, que trata de predecir el intercambio de energia que puede haber
entre cuerpos materiales, como resultado de una diferencia de temperaturas. Los tratamientos
térmicos suelen englobar todos los procedimientos que tienen entre sus fines la destruccion de los
microorganismos por el calor, aunque éste es su objetivo principal, no hay que olvidar que a la vez
ocurrirdn otros procesos, unos deseables (destruccidon enzimatica, ablandamiento de los tejidos,
mejora de la digestibilidad, etc.), que pese a ello se deberdn controlar para que no produzcan
efectos excesivos, y otros menos deseables, inevitables en algin grado (destruccion de nutrientes,
pérdida de cualidades organolépticas: color, aroma, etc.), (Holman, 1989; Aguado, 2002; Casp y
col, 2003).

En este trabajo se evalud el tratamiento térmico para inactivar la enzima PPO y la calidad
sanitaria de un aderezo de aguacate. Se formuld este producto ya que es innovador en México y
ademas es de los principales paises productores de aguacate en el mundo (Ochoa y col, 2002). Se
ha demostrado interés en la industria mexicana en la elaboracién de productos a base del
aguacate, el problema que se ha encontrado con este fruto, es el obscurecimiento enzimatico, ya
gue el aguacate presenta la enzima polifenol oxidasa. El objetivo de este trabajo es la inactivacion
de la enzima polifenol oxidasa por medio de una tratamiento térmico, y posteriormente evaluar la
vida util del aderezo de aguacate.
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1.1 Aguacate

El aguacate pertenece a las familias de las Laurdceas que abarca plantas lefosas
productoras de esencias que crecen en regiones calidas, su nombre cientifico es: Persea Americana.
La palabra aguacate (fruto del arbol Persea americana) proviene del apdcope ndhuatl
ahuacacuahuitl (que significa arbol de los testiculos) de ahuacatl (testiculo) y cuahuitl (arbol). El
aguacate es originario de México, Centroamérica y el norte de América del Sur, lugares de donde se
difundié al mundo. El aguacate presenta una forma de pera (también ovoides y esféricos), de color
verde oliva y de superficie rugosa con una pulpa aceitosa verde amarillenta y un hueso central de
gran tamafio, de formas y pesos diferentes pude alcanzar hasta los 2kg, el sabor de la pulpa
recuerda al de la nuez y avellana (Ochoa y col, 2002; lllescos y col, 2008).

1.1.1 Valor nutritivo

El aguacate es un fruto cuyo valor nutritivo se puede comparar al del platano y tiene un
valor energético que resulta mayor que la carne, considerando que proporciona al organismo de
150 a 300 calorias por cada 100 gramos comestibles. Por esto representa una importante y sana
fuente de alimentacién humana, siendo la Unica fruta conocida que posee todos los elementos
nutritivos: glucidos (o hidratos de carbono), proteinas, lipidos (o sustancias grasas), vitaminas,
sales minerales y agua (Fersini, 1975).

Cuadrol.1 Composicion nutrimental del aguacate

Contenido por 100g de porcidon comestible
Agua 754¢g
Grasas 154¢
Hidratos de carbono 59¢g
Proteinas 17¢g
Fibra 16¢g
Calorias 160

Fuente: Gutiérrez, 2004

Estudios han sefalado que el aguacate es una fruta libre de colesterol a pesar de ser una
importante fuente de energia. De acuerdo con la Comision Californiana del Aguacate, contiene
mas potasio que una banana, y contiene casi 10% mas de los requerimientos diarios de hierro de
un adulto; ademas de proveer de altas cantidades de beta-carotenos y vitaminas B6, C, E, acido
folico y cobre (Ochoay col, 2002).
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Vitaminas Contenido en 100 gr Minerales Contenido en 100 gr
de aguacate de aguacate
Vitamina A 85.00 pg Calcio 10.0 mg
Vitamina D 10.00 pg Hierro 1.06 mg
Vitamina E 3.00 pg Fosforo 40.0 mg
Vitamina K 8.00 ug Cobre 0.35mg
Vitamina B 10.11 mg Magnesio 41.0 mg
Vitamina B 20.20 mg Manganeso 2.30mg
Vitamina B6 0.45 mg Sodio 4.0 mg
Niacina 1.60 mg Potasio 3450.0 mg
AC. Pantotenico 1.00 mg
Biotina 10.00 mg
Acido Félico 32.00 mg
Vitamina C 14.00 mg

Fuente: Ochoay col, 2002

1.1.2 Variedades de aguacate

Esta fruta tiene mas de 400 variedades. Entre las mas comercializadas se encuentran, ver
figura 1.1, (lllescos y col, 2008):

e Hass (90%): Tamafio terciado, piel rugosa, fina de color verde oscuro, con pulpa dorada y
sabor avellana.

e Fuerte (7%): Forma de pera, sin brillo, piel fina, daspera, exquisito sabor y cuya principal
caracteristica es la resistencia al frio pero sensible al calor.

e Pinkerton (2%): Alargado, con forma de pera, piel rugosa y sabor agradable.

e Bacon (1%): Variedad mas temprana, piel lisa y verde brillante.

Figura 1.1 Variedades de aguacate(A) Aguacate Hass; (B) Aguacate Fuerte; (C) Aguacate pinkerton;
(D) Aguacate Bacon
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Entre las variedades mexicanas tenemos Atlixo, Duke, Perfecto, Sinaloa, Zutano y San
Sebastidn; de las Guatemaltecas: Anaheim, Collins, Lamat y Linda; y de las Antillanas: Baker,
Butler, Pollok y Villa Campa. Sin embargo, |la variedad Hass, es la mas consumida en el ambito
mundial y es la que mds se produce en nuestro pais y por consiguiente en el mundo. En Michoacan
se cultivan las variedades Hass, Fuerte y algunas especies de criollo, siendo el mds importante el
primero por cultivarse en casi toda la entidad. El segundo en el orden aun se cultiva, pero por las
ventajas que representa el Hass tiende a desaparecer como cultivo. El criollo se cultiva todavia en
algunas huertas pero principalmente en los huertos familiares de los pobladores rurales (Barreiro,
1999).

1.1.3 Produccion

A nivel mundial la produccién de aguacate ha registrado un comportamiento con altibajos
de 1992 a 1995, registrando un decremento del 3.3 por ciento de 1992/93 a 1993/94, para
posteriormente volver a recuperarse en 1994/95 al crecer en 2.9%, esto sin considerar la
produccidn de Estados Unidos. La mayor parte de la produccion de aguacate se encuentra en el
continente americano, quien aporta mas del 80 por ciento del total mundial, destacando México
como el principal productor. Son seis los principales paises productores: México, Estados Unidos,
Israel, Sudafrica, Chile y Espafia (Ochoa y col, 2002).

Produccion nacional de aguacate y en el Estado de Michiacan, 2000-2008
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B Michoacan |794680.5/820223.8(792658.9/800452.1|864069.5| 895098 [1003450|1006059|1024582| 827692
Nacional  |907438.5(940229.4/901074.5/905041.2(987323.3/1021516|1134250(1142892|1162429| 899444

Figura 1.2 Produccion de aguacate en el Estado de Michoacdn, 2000-2009 (Sagarpa, 2009)

En la figura 1.2 se observa que el estado de Michoacdn a nivel nacional, subié su
participacién en la produccidn total de aguacate del 87.6% en el 2000 a 92% en el 2009.
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El principal destino de las exportaciones de aguacate son los Estados Unidos: a agosto de
2009, el 80% de las 277,000ton exportadas fueron a este pais. Dentro del valor total exportado de
frutas y hortalizas, el aguacate aumentd significativamente su participaciéon de 5.3% en 2003 al
13.1% en agosto de 2009. Teniendo una produccion de 899,444ton, 40% mds respecto al mismo
mes de 2008. (Sagarpa, 2009).

1.1.4 Comercializacién

El aguacate tiene una enorme tradicién alimentaria en nuestro pais, ya que su historia
data precisamente de las culturas mesoamericanas. Hoy en dia su importancia en la dieta
alimentaria mexicana no ha variado, ya que cerca del 97% de la produccidn total se destina a
cubrir el mercado nacional, el cual lo consume principalmente en estado fresco. Esto se refuerza si
consideramos el consumo percdpita de aguacate que tiene nuestro pais, que alcanza los 10 kg
anuales, mientras que en Estados Unidos es de 1kg, Japdn 0.02kg y el Reino Unido 1.62kg. La
comercializacién del aguacate en fresco sigue siendo la forma mas comun (Ochoa y col, 2002).

e  Comercializacion Internacional
México a pesar de ser el principal productor mundial de aguacate sélo comercializa al
exterior una porciéon muy reducida. Datos del periodo 1989-1994, indican que en promedio se ha
exportado tan sdélo el 2.73% de la produccién, lo que sefala que la exportacidon es una area con
enormes potencialidades que no se ha explotado al maximo. México ha incursionado en la
exportacion de aguacate desde la década de los 80’s en forma creciente, en los mercados
europeo, americano y asiatico (Ochoa y col 2002).

Las exportaciones se realizan en dos formas: procesado y en fresco. Del procesado se
envian a Estados Unidos cerca de 40,000ton al afio; del fresco el mercado es Europa, Japon,
Canadd, Centro América y ahora Estados Unidos, todos con cantidades variables pero que han
presentado un incremento importante en los ultimos afios (341%), ya que de 13,137ton que se
exportaron en el ciclo 1991-1992, llegaron a 57,977 en 1997-1998, siendo Francia el principal
consumidor de aguacate mexicano (Barreiro, 1999).

La problemdtica central de la industrializacion del aguacate en forma de pasta o
guacamole es que sufre un rdpido obscurecimiento enzimdtico durante el procesamiento y
almacenamiento, fendmeno de oxidacidn bioquimica catalizada por enzimas especificas (fenolasas
o polifenol oxidasas) que estan presentes en la misma pulpa (Corrales, 1991). Aunque existen gran
numero de inhibidores de esta enzima por la adicidon de agentes anti-obscurecimiento, como por
ejemplo, los compuestos quimicos que actlan primariamente sobre la enzima y/o productos de
catalisis enzimatica (lyengar y col, 1992), el efecto de estos agentes anti-obscurecimiento son
frecuentemente temporales (8 a 10 dias), pero efectivos bajo condiciones de almacenamiento
refrigerado (Barreiro, 1999).

Ingenieria en Alimentos



= Capitulo |

Marco tedrico

1.1.5 Subproductos del aguacate

El aguacate es una fruta con alto contenido de grasa y proteina vegetal, cuya pulpa es
similar a la mantequilla y de sabor ligeramente dulce. Se utiliza en estado fresco para ensaladas,
puré o guacamole (del nahuatl ahuacamull), y de un tiempo a la fecha se ha utilizado para elaborar
bebidas acompanado con toronja o maracuya entre otras frutas. También se utiliza para pasteles 'y
similares, en mezclas de sopas finas y botanas y produccién de cosméticos (aceites, lociones,
jabones, cremas, shampoos, etc., por el aceite que contiene un esterol de facil penetracién,
aunado a que es un producto biodegradable) demostrando ser el filtro solar mas eficaz. Las hojas y
el fruto se utilizan en la medicina natural.

La publicacion mds actual (1998) del recetario gastrondomico de la Asociacion Agricola
Local de productores de aguacate de Uruapan, Michoacdn, describe 106 recetas culinarias para el
uso del aguacate. Ademas de ser la base para fabricar cosméticos, la industria farmacéutica
considera de gran valor la fraccion insaponificable del aceite, a partir del cual se extrae el factor H,
sustancia de propiedades curativas y se utiliza en la industria de alimentos para perros y aceite
para cocinar. En algunas zonas el aguacate caido o sobre maduro se deshuesa y se da como
alimento al ganado porcino. Las ramas producto de las podas se aprovechan en la produccion de
cajas de empaque o para lefia, y la madera por la renovacidn de huertas en algunos sitios se utiliza
para la construccion (Barreiro, 1999).

La industria del aceite de aguacate consume alrededor de 1,000ton de fruta por afo, de lo
gue se obtienen aproximadamente 500ton de aceite en bruto. De esta cantidad se utiliza el 5% por
afio en la produccion de aceite comestible y productos cosméticos en México y el resto se exporta.
Por lo que se refiere a la produccion nacional, se utiliza 90% en la produccién de aceite comestible
y 10% en cosméticos, como son shampoo, jabdn, cremas faciales y corporales, rimel y lapiz labial.
Del producto para exportacion (alrededor de 495ton/afio), el total se envia a Estados Unidos
donde es refinado y posteriormente se comercializa en Japén y Europa como aceite comestible y
bases para cosméticos. Del total de aceite bruto, se pierde entre 10 y 20% en su refinacién
(Barreiro 1999).

Un ejemplo de productos elaborados con aceite de aguacate son los aderezos, que se
definen como una emulsidon semisdlida de aceite vegetal comestible, agua, yema de huevo,
vinagre o ingredientes acidificantes, y elaborado con o sin almidén comestible ya sea modificado o
no, gomas comestibles y otros ingredientes menores y aditivos permitidos. Un aderezo contiene
no menos del 30% en peso de aceite vegetal (Maya y col, 2007).
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Por otra parte, la informacidén que tenemos relacionada con la produccién de guacamole,
nos revela que 40-50% de la fruta que ingresa a la industria, se destina para ese producto y la
totalidad se exporta. Por lo que respecta a las guacamayas (nombre de las bebidas a base de
aguacate y frutas tropicales), maximo 5% de la fruta que ingresa se destina a su fabricacion. Sobre
el particular destaca el porcentaje natural de la bebida, en la cual se involucra al aguacate casi
50%, cantidad altamente significativa en comparaciéon con los refrescos embotellados, de los que
solamente uno contiene pulpa de frutas (maximo 6%) y en el resto manejan concentrados o
saborizantes artificiales (Barreiro 1999).

En la figura 1.3 se observan productos elaborados a base de aguacate que se encuentran
en la industria alimentaria y cosmética.

|

Crema facial con aguacate Rimel con aguacate Bebidas con aguacate

Figura 1.3 Productos a base de aguacate en industria alimentaria y cosmética

1.2 Dispersiones alimentarias

Una dispersion consiste en la unién forzada de dos fases no miscibles de manera natural.
En una dispersion se distingue la fase dispersa y la fase continua. La fase dispersa se mantiene
distribuida, en forma de gotitas, en la fase continua, obteniendo asi una mezcla homogénea y
estable entre las dos sustancias inmiscibles, como se muestra en la figura 1.4. Esta organizacion se
distingue por el cardcter bipolar del emulsionante, que le permite orientarse en la zona de la
interfase, de manera que favorece un estado de equilibrio entre las dos fases.
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Figura 1.4 Dispersion alimentaria (Cubero y col, 2002).

Las sustancias que forman una dispersién pueden ser de origenes muy diversos, y segun el
estado de las fases (solido, liquido, gaseoso) que forman la dispersion se encuentran diferentes
tipos, como se muestra en el cuadro 1.3:

Cuadro 1.3 Tipos de dispersiones

Tipo Fase dispersa Fase continua Ejemplo
Emulsién Liquida Liquida Aderezos, mayonesas
Espumas Gaseosa Liquida Espuma, nata, cerveza

Aerosol Liquida o gaseosa Gaseosa Sprays
Suspensién Solida Liquida Pate, zumos, geles

Fuente: Cubero y col, 2002

1.2.1 Emulsiones

Una emulsién es una dispersidon coloidal de un liquido dentro de otro, en el cual es
normalmente inmiscible. La fase dispersa se obtiene al romper uno de los liquidos por medios
mecanicos en pequefias gotas, entre 0.1 y 10um, que se distribuyen en la fase continua o
dispersante. Esta emulsién es termodindmicamente inestable y al dejarla reposar por algin
tiempo, las gotas se agrandan pasando primero por un estado conocido como floculacién para
luego producir la coalescencia, y la separaciéon de dos fases inmiscibles y diferenciales. La
floculacidn es la unién de las gotas pequefias de fases dispersas con sus bordes distintivos, y la
coalescencia es la formacién de una gota mayor sin los bordes de las gotas individuales que han
floculado. La figura 1.5 muestra esquematicamente el proceso de floculacion, coalescencia y
separacion de fases. La estabilidad de una emulsién solo se logra si se incorpora una tercera
sustancia que actua en la interfase de los liquidos y que se denomina emulsionante (Badui, 2006).
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Floculacién Coalescencia Separacién de fases

Emulsion

Figura 1.5 Esquema de los procesos de floculacidn, coalescencia y separacion en dos fases
de una emulsién (Badui, 2006).

En el campo de los alimentos las dispersiones que tienen mayor importancia son las
emulsiones, de las que se pueden encontrar dos tipos como se observa en la figura 1.6:

e

P [

Emulsién W/O Emulsién O/w

Figura 1.6 Tipo de emulsiones en el campo de alimentos (Cubero y col, 2002).

e Emulsiones agua en aceite (W/0O): formadas por una fase dispersa en agua, o liquidos
miscibles en ella, y una fase continua grasa (ejemplo: mantequilla, margarina, algunas
mayonesas industriales, etc.)

e Emulsiones aceite en agua (O/W): formadas por una fase dispersa grasa y la fase
continua acuosa (ejemplo: leche, nata liquida, mayonesa casera, etc.)

Debido al caracter no miscible de las dos fases que forman una emulsion, o dispersion, se
puede deducir que es un sistema inestable.

Para llegar a formar la emulsién se ha de aportar energia al sistema, de manera que se
aumente la superficie de contacto entre las dos fases y se pueda formar la zona de interface
donde se situa el emulsionante. La energia que se aporta al sistema depende de muchos factores,
entre ellos se encuentran: la tensién superficial entre las dos fases, diferencia de densidad entre
las fases, tipo de agitador, viscosidad de la fase continua, etc.
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e Formacion de emulsiones

Los emulsionantes permiten la formacién de una emulsién por su efecto en la reduccién
de la tension superficial. La tensidn superficial es la fuerza que hay que vencer sobre la superficie
de un liquido para poder adentrarse en él. El liquido tiende a que la superficie donde se establezca

la tensidn superficial sea minima, ya que el estado ideal de todo sistema es aquel en el que tenga
menos energia, como se observa en la figura 1.7.

Zona de tensidn superficial

Figura 1.7 Zona de tension superficial en una emulsion (Cubero y col, 2002).

En el caso de un sistema formado por dos fluidos inmiscibles, en la zona de interfase
liquido-liquido se establece la tensién interfasal. Y es mas estable el estado que permita una

tensidn interfasal minima, que se da cuando los dos fluidos se encuentran separados en dos fases
y no en estado emulsionado:

Estado bifasico de dos fluidos inmiscibles Estado emulsionado de dos fluidos inmiscibles

Estado de mayor estabilidad por superficie de

Estado menos estable por superficie de tensidon
tensidn interfasal minima

interfasal superior

Figura 1.8 Estado de emulsiones en alimentos (Cubero y col, 2002).

Para poder formar la emulsién es necesario aplicar una fuerza capaz de vencer la tension
interfasal y que permita la dispersién de uno de los fluidos en el otro.

Los emulsionantes ayudan en el proceso de emulsionado, ya que tienen la capacidad de
disminuir la tension interfasal y, de disminuir el trabajo necesario para emulsionar los dos fluidos.
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La fuerza que se proporciona al sistema es mediante un trabajo mecanico proporcionado

por un batido, homogeneizacién, etc. De esta manera se consigue una divisién de particula de una
de las fases, que queda distribuida dentro de la otra.

Una emulsion no es el estado ideal de un sistema bifdsico inmiscible, por tanto, existe un
atendencia de reorganizacién hacia el estado inicial, donde las dos fases se encontraban separadas
y la tension interfasal era minima (Cubero y col, 2002).

e Emulsionantes

Los emulsionantes son sustancias que afiadidas a los alimentos, hacen posible la
formacién y/o mantenimiento de una dispersidn uniforme entre dos o mas sustancias inmiscibles.
Las sustancias con capacidad emulsionante presentan una estructura dipolar donde se distingue
una parte hidroéfila (afin al agua) formada por grupos disociable o grupos hidroxilo y otra lipd&fila
(afin aceites o grasas) de cadena alquilica.

Se puede distinguir entre emulsionantes de origen natural y de origen sintético. Dentro de
cada grupo se clasifica entre emulsionantes idnicos y no idnicos, como muestra en el cuadro 1.4.

Cuadro1.4 Tipos de emulsionantes

Emulsionantes naturales | Emulsionantes sintéticos
Iénicos
Sales biliares Sales de acidos grasos
Fosfolipidos
Lecitinas

Fosfatos de inositol

No ionicos

Colesterol Mono y diesteres de glicerol

Saponinas Mono y diglicéridos de acidos orgdnicos

Esteres de sacarosa
Esteres poliglicéridos de acidos grasos
Esteres de propilenglicol

Estearato de polioxietileno

Esteres de sorbitan polioxietilenados

Fuente: Cubero y col, 2002

El caracter dipolar de la molécula es lo que se valora por sus capacidades tecnoldgicas, en
la industria alimentaria:
e Formadores y estabilizadores de emulsiones por su capacidad reductora de la tensién
superficial entre las dos fases inmiscibles.
e Creadoresy estabilizadores de espumas.
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E-322 Lecitina

La lecitina es el emulsionante totalmente natural de uso comercial. La estructura de la
molécula es un fosfatido formado por un diglicérido (que puede contener los acidos grasos
estearico, palmitico y oleico) y la base nitrogenada colina unida a un glicerol por un grupo fosfato.
La forma mds comun de obtencion de lecitina para aplicacion de uso industrial es como
subproducto de la refinacién del aceite, principalmente de soya, que contiene aproximadamente
un 2-3% de lecitina. La lecitina es insoluble en agua, aunque se hidrata y forma emulsiones debido
a su caracter dipolar. Su comportamiento depende de la proporcidén que contenga en
fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamida y fosfatidilinostiol que son glicerofosfolipidos que se
encuentran en una lecitina bruta de soja y se presentan en diferentes capacidades emulsionantes
(Cubero y col, 2002):

e Fosfatidilcolina: basicamente estabiliza emulsiones tipo O/W.
e Fosfatidiletanolamina: basicamente estabiliza emulsiones tipo W/O.
e Fosfatidilinositol: basicamente estabiliza emulsiones tipo W/O.

1.2.2 Potencializadores del sabor

Los potencializadores del sabor se definen como aquellos compuestos que tienen la
propiedad de potencializar el aroma de muchos alimentos. Generalmente las sustancias
responsables de sabor son polares, solubles en agua y/o volatiles. Estas caracteristicas las ofrecen
moléculas como los nucleétidos, aminodacidos, péptidos, acidos organicos, azlcares y bases

|II

organicas. Y son éstas las que, combindndose entre si, constituyen el “sabor” de los alimentos

(Cuberoy col, 2002).
E-621 Glutamato monosaédico

El glutamato monosddico (MSG) a concentracion de 0.2—0.5% posee un sabor tipico,
ligeramente salado-dulce, muy agradable, asi como una propiedad caracteristica a menudo

|”

descrita como “satisfacciéon bucal”. El efecto ejercido es una intensificacion de la percepcién

sensorial. Su toxicidad es minima (Cubero y col, 2002).

1.3 Alteracion de los alimentos

Desde el momento en que el alimento se cosecha, se recoge o se sacrifica, empieza a
pasar una serie de etapas de descomposicidén progresiva. Segun el alimento, esta descomposicién
puede ser muy lenta, como en el caso de las semillas o las nueces, o puede ser muy rapida que
vuelve practicamente inutilizable a un alimento en pocas horas. En cuadro 1.5 se indica la vida util
de algunos alimentos, en ella se pueden apreciar la rapidez con la que se descomponen si no se
toman las medidas oportunas (Casp y col, 2003).
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Cuadro 1.5 Vida util de almacenamiento de tejidos vegetales y animales

Producto Dias de almacenamiento a 21°C

Carne 1-2
Pescado 1-2
Aves 1-2

Carne y pescado desecado, salado a ahumado 360 y mas
Actores 1-7

Frutas secas 360y mas
Hortalizas de hojas verdes 1-2
Raices 7-20

Semillas secas 360 y mas

Fuente: Casp y col, 2003
1.3.1 Factores que intervienen en la alteracion de los alimentos

En el deterioro de los alimentos influyen una serie de factores ambientales: la temperatura
tanto alta como baja, la humedad y sequedad, el aire y mas particularmente el oxigeno, y la luz, y
junto a todas ellas el tiempo, puesto que todas las causas de degradacidon de los alimentos
progresan con el tiempo y, una vez sobrepasado el periodo transitorio en el cual la calidad del
alimento es maxima, cuanto mayor sea el tiempo transcurrido mayores seran las influencias
destructoras (Casp y col, 2003).

e Temperatura: el calor excesivo desnaturaliza las proteinas, rompe las emulsiones,
destruye las vitaminas y reseca los alimentos al eliminar la humedad.

El frio no controlado también deteriora los alimentos, las frutas y hortalizas que se han
congelado y descongelado en el campo presentan una textura alterada. La congelacion
también puede producir deterioro de los alimentos liquidos: las emulsiones se rompen, las
grasas se separan, etc.

e Humedad y sequedad: muchos productos son sensibles a la presencia de agua fisica en su
superficie, producida por la condensacion debido a cambio de la temperatura. La
humedad fisica puede producir hidropatias que habitualmente llevan a la aparicion de
manchas y otros defectos superficiales.

e Aire y oxigeno: ejercen efectos destructores sobre las vitaminas (particularmente las
vitaminas A y C), sobre los colores, los sabores y otros componentes de los alimentos. La
accion quimica del oxigeno del aire sobre los pigmentos de las carnes y otros productos
carnicos es de dos tipos: oxigenacion y oxidacion.

e Luz: la luz es responsable de la destruccién de algunas vitaminas, particularmente de las
riboflavina, la vitamina A y la vitamina C. Ademas puede deteriorar los colores de muchos
alimentos.
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e Accién combinada de diferentes factores: todos estos factores no actian de forma aislada,
la mayoria de las veces se produce la actuacidn simultdnea de algunos de ellos o bien la
intervencion de uno de ellos desencadenada de los demas.

1.3.2 Causas de alteracion de los alimentos

Los principios de evolucidn de la vida util y su tratamiento cuantitativo son necesarios para
mejorar y desarrollar el almacenamiento y distribucidn de los alimentos, para la optimizacion de la
cadena alimentaria. Evidentemente, para determinar la vida uatil del alimento, es esencial
determinar que factores limitan esta vida util, tales factores pueden causar cambios quimicos,
fisicos y bioldgicos que se traducen en un cambio en las caracteristicas sensoriales del alimento.
Las causas mas comunes de alteracidn de los productos alimentarios son de naturaleza biolédgica y
entre éstas, sin duda las mds importantes por los dafios econdmicos producidos son los
microorganismos y las enzimas naturales de los alimentos (Casp y col, 2003).

e Causas fisicas
Pueden aparecer durante la manipulacidn, preparacidn o conservacién de los productos v,
no perjudican, por si solas, a la inestabilidad del alimento, pero si a su valor comercial. Un ejemplo
de este tipo son los dafios que pueden producirse durante la recoleccién mecanica, golpes durante
la manipulacién, heridas, etc. (Casp y col, 2003).

e Causas quimicas
a) Pardeamiento no enzimatico (reaccion de Maillard)

Serie de reacciones donde los azlcares reductores pueden reaccionar con las proteinas y
producir una serie de pigmentos de color pardo-oscuro y unas modificaciones en el olor y sabor de
los alimentos, que en unos casos son deseables (asados, tostados y frituras) y en otros indeseables
(colores oscuros que se desarrollan durante el almacenamiento). El nombre de pardeamiento no
enzimatico sirve para diferenciarlo del pardeamiento enzimatico, que se observa en las frutas y
hortalizas como consecuencia de su oxidacion.

b) Enranciamiento de los lipidos

El término rancidez describe los diferentes mecanismos a través de los cuales se alteran
los lipidos. Las grasas y los aceites son susceptibles a diferentes reacciones de deterioro que
reducen el valor nutritivo del alimento y ademas forman compuestos volatiles que producen
olores y sabores desagradables. Esto se debe a que el enlace éster de los aciglicericos puede sufrir
una hidrélisis quimica o enzimdtica y a que los acidos grasos insaturados son sensibles a
reacciones de oxidacion.
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e Causas bioldgicas
Las causas bioldgicas son las mas importantes en el deterioro de los alimentos y de mas
graves consecuencias, y entre estas particularmente las producidas por enzimas naturales de los
alimentos y las causadas por microorganismos (Casp y col, 2003).

a) Parasitarias
Debidas por la infestacion de insectos, roedores, pdjaros, etc. Importantes no solo por la
pérdida econdmica que suponen los productos consumidos o dafiados por ellos, sino por el hecho
de que dafien el alimento y lo ponen a disposicion de infecciones provocadas por
microorganismos.

b) Microorganismos

El proceso de deterioro de naturaleza microbiana es un fenédmeno variable, dado que esta
condicionado por el tipo y nimero de especies microbianas presentes, que a su vez esta
condicionado por la composicion quimica del sustrato y las condiciones de conservacion, sobre
todo la temperatura y la presencia o ausencia de oxigeno. Los principales grupos de
microorganismos que participan en el deterioro de los alimentos son bacterias, mohos vy
levaduras, que pueden atacar practicamente todos los componentes de los alimentos, y cuando
estos se contaminan bajo condiciones naturales, es probable que actlen a la vez varios tipos de
microorganismos y contribuyan a una serie de cambios simultaneos. Se desarrollan en condiciones
calurosas y humedas, y en condiciones favorables presentan una gran velocidad de multiplicacién,
pueden multiplicar su nimero cada 30 minutos.

Bacterias: las reacciones producidas en los alimentos como consecuencia del metabolismo de
las bacterias incluyen el desdoblamiento hidrolitico de los hidratos de carbono complejos en otros
mas sencillos, de las proteinas en proplipéptidos, aminoacidos y amoniaco o aminas, y el
desdoblamiento hidrolitico de las grasas en glicerol y acidos grasos. Las reacciones de oxido-
reduccion utilizadas por las bacterias para obtener energia de los alimentos originan, como
productos resultantes de las mismas, acidos orgdnicos, alcoholes, aldehidos, cetonas y gases. Una
importante propiedad de algunas bacterias es su capacidad de formar esporas resistentes después
de una propagacion intensiva en condiciones favorables, las esporas no poseen ninguna actividad
metabdlica lo cual les permite sobrevivir en ambientes desfavorables. Las bacterias, bien sean
Gram positivas o Gram negativas, son esencialmente Eubacterias. Pertenecen a un nimero de
familias  relativamente restringido:  Enterobacteriaceae,  Neisseriaceae, Vibrionaceae,
Micrococaceae, Sreptococcaceae, Lactobacillaceae, Bacillaceae, Pseudomonaceae y alrededor de
una treinta de géneros diferentes de los cuales los mds importantes son: Escherichia, Saalmonella,
Pseudomonas, Bacillus, Clostridium, Staphylococcus, Streptococcus y Lactobacillu.
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Mohos: los mohos invaden con rapidez cualquier sustrato, gracias a su eficacia en la
disceminacidn, en un crecimiento rdpido ya que posee una rica carga enzimatica. La alteracién de
los alimentos por mohos se debe a las modificaciones que estos producen durante su desarrollo,
toman del sustrato todos los elementos necesarios para su crecimiento y para producir la energia
necesaria para sus procesos vitales, transformdndolos gracias a sus poderosos sistemas
enzimaticos. Los compuestos de peso molecular elevado, como los polisacaridos (sustancias
pécticas, hemicelulosa, celulosa) o de reserva (almiddn), los lipidos y las proteinas, para poder ser
utilizados son transformados en moléculas mas simples, gracias a las hidrolasas (celulasas,
amilasas, lipasas, proteinasas, etc.). Los mohos son aptos para extraer o transformar la mayor
parte de los componentes de los alimentos.

Levaduras: las levaduras que contaminan los alimentos, con frecuencia son especies bien
conocidas que provocan cambios indeseables en ellos. Estos cambios pueden manifestarse de dos
formas, una puramente estética, debido a la presencia fisica de levaduras (turbidez o formaciéon de
una pelicula en la superficie de los liquidos) y otra, mas profunda, resultado del metabolismo de
las levaduras que puede provocar aumento del pH, aromas particulares, etc. Las levaduras para su
crecimiento necesitan oxigeno, fuentes de carbono orgdnicas y nitrégeno mineral u organico,
diversos minerales y una temperatura y pH adecuados. Algunas ademds necesitan de una o varias
vitaminas y otros factores de crecimiento. Utilizan numerosos substratos carbonados, bien por via
oxidativa Unicamente o, por via fermentativa, después de una fase inicial de crecimiento aerdbico
(Casp y col, 2003).

c¢) Enzimas naturales de los alimentos

Una enzima es una proteina que actla como catalizador bioldgico, llevando acabo
reacciones quimicas a muy altas velocidades, no se somete durante la reaccién y en general
presenta un elevado grado de especifidad. Todas las células, incluyendo microorganismos vy
organismos superiores, producen enzimas. Su accién esta estrechamente ligada con las reacciones
metabdlicas, y la mayoria de las reacciones quimicas requeridas para mantener activas a las
células tardarian mucho tiempo en efectuarse o simplemente no procederian si no estuvieran
presentes las enzimas (Badui, 2006).

Las plantas y los animales tienen sus propias enzimas, cuya actividad, en gran parte,
sobrevive a la recoleccién y el sacrificio, intensificdndose con frecuencia en ese momento, debido
a que las reacciones enzimdticas son controladas y equilibradas con mucha precision en la planta o
el animal que vive y funciona normalmente; pero este equilibrio se rompe cuando el animal es
sacrificado o la planta retirada el campo. Si estas enzimas no son inactivadas, siguen catalizando
reacciones quimicas en los alimentos, algunas de estas reacciones, si no se les permite progresar
mas alld de un cierto limite, son muy deseables, por ejemplo la maduracién de alguna fruta
después de la cosecha y el ablandamiento natural de la carne, pero mas alla del limite 6ptimo
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estas reacciones llevan a la descomposicién de los alimentos, los tejidos debilitados son atacados
por infecciones microbianas ( Casp y col, 2003).

La célula vegetal, con respecto a la célula animal, presenta sistemas enzimdticos
especificos: las enzimas que sintetizan y degradan los constituyentes de las paredes celulares
(polisacaridos), las enzimas de la via de la sintesis del etileno y las enzima del ciclo de Calvin, por
ejemplo. Los dos primeros sistemas desempefan un papel importante en los procesos de
maduracion del vegetal y, cuando se alcanza este estado, en los procesos de alteracidn de la célula
vegetal. Esta alteracion se manifiesta a nivel microscdpico por un ablandamiento de las frutas o de
las hortalizas (Casp y col, 2003).

A estos sistemas enzimaticos hay que afiadir otras enzimas que no son especificas de los
vegetales, tales como la lipoxigenasa y la polifenol oxidasa, que intervienen en los procesos post-
maduracion en los vegetales y cuyos efectos no son deseables (apariciéon de olores y colores
desagradables y las lipasas que son causantes de la lipolisis, enrancimiento lipolitico, muy notable
(Casp y col, 2003).

1.4 Pardeamiento enzimatico

Es frecuente observar, principalmente durante la conservacién y el transcurso de las
transformaciones tecnolégicas fenédmenos de pardeamiento en los drganos vegetales carnosos
(frutos y hortalizas). La aparicion de pigmentos pardos, cuyo color acaba superponiéndose a los
colores naturales, ocasiona importantes modificaciones de las cualidades organolépticas,
generalmente con una depreciacidn de los 6rganos vegetales y de los productos que de ellos se
derivan. Estos pardeamientos son generalmente de origen enzimdtico, por lo que es muy
importante conocer los mecanismos que intervienen para poder controlar su aparicion (Tirilly y
col, 2001).

1.4.1 El pardeamiento en los érganos vegetales
e Pardeamiento superficial

Con frecuencia, como consecuencia de una lesion se observa que, después de seccionarla,
la superficie cortada se colorea mas o menos rapidamente de un color pardo. Cuando se produce
un ataque de un agente patdgeno, en las zonas celulares préximas al punto de infeccidén se
produce un pardeamiento. Frecuentemente se produce una reaccion de hipersensibilidad
extremadamente rapida que se manifiesta en un pardeamiento y en una necrosis de un nimero
limitado de células alrededor del lugar de infeccién (Tirilly y col, 2001).
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e Pardeamiento interno
Se localiza en las partes profundas del érgano y generalmente aparece después de las

IM

enfermedades de conservacion como el “chilling injury” (dafio por frio). El pardeamiento se
produce cuando los drganos, después de estar sometidos a baja temperatura, se colocan a
temperaturas mds elevadas. Cuando se desarrollan enfermedades fisiolégicas provocadas a
menudo por una carencia localizada de calcio en los tejidos de crecimiento rdpido se observa una
oxidacidn de los compuestos fendlicos que es la responsable de las coloraciones pardas (Tirilly y

col, 2001).

1.4.2 Pardeamiento y tratamientos tecnolégicos

El pardeamiento es un fendmeno muy normal que se produce en el transcurso de las
manipulaciones que se realizan después de la recoleccién, durante la conservacién y por las
transformaciones tecnoldgicas mds o menos complejas que sufren los érganos vegetales. La
presencia de compuestos fendlicos ocasiona pardeamientos enzimaticos que, pueden aparecer en
la ralladura o corte y se intensifican en la preparacion de zumos o pulpas. Los compuestos
fendlicos se localizan principalmente en las capas mas externas del floema, presentan un
gradiente decreciente desde el xilema hacia el cortex y son relativamente abundantes en las raices
jévenes (Tirilly y col, 2001).

1.4.3 Mecanismos de pardeamiento

e Las enzimas de oxidacién

Las enzimas que intervienen en la oxidacion de los compuestos fendlicos son las polifenol
oxidasas (PPO) y las peroxidasas. El papel esencial lo desempefian las PPO que han sido muy
estudiadas en los frutos y en los productos que de ellos se derivan. El papel fisiolégico de las PPO
en el desarrollo y en la maduracidn de los érganos vegetales no esta claramente establecido. Las
peroxidasas, que se caracterizan por su capacidad para oxidar diferentes dadores de hidrogeno,
estan implicados en diversas funciones bioquimicas vy fisioldgicas, en particular en la reticulacién
de las paredes por los acidos fendlicos y en la disposicidn de las ligninas. Las reacciones catalizadas
por las peroxidasas generan compuestos que modifican el sabor de los productos vegetales y
favorecen el pardeamiento (Tirilly y col, 2001).

La Comisidn de Enzima (EC) clasifica la polifenol oxidasa con dos diferentes nimeros, ya
gue cataliza en diferentes reacciones en presencia de oxigeno, actuando sobre dos tipos de
sustratos: monohidroxifenoles como por ejemplo el p- cresol hidroxilandolos en posicién orto con
respecto al grupo hidroxilo original, EC 1.14.18.1; y sobre o-hidroxifenoles tales como el catecol,
oxidandolos a benzoquinona por remocidon de hidréogenos del grupo hidroxilo, EC 1.10.3.1
(Guerreo, 2009).
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Figura 1.9 Reacciones catalizadas por las polifenoloxidasas y lacasas. (1) Hidroxilacion de un
monofenol en o-difenol; (2) Deshidrogenacion de un o-difenol en o-quinona; (3)
Deshidrogenacion un o- o p-difenol en o- o p-quinona (Tirilly y col, 2001).

En la figura 1.9 se observa la reaccidn de los dos tipos enzimas que actlan sobre los
fenoles, en presencia de oxigeno.

Las catecoloxidasas que catalizan dos reacciones distintas: la hidroxilacion de los
monofenoles en o-difenoles (reaccion 1) y deshidrogenacion de los o-difenoles en o-quinonas
(reaccion 2). Estas dos reacciones consumen oxigeno y se denominan por los términos de la
actividad creolasa (o monofenolasa) y de la actividad catecolasa (u o-difenolasa), respectivamente.
La complejidad de este sistema enzimatico explica los numerosos nombres encontrados para
designarlo: polifenol oxidasa (PPO), fenolasa, o-difenolasa, difenoloxidasa, catecoloxidasa e
incluso, segun la nomenclatura internacional, o-difenol: oxigeno oxidorreductasa (o-DPO). Las
preparaciones enzimaticas de PPO obtenidas a partir de diversas especies vegetales
frecuentemente no tienen actividad cresolasa (Tirilly y col, 2001).
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Las lacasas oxidan los o-difenoles pero también los p-difenoles, transformdndolas en las
correspondientes quinonas, o-quinonas o p-quinonas (reaccién 3). Son PPO en sentido amplio y se
distinguen de las reacciones anteriores por su propiedad de reaccionar con los p-difenoles (Tirilly y
col, 2001).

e Propiedades

Las PPO son metaloproteinas que contienen cobre. Las PPO que estan localizadas en los
plastos, principalmente en las membranas de los tilacoides, intervienen en el transporte
fotosintético de electrones a nivel del fotosistema Il. Se han desarrollado estudios detallados de la
actividad cinética de las PPO y se ha determinado que la maxima actividad se alcanza a pH=6.
Existen numerosos compuestos como sulfitos, acidos cindmicos y derivados benzoicos que tienen
distintos efectos inhibidores sobre la actividad de la PPO (Tirilly y col, 2001).

1.4.4 Reaccion de pardeamiento
e Compuestos fendlicos y oxidacion

Los compuestos fendlicos que presentan un grupo orto-difenolico se oxidan facilmente por
las PPO. Los principales sustratos naturales de las PPO en los drganos vegetales (frutas y
hortalizas) son las catequinas y los derivados hidroxicindmicos y mas concretamente los derivados
cafeicos como el acido clorogenico. La formacién de productos coloreados que caracterizan el
pardeamiento se realiza en dos etapas: una etapa enzimatica que conduce a la formacion de orto-
guinonas y una etapa no enzimatica que termina con la polimerizacién y condensacidn de las
qguinonas en “complejos pardos” (Tirilly y col, 2001).

e Primera etapa: formacion de quinonas
Las orto-quinonas formadas son compuestos generalmente inestables, de una gran
reactividad y que son muy tdxicas para las células. Esta oxidacidn en quinonas constituye una
primera etapa en la que intervienen la descompartimentacidn celular, las PPO y eventualmente las
peroxidasas, el oxigeno (segundo sustrato de la enzima), asi como otros factores (inhibidores
naturales, pH, temperatura, etc.). Las o-quinonas formadas se transforman en forma muy rdpida
por medio de reacciones no enzimaticas complejas.

e Segunda etapa: reacciones a partir de las quinonas
En la figura 1.10, se observan los mecanismos de pardeamiento enzimatico, donde se
detallan las estructuras quimicas de los compuestos, se presentan las reacciones que tienen lugar
a partir de las quinonas. Se indican ocho vias posibles que conducen a productos mas o menos
coloreados marcados con un asterisco, las 0-quinonas pueden reaccionar bien con los fenoles (vias
1 a 3) o bien con los compuestos no fendlicos (vias 4 a 8).
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Figura 1.10 Mecanismos de pardeamiento enzimdtico: reacciones de las o-quinonas con los

compuestos fendlicos (reacciones 1 a 3) y con compuestos no fendlicos (reacciones 4 a 8)

AscA: dcido ascdrbico, DHA: dcido dehidroascorbico; Cyst: cisteina; Glut: glutation;, AA-NH,:

aminodcidos; Prot: proteinas (Tirilly y col, 2001).

Todas las reacciones a partir de las o-quinonas son no enzimaticas, con la excepcién de la

intervencién de las polifenol oxidasas y lacasas.

Reacciones con los compuestos fendlicos (vias 1 a 3)
Las moléculas de o-quinonas formadas partir de un o-difenol A, pueden reaccionar con

otras moléculas del mismo fenol A para formar dimeros (via 1). Estos ultimos, aunque tienen una

estructura o-difendlica, pueden estar sometidos a su vez a una oxidacién enzimatica por la PPO o

no enzimdatica por las moléculas de o-quinonas. Cuando aumenta el grado de condensacion, la

coloracién evoluciona hacia el pardo y se vuelve cada vez mas resistente por la accién de los iones

bisulfito. Paralelamente se observa la precipitacion de un pardo debido, al mismo tiempo, a la

menor solubilidad de los polimeros y a la formacion de complejos con las proteinas y los

polisacaridos del medio. Las o-quinonas pueden también reaccionar con una molécula de fenol

diferente B, para formar un copolimero (via 2) o regenerar el o-difenol A (via 3). A las reacciones

de las vias 2 y 3 se les designa con el término de “oxidaciones acopladas” (Tirilly y col, 2001).
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Reacciones con compuestos no fendlicos (vas 4 a 8)

En primer lugar, puede producirse otra oxidacién acoplada con el acido ascérbico con
refrigeracion del fenol y formacién de acido dehidroascorbico (via 4). Con los sulfitos (via 5) se
forman productos de adicién incoloros y se regenera el fenol inicial. Las o-quinonas reaccionan con
compuestos que tengan grupos amino (via 7) o grupos tiol (via 8) siempre que estos compuestos
estén libres (ejemplo: cisteina, glutation y aminoacidos) o con compuestos que forman parte de
moléculas complejas como péptidos y proteinas. Los productos de adicidn incoloros obtenidos no
son sustratos de las PPO, pero pueden ser oxidados por la lacasa o reaccionar con las quinonas en
exceso por un mecanismo de oxidacidén acoplada. Las quinonas pueden reaccionar lentamente con
las moléculas de agua para formar trifenoles que son facilmente oxidables y forman p-quinonas
(via 6). Esta ultima via se favorece con pH acidos (Tirilly y col, 2001).

1.4.5 Compuestos fendlicos, sustratos naturales de las PPO

e Estructuras ortodifendlicas
Los sustratos naturales de las polifenol oxidasas son los o-difenoles, de los cuales algunos
ejemplos de estructuras comunes en las hortalizas se representan en la figura 1.11.
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Figura 1.11 Ejemplos de figuras ortodifendlicas presentes en las hortalizas (Tirilly y col, 2001).

Los mas importantes son los derivados hidroxicindmicos como el acido clorogénico y los
flavan-3-ols como las catequinas. Parece que en muchos casos el acido clorogénico desempefia un
papel esencial en el mecanismo primario de la oxidacion enzimatica.
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1.4.6 Control del pardeamiento

¢ Inhibicion de las polifenol oxidasas

Frecuentemente, para prevenir los pardeamientos se utilizan la acidificacion, la
alcalinizaciéon del medio y las temperaturas elevadas. En general, para obtener una inactivacién
parcial o total de las enzimas es suficiente una corta exposicion a temperaturas de 70 a 90°C. Los
inhibidores de la PPO pertenecen a dos grupos: los compuestos que reaccionan con el cobre de la
enzimay los que afectan al lugar activo para el sustrato fenélico (Tirilly y col, 2001).

a) Entre los primeros, se encuentran los quelantes de los iones metalicos tales como los
nitritos, los cianuros, el mondxido de carbono y el dietilditiocarbamato que son mads o
menos especificos del cobre, pero que en su mayoria son téxicos y no pueden utilizarse en
la industria agroalimentaria. La adicidn de cantidades crecientes de cloruros en el medio
puede modificar las constantes de equilibrio de los sistemas tapén y provocar un descenso
del pH, modificando la cinética de inhibicion (Tirilly y col, 2001).

b) En el segundo grupo de inhibidores se encuentran los acidos aromaticos carboxilicos de las
series benzoicas y cindmicas. Debido a su estructura se asemejan a la de los sustratos
fendlicos de las PPO, son con frecuencia inhibidores competitivos. Con la PPO purificada a
partir de hojas de escarlata, un estudio realizado con el pirocatecol como sustrato indica
una inhibicidn de tipo competitivo para todos los acidos ensayados, manifestandose los
acidos cinamicos como inhibidores mas potentes que los derivados benzoicos (Tirilly y col,
2001).

c) Los sulfitos son poderosos inhibidores del pardeamiento enzimatico. La inhibicién de la
actividad PPO por los sulfitos es compleja: el inhibidor desnaturaliza parcialmente la
enzima por la formacién de un complejo con la proteina, lo que ocasiona modificaciones
de su estructura. Aunque los sulfitos limitan eficazmente los pardeamientos y poseen
propiedades antioxidantes y antimicrobianas, su utilizacién estd muy reglamentada (Tirilly
y col, 2001).

La fenolasa es activa entre pH 5y 7. A valores de pH inferiores aproximadamente a 3, la
enzima queda inactivada de forma irreversible. Se inhibe la actividad de la fenolasa con la adicidon
de cantidades suficientes de acidulantes, como acido citrico, acido malico o acido fosférico, para
producir un pH 3 o inferior. Se hace desaparecer el oxigeno del lugar de reaccion mediante
métodos tales como vacio o inmersion de los tejidos vegetales en salmueras o almibar (Fennema,
1993).
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e Reduccién y captura de las quinonas

Existe una tercera clase de reactivos que se utiliza para inhibir el pardeamiento. Son los
compuestos que reaccionan con las quinonas: acido ascorbico, compuestos tiol y bisulfito,
principalmente. El principal efecto de estos compuestos es: reducir las o-quinonas a medida que
se van formando, transformandolas en o-difenoles: es el caso del acido ascérbico, un antioxidante
natural que es utilizado para luchar contra los pardeamientos. Por otra parte formar productos de
adicion incoloros con las o-quinona: es el caso de los compuestos tiol (cisteina, glutatidn, etc.) y de
los sulfitos, compuestos estos Ultimos que son conocidos por causar una inactivacion directa de la
PPO (Tirilly y col, 2001).

e Accidn a nivel de los sustratos

a) Sustratos fendlicos: los pardeamientos y las alteraciones que aparecen durante la
fabricacion y la conservacion de los zumos de hortalizas y de fruta son un importante
problema para la industria agroalimentaria. Como estos efectos indeseables se deben
principalmente a la oxidacidn de los compuestos fendlicos, se puede tratar de
eliminar estos ultimos por métodos fisicos: utilizando absorbentes especificos, ciclo
dextrinas, carragenanos, o quitosanos (Tirilly y col, 2001).

b) Limitacién de la disponibilidad de oxigeno; utilizacién de atmosferas modificadas,
manteniendo una atmosfera desprovista o fuertemente empobrecida en oxigeno, se
puede conseguir una reduccién del pardeamiento (Tirilly y col, 2001).

c) Otros aspectos de la lucha contra los pardeamientos: efectos de los carotenoides,
tratamientos tisulares y celulares, y mejora genética (Tirilly y col, 2001).

¢ Inactivacién de las enzimas por tratamiento térmico

Como sucede con cualquier otra reaccién quimica, la velocidad de las reacciones
enzimdticas se incrementa con la temperatura, al aumentar la energia cinética de las moléculas,
pero solo en el intervalo en el que la enzima es estable y retiene su capacidad catalitica; en casos
extremos, cuando el incremento es muy grande, se favorece la desnaturalizacion vy
consecuentemente la proteina pierde su capacidad catalitica. Cada enzima tiene un intervalo
Optimo de temperatura en el cual logra mayor actividad, para la mayoria esta entre 30 y 45°C, y se
inactivan a mas de 60°C, a esta temperatura la energia introducida en el sistema sobre pasa la
energia de las fuerzas que mantienen la estructura activa de la enzima (Badui, 2006).

Las enzimas pueden inactivarse a temperaturas altas excepto las muy termoestables como
son las peroxidasas. Como se sabe, la actividad enzimatica duplica su velocidad de reaccion por
cada 10°C de incremento de temperatura. Esto significa que tratamientos térmicos cortos en los
margenes inferiores de las temperaturas utilizadas para reducir los microorganismos pueden
posiblemente, incrementar la actividad de ciertas enzimas indeseables (Wiley, 1997).
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La mayor parte de la inactivacion térmica de las principales enzimas de importancia en el
campo del procesado de frutas y hortalizas, tales como PO/catalasa, polifenol oxidasa,
lipoxigenasa, PE (pectinesterasa) y PG (poligalacturonasa) siguen cinéticas de reaccidén de primer
orden. Para comparar la inactivacidn térmica de las enzimas con las curvas de tiempo de muerte
térmica de los microorganismos, los datos del tratamiento térmico para las enzimas deben de
reducirse de los valores D y z. esta aproximacidn ayudara a los especialistas a interpretar el efecto
del calor sobre las enzimas y microorganismos. La figura 1.12 es ilustrativa de la inactivacion
térmica de la fraccidn termoestable de varianzas enzimaticas de patata. Resulta que para reducir
la actividad enzimatica en un 90% se requieren tiempos mucho mas largos mientras menor sea la
temperatura y que la peroxidasa de los tejidos de patatas es mucho mas resistente al calor que la
lipoxigenasa o la polifenol oxidasa. Los valores de-z de lipoxigenasa, polifenol oxidasa y peroxidasa
son 36°C, 78°Cy 37°C respectivamente (Wiley, 1997).

En la figura 1.12 se ilustran los problemas para el control de las enzimas alterantes de los
tejidos de las frutas y hortalizas utilizando solamente calor. Los valores-D (en segundos) son muy
elevados a temperaturas bajas, haciendo dificil inactivar las enzimas y retener la calidad del
producto como si fuera fresco. La peroxidasa, que afecta al sabor y color de muchas frutas y
hortalizas, es la que mejor refleja este punto. Esta claro que para el control de las enzimas (asi
como para los microorganismos) se deben incluir obstdculos adicionales para una adecuada
conservacién. Uno de tales obstdculos puede ser el ajuste del pH del alimento a un valor alejado
del punto isoeléctrico para las enzimas que produzca menor sensibilidad al calor (Wiley, 1997).
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Figura 1.12 Inactivacion térmica de la fraccion termoestable de la hidrolasa acil-lipolitica,
lipoxigenasa, polifenoloxidasa y peroxidasa de la patata en funcion de la temperatura, (Wiley,
1997)
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1.5 Principios basicos de transferencia de calor

La transferencia de calor es una rama de la fisica, involucrada en los fenédmenos del
transporte, que trata de predecir el intercambio de energia que puede haber entre cuerpos
materiales, como resultado de una diferencia de temperaturas. La transferencia de calor pretende
no solo explicar como la energia térmica puede ser transmitida, sino también predecir la rapidez
con la que, bajo ciertas condiciones especificas, tendrd lugar esa transferencia (Holman, 1989). La
transferencia de energia en forma de calor es muy comun en muchos procesos quimicos y de otros
tipos. La transferencia de calor se verifica debido a la fuerza impulsora ya que una diferencia de
temperatura por la cual el calor fluye de la regidn de alta temperatura a la de temperatura mas
baja (Geankoplis, 2006).

1.5.1 Tratamientos térmicos

Bajo el titulo de Tratamientos Térmicos se suelen englobar todos los procedimientos que
tienen entre sus fines la destruccidn de los microorganismos por el calor. Por lo tanto nos estamos
refiriendo tanto a la pasteurizacidon como la esterilizacion cuya finalidad principal es la destruccién
microbiana, como al escaldado y la coccidn, procesos en los que también se consigue una cierta
reduccion de la flora microbiana presente. Aunque el principal objetivo sea la destruccion de los
microorganismos, no hay que olvidar que a la vez ocurrirdan otros procesos, unos deseables
(destruccion enzimatica, ablandamiento de los tejidos, mejora de la digestibilidad, etc.), que pese
a ello se deberan controlar para que no produzcan efectos excesivos, y otros menos deseables,
inevitables en algln grado (destruccidn de nutrientes, perdida de cualidades organolépticas: color,
aroma, etc.), (Casp y col, 2003).

e Destruccion térmica de los microorganismos

El tratamiento térmico constituye una parte de la conservacién de los alimentos, que se
completa con procesos tales como la reduccién de la actividad del agua, la disminucién del pH, la
adicion de sal o de conservantes, el envasado en determinadas condiciones o el almacenamiento
a bajas temperaturas. La inactivacién de los microorganismos presentes en un alimento se puede
llevar a cabo por inhibicidn de su reproduccién o por letalidad de los mismos. La primera via es
una accion microstaltica, mientras que la segunda es de accién microcida. La diferencia entre
ambas modalidades se centra en el tiempo de operacién preciso para alcanzar un determinado
nivel de esterilidad (Aguado, 2002).
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1.5.2 Mecanismos de transferencia de calor
La transferencia de calor puede verificarse por medio de uno o mas de los tres
mecanismos de trasferencia: conduccion, conveccion o radiacion.

e  Conduccion

La conduccién es la forma en la que tiene lugar la transferencia de energia a escala
molecular. Cuando las moléculas absorben energia térmica vibran sin desplazarse, aumentando la
amplitud de la vibracién conforme aumenta el nivel de energia. Esta vibracidn se transmite de
unas moléculas a otras sin que tenga lugar movimiento alguno de traslacidn. Por este mecanismo
el calor puede ser conducido a través de sdlidos. La conduccidon se verifica mediante la
transferencia de energia cinética entre moléculas adyacentes (Geankoplis, 2006; Singh y col,
1998).

e Conveccion

La transferencia de calor por conveccién implica el transporte de calor en volumen y la
mezcla de elementos macroscépicos de porciones calientes y frias de un gas o un liquido.
Dependiendo de si el flujo del fluido es provocado artificialmente o no, se distinguen dos tipos de
transmisién de calor por conveccion: forzada y libre (también llamada natural). La conveccidn
forzada implica el uso de algiin medio mecdnico, como una bomba o un ventilador, para provocar
el movimiento del fluido. La conveccién natural tiene lugar a causa de diferencias de densidad
provocadas por sus gradientes de temperatura. Ambos mecanismos pueden provocar un
movimiento laminar o turbulento del fluido (Geankoplis, 2006; Singh y col, 1998).

e Radiacion
La transmisién de calor por radiacién tiene lugar entre superficies mediante la emisidn y
posterior absorcidn de radiacién electromagnética. A diferencia de la conduccién y la conveccidn,
la radiacidn no requiere ningln medio fisico para su propagacion y puede tener lugar incluso en el
vacio. El ejemplo de la radiacién mas ilustrativo es el transporte de calor del Sol a la Tierra. Otros
ejemplos son la coccién de alimentos cuando se hacen pasar bajo calentadores eléctricos
(Geankoplis, 2006; Singh y col, 1998).

1.5.3 Transmision de calor en el procesado de alimentos

El calentamiento y enfriamiento son los procesos mas habituales en una planta de
procesado de alimentos. Es habitual encontrar en la moderna industria alimentaria unidades de
refrigeracion, congelacién, esterilizacidn, secado y evaporacién. En estas unidades tienen lugar la
transmisién de calor entre un producto y un agente calefactor o refrigerante. El calentamiento y
enfriamiento de productos alimentarios son necesarios para prevenir la degradacién microbiana y

E

enzimatica (Singh y col, 1998).
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Operaciones que con mayor frecuencia aparecen en la industria alimentaria:
e Pasteurizacién
e Evaporacion
e Esterilizacién
e Cocimiento
e C(Calentamiento
e Enfriamiento

Estas operaciones se llevan a cabo en forma continua, tanto en equipos convencionales,
como en equipos especificos de la industria alimentaria (Geankoplis, 2006).

1.5.3.1 Ejemplos de transmision de calor en el procesado de alimentos

Las interacciones entre los compuestos quimicos (acido ascérbico, acido citrico,
metabisufito de sodio) y tratamiento térmico (70°C durante 2min) se estudiaron en aguacate,
platano, manzana pera, melocotén, papa, berenjena y champifiones, con la finalidad de controlar
la actividad de la PPO en frutas y verduras; demostrando los resultados que la PPO de aguacate y
berenjena eran mas resistentes a la inhibicidén por tratamiento térmico ya que las condiciones de
tratamiento no era lo suficiente para su inactivacién, El método menos eficiente probados para el
control de la PPO fue la adicién de acido ascérbico, mientras que los métodos mas eficientes
investigados incluyeron el uso de acido citrico, metabisulfito de sodio y tratamiento térmico
(Almeiday col, 1995).

Un estudio realizado en perejil pastoso demostrd la influencia del tratamiento térmico
(calentamiento) sobre sus propiedades como el color y la actividad enzimatica, a 80,90 y 100°C
durante 1-10min, permitiendo la produccion de productos novedosos caracterizdndose por una
calidad sensorial mejorada (Kaiser y col, 2012). De igual manera un estudio realizado en acelga,
demuestran que para inactivar la enzima PPO se debe llevar a cabo un calentamiento mayor a los
90°C, evitando asi la formacién de colores (Garrote y col, 1984).

En la inactivacion de la PPO in situ en pulpa de mamey demuestran, se inactiva
completamente cuando la temperatura de tratamiento térmico llegd a los 79°C, aunque da lugar a
efectos perjudiciales sobre la organizacion del tejido y la forma, por el contrario los tratamientos
con microondas son un medio eficaz para inactivar completamente la PPO sin causar ningun dafio
a los tejidos y forma del fruto (Palma vy col, 2012).

Existe un creciente interés publico y cientifico en el desarrollo de alternativas naturales
sobre los colorantes sintéticos en los alimentos. Los extractos de curcuma, paprika, y remolacha
son ejemplos de derivados colorantes naturales de alimentos. Semillas de aguacate, representan
un flujo de residuos infrautilizados, formar un color naranja estable cuando se aplastan en
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presencia de aire, de una manera dependiente del tiempo. El tratamiento térmico de la semilla
impedido el desarrollo de color; dando como resultado que la semilla de aguacate puede ser una
fuente potencial de colorante natural para el uso de alimentos, y que el desarrollo de color es
dependiente a la PPO (Dabas y col, 2011).

La cinética de combinacién de presién y temperatura inactivo la enzima PPO sin alterar la
calidad del aguacate. Las constantes de inactivaciéon de velocidad (k) se obtuvieron para un
centenar de combinaciones de presion constante (0.1 a 900MPa) y la temperatura (25 a 77.5°C).
De acuerdo con la ecuacidn de Arrhenius y Eyring, los volimenes de activacion y las energias de
activacidn, respectivamente, lo que representa la presién y la dependencia de la temperatura de la
velocidad de inactivacidn constante, se calcularon para todas las temperaturas y presiones
estudiadas. De esta manera, la temperatura y la dependencia de la presién del volumen de
activacidn y energia de activacién, respectivamente, podria ser considerado. Tales modelos de
presion-temperatura de inactivacidn de los alimentos, relacionados con aspectos de la calidad (por
ejemplo, el deterioro de la enzima PPO) forman la base de ingenieria para el disefio, evaluacién y
optimizacidn de los procesos de conservacién. La metodologia generada puede ser utilizada para
desarrollar andlogos modelos cinéticos para aspectos microbioldgicos, que son necesarios desde
un punto de seguridad y de vista legislativo, y otros aspectos cualitativos, los factores
nutricionales, por ejemplo, con el fin de dptima calidad y aceptacion del consumidor (Weemaes y
col, 1998).

Se realizé un estudio sobre la inactivacion térmica de la PPO en puré de fresa y su impacto
en antocianina y retencidn del color. La estabilidad térmica de la PPO se evalud in vitro durante
tres cultivares bajo diferentes regimenes de tiempo-temperatura (60, 75 y 90°C, durante 3 y 5min
respectivamente). Teniendo como resultado que la inactivacion térmica de la PPO fue
desventajosa respecto a la retencién de pigmento y el color de los purés de fresa, que se
atribuyeron a la regeneracidn parcial de la PPO (Holzwarth y col, 2012).

1.5.4 Pasteurizacion

La pasteurizacidn consiste en un tratamiento térmico moderado, cuyo objetivo es asegurar
la conservacién de los alimentos respetando al maximo sus caracteristicas nutritivas y
organolépticas. En este procedimiento las temperaturas de operacidon no suelen superar los 100°C,
lo que permite el empleo de agua o vapor como agente de calefaccién (Aguado, 2002).

La pasteurizacién se centra en la inactivacion enzimatica y en la destruccién de los
microorganismos mds sensibles a la temperatura. El tratamiento es capaz de neutralizar presencia
vegetativa, levaduras y mohos, sin que su intensidad permita la destruccion de formas
esporuladas. Su aplicacion queda restringida a aquellos alimentos que no contengan esporas
patdgenas.
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La severidad del tratamiento depende, del pH del producto. Si el alimento es dcido,
situacion en la que no cabe esperar gérmenes patdégenos, la pasteurizacion incide sobre los
microorganismos alterativos y sobre la actividad enzimadtica. En el caso contrario, alimentos de
baja acidez, el proceso se concibe como un medio de garantizar la esterilidad comercial del
producto, se asegura de ausencia de patégenos.

Las condiciones en las que opera un pasteurizador se establecen atendiendo a la
destruccidn de los microorganismos mas resistentes, a la inactivacion de enzimas y la degradacion
de los factores de calidad del alimento (Aguado, 2002).

El termino pasteurizacidn se emplea en homenaje a Louis Pasteur, quien a mediados del
siglo XIX realizé estudios referentes al efecto letal del calor sobre los microorganismos, y a su uso
como sistema de conservaciéon. Cuando se habla de pasteurizacidén se entiende un tratamiento a
baja temperatura (inferior a 100°C), y de baja intensidad, en contraposicion con la esterilizacion,
circutérmino que se reserva para los tratamientos mads intensos aplicados a temperaturas mayores
(Aguado, 2002).

La pasteurizacion tiene objetivos distintos de acuerdo con los alimentos a los que se
aplique (Casp y col, 2003):

e Para los alimentos poco acidos, cuyo ejemplo mas importante es la leche liquida, el
objetivo principal es la destruccién de la flora patégena y la reduccion de la flora banal,
para conseguir un producto de corta conservacién, pero de condiciones organolépticas
muy aproximadas a las de la leche cruda, evitando los riesgos para la salud de este ultimo
producto.

e Para los alimentos acidos, cuyo ejemplo mas importante son los zumos de frutas,

conseguir una estabilizacion del producto que respete sus cualidades organolépticas, ya
gue no son necesarias las temperaturas mayores porque en medios acidos no es posible el
crecimiento de bacterias esporuladas.
En los alimentos acidos, solo encontramos microorganismos muy sensibles al calor, que
pueden ser destruidos, por un tratamiento térmico ligero. En estos alimentos se
desarrollan bacterias no esporuladas, muy sensibles al calor (las mas termoresistentes
pueden destruirse a 88°C), levaduras y mohos, estos Ultimos tampoco soportan los medios
anaerobios. Por lo tanto la estabilidad buscada puede encontrarse con un tratamiento de
pasteurizacién, que ademds conseguird la inactivacion de enzimas, evitdndose asi las
reacciones de pardeamiento y otras reacciones enzimaticas de deterioro del producto.

Ingenieria en Alimentos



W

,;;«F@ Capitulo |

Marco tedrico

1.5.4.1 Eleccidn de las condiciones de pasteurizacion

Generalmente el factor limitante de los tratamientos de pasteurizacién es su actuacion
sobre las caracteristicas organolépticas y nutricionales de los alimentos tratados. La eleccién de la
temperatura y del tiempo de tratamiento vendrd condicionada por la preservacion de
composicion inicial del alimento: impedir la desnaturalizaciéon de las proteinas de la leche vy la
destruccién de las vitaminas de los zumos de frutas, evitando en todos los casos la aparicion de los
gustos a cocido que deteriorarian irreversiblemente los productos (Casp y col, 2003).

Generalmente se puede elegir entre dos grandes sistemas de pasteurizacion:
e Bajatemperatura durante un largo tiempo (LTLT: low temperature-long time).
e Alta temperatura durante un tiempo corto (HTST: high temperature-short time). En este
caso las propiedades de los productos se ven muy poco afectadas, aunque las
temperaturas sean mas altas, por el corto tiempo de mantenimiento.

El sistema de pasteurizacién elegido condicionara el equipamiento necesario para aplicarlo. El
sistema LTLT se puede plantear en procesos por cargas o continuos, para productos liquidos (que
se calientan por conveccidén) a granel (en marmitas) o envasados; también puede emplearse en
productos sélidos que se calientan por conduccién (productos carnicos) ya que con estas bajas
temperaturas las diferencias en el procesado inherentes a este mecanismo de transmision de calor
se veran minimizadas. El sistema HTST solo tiene sentido para productos liquidos en procesos
continuos, empleando equipos de intercambio térmico de suficiente eficiencia para que la
homogeneidad del tratamiento sea la conveniente pese a que el tiempo sea tan corto (Casp y col,
2003).

1.5.4.2 Equipos empleados en la pasteurizacion de liquidos sin envasar

La instalaciéon completa de pasteurizacién constara de una primera zona de calentamiento,
una segunda zona de mantenimiento de la temperatura y una tercera de enfriamiento y de las
bombas, sistemas de medida y de control y ademas accesorios necesarios para conseguir un
proceso preciso y eficiente. Las zonas en las que se realiza el intercambio térmico serdn
cambiadores de calor del tipo mdas adecuado para que el producto en cuestidon reciba un
tratamiento correcto y para que se minimice el consumo energético. El calor necesario para el
proceso vendra suministrado por agua caliente o vapor de agua. El enfriamiento final se realizara
también contra agua, esta vez fria o helada dependiendo de la temperatura a la que se desea
guede el producto al concluir el proceso (Casp y col, 2003).

Generalidades sobre cambiadores de calor
a) Circulacidn de los fluidos

Existen dos opciones principales a la hora de elegir la circulacién de los fluidos en un
cambiador de calor: flujo en contracorriente y flujo en paralelo.
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¢ Flujo en contracorriente

Como se observa en la figura 1.13, en este caso la entrada de los dos fluidos se produce
por los dos extremos opuestos del cambiador de calor: De esta forma, el producto al entrar se

encuentra con el fluido térmico que ha terminado su recorrido, y al salir se encuentra con el fluido
térmico que acaba de entrar en el proceso.
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Figura 1.13 Cambiador de calor trabajando en contracorriente (Casp y col, 2003)

El producto frio se encuentra, a su entrada al cambiador, con el medio de calentamiento
mas frio, y segun recorre el equipo se va encontrando con el fluido calefactor cada vez mas
caliente. El producto se calienta manteniendo en cada punto una pequefia diferencia de
temperatura con el medio calefactor, como se muestra en la figura 1.14.

‘ Te1

[ FRJi(TO caliente;

Temperatura (°C)

Tiempo

Figura 1.14 Evolucion de las temperaturas de producto y fluido calefactor en un proceso en
contracorriente (Casp y col, 2003).

Ingenieria en Alimentos



Marco tedrico

%ﬁ Capitulo |
Y {

e Flujo en paralelo

El flujo en paralelo se produce cuando producto y fluido térmico son introducidos en el
cambiador por el mismo extremo, como se ve en la figura 1.15.

Figura 1.15. Cambiador de calor trabajando en paralelo (Casp y col, 2003)

En este caso el producto se encuentra en la entrada del equipo con el fluido térmico a la
maxima temperatura, por lo que el salto térmico inicial se ird reduciendo hasta que sea minimo al
otro extremo del equipo. En la figura 1.16 se puede apreciar como evolucionan las temperaturas
en este caso.

T81

~ Fluido caliente
| = Fluido frio

Temperatura (°C)

Te2 Ts 2

Tiempo

Figura 1.16 Evolucidn de las temperaturas de producto y fluido calefactor en un proceso en
paralelo (Casp y col, 2003).

En un proceso en paralelo es imposible conseguir un mayor calentamiento del producto
gue el que obtendra si se mezclase fisicamente con el fluido calefactor. Esta limitacion no existe
cuando se utiliza un proceso en contracorriente en el que el producto se puede calentar hasta una
temperatura ligeramente a la de entrada del fluido térmico (Casp y col, 2003).
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b) Tipos de cambiadores de calor de productos alimentarios

En una planta de procesado, el calentamiento y enfriamiento de los alimentos se lleva a
cabo en equipos denominados cambiadores de calor como se muesa en la figura 1.17, los
cambiadores de calor puede clasificase de forma genérica en directos e indirectos. Como sugiere
esta denominacién, en los cambiadores indirectos el producto y el agente calefactor o refrigerante
se mantienen separados fisicamente mediante una pared metdlica. En los cambiadores de calor
directos hay contacto fisico entre el producto y el agente calefactor o refrigerante (Singh y col,
1998).

Infusién de vapor

— De contacto directo

Inyeccion de vapor

Cambiadores de — Placas
calor

— Tubular

L De contacto -

— Carcasa y tubos

L Superficies raspadas

Figura 1.17 Clasificacion de cambiadores de calor mds comunes (Singh y col, 1998)

e Cambiadores de calor de placas

Los cambiadores de placas son adecuados para liquidos de baja viscosidad (menos 5 Pa:s)
sin solidos en suspension. Este tipo de cambiadores consta de una serie de placas de acero
inoxidable apretadas cada una contra la siguiente y montadas sobre un bastidor. Mediante juntas
de goma (sintética o natural) se sellan las entradas y salidas de las placas para evitar la mezcla de
los fluidos que circulan por ellas. Estas juntas sirven para conducir la corriente de fluidos calefactor
o refrigerante y la de producto de manera que ambos circulen por placas alternas (Casp y col,
2003).
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Las placas suelen tener figuras geométricas gravadas en la superficie como se muestra en
la figura 1.18 para provocar un aumento de la turbulencia en el fluido que circula, mejorando asi la

transmisién de calor (Casp y col, 2003).

=== UPAODUCTO
MEDIO

Figura 1.18 (A) Cambiador de calor de placas; (B) Esquema del flujo de fluido entre placas;
(C) Vista de las placas para los cambiadores de calor (Casp y col, 2003)

e Cambiadores de calor tubulares

Bajo este nombre se agrupan todos los cambiadores de calor en los que la superficie de
intercambio estd formada por tubos, cualquiera que sea su disposicion. Con estos equipos se
pueden tratar liquidos de viscosidad baja, mediana e incluso alta en algunos modelos, y de
acuerdo con el diametro de los tubos, e incluso con particulas sélidas hasta un cierto tamafio).
Tubos concéntricos: consta de dos tuberias concéntricas, una en el interior de la otra, circulando
los dos fluidos por ese espacio anular y por la tuberia interior. Una ligera variacidn la constituye el
cambiador de tres tubos concéntricos, como se muestra en la figura 1.19. En este cambiador el
producto circula por el espacio anular interior y los agentes refrigerantes/calefactores lo hacen por
el tubo interior y por el espacio anular exterior (Singh y col, 1998).

ENTRADA
FLUIDO A

ENTRADA o T G e e e LRk, - SALIDA
FLUDOB ~  \fmmmmmmecoeenn o mmemee- QD FLUIDO B
\ ESPACIO

ANULAR

SALIDA
FLUIDO A

Figura 1.19 Esquema de un cambiador de calor tubular (Singh y col, 1998)
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_ Fluido de calentamiento
0 enfriamiento

Fluido de calentamiento
0 enfriamiento Producto

Fluido de calentamiento
~ o enfriamiento

Figura 1.20 Esquema de un cambiador de calor de tubos concéntricos (Singh y col, 1998)

Los tubos que se emplean en la fabricaciéon de estos cambiadores pueden ser rectos o
corrugados, obteniéndose con estos Ultimos una mayor transferencia y una mayor turbulencia en
la circulacion, como se puede observar en la figura 1.21.

.....

Figura 1.21 (A) Cambiador de calor de tubos concéntricos corrugados (Casp y col, 2003)

Cambiadores de tubos y carcasa: en este tipo de cambiador un fluido circula por el
interior de los tubos mientras que el otro lo hace por la carcasa exterior a estos, como se ilustra en
la figura 1.22. Si el fluido de la carcasa circula perpendicularmente a los tubos, la transmisidon de
calor es mayor que si lo hace paralelamente (Singh y col, 1998; Casp y col, 2003).

w
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FLUIDO A FLUIDO B

FLUIDO A FLUIDO B

Figura 1.22 Cambiador de calor de tubos y carcasa con dos pasos por los tubos
(Singh y col, 1998)

Cambiadores de calor de superficie raspada: se destinan a los productos mas viscosos, en
concreto a productos francamente pastosos: purés, concentrados de zumos de tomate, etc. Estan
constituidos por elementos tubulares dispuestos casi siempre en posicion vertical. El fluido
térmico circula en un tubo anular mientras que el producto, que circula en un tubo central, es
agitado por un rotor equipado por elementos raspadores que eliminan continuamente los
depdsitos susceptibles de incrustarse sobre la superficie del intercambiador. Este tipo de aparatos
se utiliza como mero intercambiador para calentamiento o enfriamiento simple, pero también
como pasteurizador o esterilizador de platos cocinados u otros productos a granel, como
cristalizador, preferentemente para la crio concentracién, o como evaporador de productos muy
viscosos (Mafart, 1994).

La superficie en contacto con los alimentos se fabrica en acero inoxidable (tipo 316),
niquel, cromo-niquel u otros materiales resistentes a la corrosién. El rotor interior tiene unas
paletas como se muestra en las figura 1.23. Su velocidad varia entre 150 y 500 rpm; una mayor
velocidad permite una mejor transmisién de calor. En estos cambiadores pueden montarse
diferentes tipos de rotores para ajustar su trabajo a los distintos productos y aplicaciones. Los
rotores mas pequefios permiten el trabajo con particulas de hasta 25mm, mientras que los de
mayor diametro dan lugar a tiempos de residencia menores y mejoran el rendimiento térmico al
reducir el espesor de producto. La tuberia por la que circula el producto a calentar/enfriar, y que
contiene el rotor, estd contenida en el interior de la otra, por la que circula el agente
calefactor/refrigerante. Este suele ser vapor o agua caliente. La temperatura de trabajo puede
estar entre -35 y 90°C.

j
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Figura 1.23 Cambiador de calor de superficie raspada (Singh y col, 1998; Casp y col, 2003)

A menudo es deseable la accién simultdnea de mezclado que tiene lugar en los
cambiadores raspados, ya que favorece la homogeneidad del aroma, color, textura u otras
caracteristicas del producto (Singh y col, 1998; Casp y col, 2003).

e Cambiadores de calor por inyeccion de vapor

En estos cambiadores, el contacto entre el vapor y el producto a calentar es directo, como
se muestra en la figura 1.24. El producto a calentar se alimenta por la parte superior del
cambiador y cae en forma de pelicula; su viscosidad es la que determina el tamafio de los
difusores a instalar. Cuando el vapor entra en contacto con las pequefias gotas de producto, la
transmisién de calor es muy buena y su temperatura aumenta rdpidamente debido a la
condensacion del vapor. Estos cambiadores se utilizan para la coccion y/o esterilizacidén de una
gran variedad de alimentos como concentrados de sopa, chocolate, queso, mix de helado,
pudines, cremas pasteleras, leche, etc. (Singh y col, 1998; Casp y col, 2003).
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Figura 1.24 Cambiador de calor por inyeccion de calor (Singh y col, 1998;)

1.5.4.3 Equipos empleados en la pasteurizacién de productos envasados

Estos equipos son empleados en el caso de liquidos de poca viscosidad como cerveza. En el
caso de liquidos mas viscosos o solidos (ejemplo: salsas en envases de vidrio o productos carnicos
como la salchicha).

e  Pasteurizacién por inmersién en baio de agua

Se utiliza principalmente para la pasteurizacidon de productos cdrnicos. Consta de dos
secciones (calentamiento y enfriamiento) formadas por unos recipientes rectangulares llenos de
agua a la temperatura adecuada, que son recorridos por unos transportadores que se encargan de
desplazar los productos por el interior del bafio.
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Figura 1.25 Pasteurizador por inmersion en bafio de agua (Casp y col, 2003)
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e Pasteurizacion por lluvia de agua

Cuando se deben pasteurizar productos envasados en tarros de vidrio es mas apropiado
utilizar sistemas en los que la transmisiéon de calor se realice por lluvia de agua. Estos
pasteurizadores constan de un tunel calorificado, por el inferior del cual se desplazan los envases,
generalmente en posicion vertical, sobre un transportador adecuado. Dentro del tunel se
encontrara una zona de precalentamiento, una zona central de pasteurizacién y por ultimo una

zona de enfriamiento (Casp y col, 2003).

En la figura 1.26 se muestra un ejemplo de la recirculacion del agua en un pasteurizador de
[luvia.

ARTRTAA

e

Figura 1.26 Esquema de la recirculacion de agua en un pasteurizador por lluvia de agua
(Casp y col, 2003)

1.6 Analisis sensorial

El analisis sensorial de los alimentos se lleva a cabo de acuerdo con diferentes pruebas,
segln sea la finalidad para la que se efectué. Existen tres tipos principales de pruebas: las
afectivas, las discriminativas y las descriptivas.

1.6.1 Pruebas afectivas o ensayos heddnicos

Las pruebas afectivas son aquellas en las cuales el juez expresa su reaccién subjetiva ante
el producto, indicando si le gusta o le disgusta, si lo acepta o lo rechaza, o si lo prefiere a otro.
Estas pruebas son las que presentan mayor variabilidad en los resultados y estos son mas dificiles
de interpretar, ya que se trata de apreciaciones completamente personales. En esta prueba es
necesario determinar si uno desea evaluar simplemente preferencia o agrado de satisfaccion
(gusto o disgusto), o si también uno quiere saber cual es la aceptacion que tiene el producto entre
los consumidores, ya que en este Ultimo caso los cuestionarios deberdn contener no solo
preguntas acerca de la apreciacidon sensorial del alimento, sino también de otras destinadas a
conocer si la persona desearia o no adquirir el producto (Anzaldua, 1994).
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Con el fin de minimizar la variabilidad de los datos, se recomienda un nimero minimo de
30 sujetos que han de intervenir en estas pruebas. Para obtener una buena representatividad de
la poblacién objeto de estudio, estos sujetos no deben estar entrenados y deben de ser
consumidores habituales o potenciales y compradores del producto sometido a andlisis. Las
pruebas afectivas pueden clasificarse en tres tipos:

a) Pruebas de preferencia: son la expresidn que sefiala la eleccion de un producto entre
varios. Esta eleccidn, se mide directamente, por comparacion entre dos o mas productos,
registrando cual de ellos es mas preferido.

b) Pruebas de agrado o satisfaccidn: estas son intentos para manejar mas subjetivamente
datos tan subjetivos como son las respuestas de los jueces acerca de cuanto les gusta o les
disgusta un alimento.

c) Pruebas de aceptacién: la prueba de aceptacion abarca aspectos culturales,
socioecondmicos, de habitos, etc. (Ibanez, 2000).

1.6.2 Pruebas discriminativas

Las pruebas discriminativas son aquellas en las que no se requiere conocer la sensacion
subjetiva que produce un alimento a una persona, sino que se desea establecer si hay diferencia o
no entre dos muestras o mas, en algunos casos, la magnitud o importancia de esa diferencia. Las
pruebas discriminativas mas comunmente empleadas son las siguientes:

a) Pruebas de comparacién apareada simple: en esta prueba se presentan solamente dos
muestras al juez y se le pide que las compare en cuanto alguna caracteristica sensorial
(dulzor, dureza, grado de crujido, etc.) e indique cual de las dos tiene mayor intensidad de
dicha propiedad.

b) Prueba triangular: en esta prueba se le presentan tres muestras al juez, de las cuales dos
son iguales, y se le pide que identifique la muestra que es diferente.

c) Prueba duo-trio: en esta prueba se le presentan tres muestras al juez, de las cuales una
esta marcada como “R” (muestra de referencia), y las otras dos estan codificadas. Se le
dice al juez que una de las dos muestras es idéntica a “R” y la otra es diferente, y se le pide
gue identifique cual de las muestras es diferente.

d) Pruebas de comparaciones apareadas de Sceffé: en esta prueba se comparan varias
muestras en parejas, y se analiza la magnitud de las diferencias existentes entre ellas.

e) Pruebas de comparaciones multiples: esta prueba resulta muy atil para comparar el efecto
de variaciones en una formulacion, la sustitucién de un ingrediente, asi como la influencia
del material de empaque, las condiciones del proceso, etc. En esta prueba dan a los jueces
tres o mas muestras y se les pide que compraren entre ellas cual es la mas aceptada.

Ingenieria en Alimentos

j




W

,;;«F@ Capitulo |

Marco tedrico

f) Prueba de ordenamiento: esta prueba es muy sencilla. En ella se le dan a los jueces tres o
mas muestras que difieren en alguna propiedad, y se les pide que las pongan en orden
creciente o decreciente de dicha propiedad.

1.6.3 Pruebas descriptivas

El analisis descriptivo es la descripcién del conjunto de propiedades organolépticas del
producto abordandolas a través de todas las vias sensoriales (vista, audicion, tacto en lamanoy en
la boca, olfato y gusto). El método puede aplicarse para definir el estandar de fabricacidn, ya que
establecen lo que se denominan las especificaciones o caracteristicas tolerables que puede reunir
un producto (Ibafiez, 2000). En las pruebas descriptivas se trata de definir las propiedades del
alimento y medirlas de la manera mas objetiva posible. Aqui no son importantes las preferencias o
aversiones de los jueces, y no es tan importante saber si las diferencias entre las muestras son
detectadas, sino cual es la magnitud o intensidad de los atributos del alimento. Las pruebas
descriptivas, proporcionan mucha mads informacién acerca del producto que las otras pruebas.
Existen diferentes tipos de pruebas descriptivas como son (Anzaldua, 1994):

a) Calificacidon con escalas no estructuradas: es aquella en la cual solo se cuenta con puntos
extremos (minimo o maximo) y el juez debe expresar su apreciacién de la intensidad de un
atributo de un alimento marcando sobre una linea comprendida entre ambos extremos.

b) Calificacién por medio de escalas de intervalo: una escala en la cual no se tienen sélo dos
puntos extremos, sino que contiene ademas uno o mas puntos intermedios, es lo que se
conoce como escala de intervalos.

c) Calificacion por medio de escala estandar: son escalas de intervalo cuyos puntos, en ves de
contener descripciones, constan de alimentos que representan el grado de intensidad del
atributo que esta siendo medido.

d) Calificacion proporcional (estimacién de magnitud): en este método las muestras se
calificaran en relacion a un estandar (muestra de referencia) al cual se le asigna un valor
arbitrario.

e) Medicién de atributos sensoriales con relacién al tiempo: en esta evaluacidon se desea
conocer la intensidad de un atributo y ademas su variacion a lo largo del tiempo, asi como
las tendencias que pueden esperarse.

f) Determinacién de perfiles sensoriales: consisten en una descripcidon minuciosa de todas las
caracteristicas o notas que conforman el sabor o la textura, seguida de una medicién de
cada una de ellas.

g) Relaciones psicofisicas: son una ecuaciéon (u otro mecanismo de relacién, tal como un
monograma, etc.) que establece una interdependencia entre evaluaciones sensoriales y
mediciones fisicas para un alimento.
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El andlisis sensorial de tipo descriptivo presenta una calificacion por medio de escalas de

intervalo las cuales suelen constar de 3, 4, 5 0 mds puntos. Es necesario proporcionar o explicar al

juez una descripcion detallada de cada uno de los puntos (extremos e intermedios) de la escala. La

principal ventaja de este tipo de escala es que los puntos intermedios estdn anclados y no dejados

completamente al criterio de los jueces. Puede considerarse como desventaja de las escalas de

intervalo el que son relativas, 6 sea que no dan valores absolutos sino solo grados asignados con

un cierto criterio; por lo tanto, no existe una relacién bien definida entre los valores numéricos
designados (Anzaldua, 1994).

alimentos (ejemplo la dureza).

La figura 1.27 muestra varias escalas de intervalo para una misma propiedad de los

ESCALA DE 3 PUNTOS

Ligeramente duro

Moderadamente duro

Muy duro

ESCALA DE 4 PUNTOS

Ligeramente duro

Moderadamente duro

Bastante duro

Muy duro

ESCALA DE 6 PUNTOS

Ligeramente duro

Duro

Moderadamente duro

Bastante duro

Muy duro

Extremadamente duro

ESCALA DE 9 PUNTOS

Sumamente blando

Muy blando

Ligeramente firme

Moderadamente firme

Muy firme

Moderadamente duro

Bastante duro
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Objetivos

2.1 Objetivo general

Inactivacion de la enzima polifenol oxidasa en un aderezo de aguacate, mediante un
tratamiento térmico, evitando asi la oxidacién enzimatica y eliminar la carga microbiana del
producto para alargar su vida util.

2.2 Objetivos particulares

2.2.1 Objetivo particular 1

Determinar la temperatura y tiempo de procesamiento necesario en un aderezo de
aguacate, para la inactivacion de la enzima polifenol oxidasa y la eliminacién de la carga
microbiana, con la finalidad de fijar las condiciones de un tratamiento térmico.

2.2.1.1 Hipétesis 1

Al aumentar la temperatura de calentamiento y disminuir el tiempo de residencia de un
tratamiento térmico en un aderezo de aguacate, se inactivara la enzima polifenol oxidasa y se
disminuira la carga microbiana para inhibir el pardeamiento enzimdtico y el crecimiento
microbiano, con ello alargandose la vida util del producto.

Variables
e Variable independiente: Temperatura y tiempo de calentamiento
e Variable dependiente: Inactivacién de la PPO y eliminacién de carga microbiana
e Variable de respuesta: Vida util del producto

Niveles de variacion
Cuadro 2.1 Niveles de variacion de tratamiento térmico

Temperatura [°C] Tiempo [min]
65 15
75 13
85 10
*Interaccion (total 9)
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Parametros constantes
e Temperatura de enfriamiento
e Tiempo de enfriamiento

Métodos estadisticos aplicados
e Promedio
e Variacién estandar
e Coeficiente de variacidon

2.2.2 Objetivo particular 2

Inactivacion de la enzima polifenol oxidasa en un aderezo de aguacate, mediante un
proceso térmico efectuado en un intercambiador de calor de superficie raspada, para aumentar la
vida util del producto.

2.2.3 Objetivo particular 3

Evaluar la vida atil de un aderezo de aguacate con un tratamiento térmico mediante
pruebas fisicoquimicas y microbioldgicas durante nueve semanas.

Métodos estadisticos aplicados
e Promedio
e Variacién estandar
e Coeficiente de variacion
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REVISION BIBLIOGRAFICA
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OBIJETIVO GENERAL

v

v

ACTIVIDADES PRELIMINARES

Objetivo particular 1

\ 4

v

'

Objetivo particular 2

y

A.P. 1. Formulacion de
aderezo de aguacate

Hipdtesis

v

Objetivo particular 3

'

ACT 2.1 Aplicacion de tratamiento

'

térmico en un intercambiador de calor ACT 3.1 Determinacién de la polifenol
¢ ACT 1.1 Establecer las condiciones de de superficie raspada en aderezo de oxidasa en aderezo de aguacate con y
A.P. 2. Evaluacién sensorial tratamiento térmico para la aguacate, empleando las condiciones sin tratamiento térmico
inactivacion de la polifenol oxidasa y establecidas
¢ eliminacion de la carga microbiana en ¢ ¢
Resultados aderezo de aguacate — i ACT 3.2 Determinacién de la carga
¢ ACT 2..2 Determinacién de la polifenol microbiana en aderezo de aguacate
| oxidasa en ad?rez? de aguacate con v sin tratamiento térmico
ACT 1.2 Determinacion de la polifenol tratado térmicamente ¢
oxidasa en aderezo de aguacate ¢
tratado térmicamente - ACT 3.3 Determinacion de propiedades
ACT 2.3 Determinacion de la carga fisicoquimicas en aderezo de aguacate
i microbiana en aderezo de aguacate con y sin tratamiento térmico
ACT 1.3 Determinacion de la carga tratado térmicamente ¢
microbiana en aderezo de aguacate l
tratado térmicamente Resultados
l Resultados ¢
Resultados | Analisis de resultados
. . . CONCLUSIONES
Figura 3.1 Cuadro metodoldgico
En la figura 3.1 se presenta el cuadro metodoldgico, mostrando de manera general el plan de trabajo para alcanzar los objetivos planteados. j
52
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3.2 Actividades peliminares

3.2.1 Actividad preliminar 1. Formulacién de aderezo de aguacate

Se elabord un aderezo de aguacate tradicional para ajustar la formulacion y condiciones de
proceso de elaboracidn. Posteriormente se obtuvieron diferentes formulaciones de aderezo de
aguacate en las cuales se realizé una evaluacion sensorial descriptiva, y de esta manera se
determind que formulacidn se aplicé para el desarrollo del proyecto. Se utilizaron algunos aditivos
como son la lecitina de soya y el glutamato monosddico, esto por las propiedades que tiene cada
uno de estos, mencionadas anteriormente en marco tedrico.

En el cuadro 3.1 se presenta la formulacién que se empled para la elaboracién de tres
aderezos de aguacate diferentes, en los cuales los ingredientes que variaron fueron agua, leche y
vinagre (marcados con un *, teniendo el mismo porcentaje de concentracion para cada
preparacion), se realizd una evaluacién sensorial, y de esta manera se determiné cual de las tres
formulaciones obtuvo una mayor aceptacion.

Cuadro 3.1 Formulacion de aderezo de aguacate

Concentracion [%]
Aguacate 47.0
Crema 25.0
Lecitina de soya 2.5
Cilantro 2.0
Limén en polvo 1.5
Ajo en polvo 1.0
Sal 0.8
Glutamato monosddico 0.2
* Agua
* Leche 20.0
* Vinagre

En la figura 3.2 se presenta el diagrama proceso de aderezo de aguacate, en el cual se
especifican las condiciones de operacién que se siguieron para la elaboracion de las diferentes
formulaciones, donde los ingredientes que estan marcados con un * en el cuadro 3.1, representan
la variante que se dio para cada uno de los tres diferentes aderezos de aguacate.

E
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Aguacate
Crema T:25°C
Lot Mezclado | 15 min
*
A 4
Cilantro T:25°C
Umén} Mezclado Il £ 1 min
Ajo en polvo v
sal T:25°C
Glutamato Mezclado llI i
monosodico
A 4
Frasco de
Vidrio} Envasado
A 4
Almacenado T:12°¢

Figura 3.2 Diagrama de proceso de aderezo de aguacate
Descripcion del diagrama de proceso

Mezclado I: el mezclado | se realiz6 en un homogeneizador, en el vaso del homogeneizador se
agregd aguacate y crema, se mezclé por 0.5 min, posteriormente se agregd poco a poco, el
ingrediente que vario segun la formulacién (agua, leche y vinagre) siguiendo el mezclado, se
agregé por ultimo la lecitina de soya; una vez incorporados todos los ingredientes se homogenizé

por un periodo de 1min, y se obtuvo una pasta homogénea.

Mezclado IlI: en la pasta obtenida en el mezclado |, se agregd cilantro y limén, y se homogenizé

por un minuto.

Mezclado llI: en la pasta que contuvo cilantro y limén se agregd por ultimo, ajo en polvo, sal y
glutamato monosddico, se mezcld por un periodo de 1min, obteniendo de ésta manera el aderezo
de aguacate.

Envasado: el envasado se realizd en frascos de vidrio estériles, los cuales fueron llenados hasta el
tope, con la finalidad de no dejar espacios con aire, y se taparon los frascos.

Almacenado: el almacenamiento se realizé en refrigeracion (T: 5-6°C, t: nueve semanas).
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3.2.2 Actividad preliminar 2. Evaluacion sensorial

Se realizd una evaluacién sensorial de las diferentes formulaciones de aderezo de
aguacate, mediante un andlisis descriptivo el cual estuvo basado en una calificacidon por medio de
escala de intervalo, con la finalidad de seleccionar la formulacién de aderezo de aguacate con
mayor aceptacidn y ser utilizada en el posterior estudio. Los jueces que llevaron a cabo la
evaluacién sensorial eran 15 estudiantes de 20-23 afios de edad del Laboratorio de Biotecnologia
de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan de la UNAM.

Las muestras a evaluar fueron los diferentes aderezos que se realizaron.

a) Aderezo de aguacate con agua
b) Aderezo de aguacate con leche
c) Aderezo de aguacate con vinagre

En la figura 3.3 se muestran los diferentes tipos de aderezo que se utilizaron para la
realizacion de la prueba sensorial descriptiva.

Aderezo de aguacate

Aderezo de aguacate Aderezo de aguacate

con agua con leche convinagre

Figura 3.3 Tipos de aderezo de aguacate para evaluacion sensorial

El cuadro 3.2 muestra los parametros que se evaluaron en la prueba sensorial para las
diferentes preparaciones de aderezo de aguacate, utilizando una escala de intervalo, donde el
panelista marcé el punto que mejor reflejé la muestra.

Débil Agradable Fuerte

Ingenieria en Alimentos
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Cuadro 3.2 Pardmetros a evaluar en la prueba sensorial

Parametro a evaluar Escala
Sabor de aguacate Débil — Agradable — Fuerte
Sabor acido Débil — Agradable — Fuerte
Sabor salado Débil — Agradable — Fuerte
Color de aderezo Débil — Agradable — Fuerte
Olor de aderezo Débil — Agradable — Fuerte
Textura Cremoso — Agradable — Débil
¢Cuadl de las muestras te gusto mas? a. Aderezo de aguacate con agua
b. Aderezo de aguacate con leche
c. Aderezo de aguacate con vinagre

3.3 Desarrollo metodologico
3.3.1 Objetivo particular 1

3.3.1.1 Establecer las condiciones de tratamiento térmico para la inactivacion de la polifenol
oxidasa (PPO) y eliminacion de la carga microbiana en aderezo de aguacate

Material y equipo
e Aderezo de aguacate
e Bafio maria de agua caliente
e Bafio maria de agua fria (5°C)
e Termdmetro (graduacion -10°C a 120°C)
e Crondémetro
e Tubos de ensayo con tapas

Variables
e Variable independiente: Temperatura y tiempo de calentamiento
e Variable dependiente: Inactivacion de la enzima polifenol oxidasa y eliminacién de carga
microbiana
e Variable de respuesta: Vida util del producto

Niveles de variacion
Cuadro 3.3 Niveles de variacion

Temperatura [°C] Tiempo [min]
65 15
75 13
85 10
*Interaccion (total 9)
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Parametros constantes

e Temperatura de enfriamiento
e Tiempo de enfriamiento

Métodos estadisticos aplicados

e Media (Promedio)
e Variacion estandar
e Coeficiente de variacion

Procedimiento

Se aplicd a un aderezo de aguacate un tratamiento térmico a diferentes condiciones de
operacion, las cuales se establecieron en base a estudios realizados anteriormente para la
inhibicion de la PPO tanto en aguacate como en otras frutas (Ortiz y col, 2003; Gasull y col, 2006;
Covarrubias, 1984).

Actividad 1 Preparacién de aderezo de aguacate

Se prepard un aderezo de aguacate con la formulacidn que presentd la mayor aceptacién
en la evaluacién sensorial, siguiendo el diagrama de proceso mostrado anteriormente en la
actividad previa nimero 1.

Actividad 2 Preparacién del medio de calentamiento

El medio de calentamiento se llevd a cabo con un bafio maria, hasta llegar a una
temperatura de 65°C + 5°C, para el primer nivel de variacion.

Actividad 3 Preparacién del medio de enfriamiento

Se prepard un bafio maria de agua fria, agua con hielos, hasta llegar a una temperatura de
5°C.
Actividad 4 Distribucién de la muestra

Se colocaron 10mL de aderezo de aguacate en cada uno de los 9 tubos de ensayo con

tapas, y se identificaron, cada tubo con las condiciones de tratamiento térmico, indicadas
anteriormente en los niveles de variacion.
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Actividad 5 Aplicacion de tratamiento térmico

1. Se colocd el primer tubo con aderezo de aguacate, en el interior del bafio maria de agua
caliente el cual se encontraba a 70°C, con una varilla de vidrio se agité el aderezo de
aguacate para que el calentamiento fuera homogéneo, una vez que alcanzé Ia
temperatura de 65°C se mantuvo con agitacién en el interior del bafio por un periodo de
10 min.

2. Una vez transcurrido el tiempo establecido, se sacé el tubo del medio de calentamiento y
se sumergid en el bafio maria de agua fria el cual se encontraba a 5°C, por un periodo de
10min. Posteriormente se saco del medio de enfriamiento.

3. El tubo con aderezo tratado térmicamente, se colocd en una gradilla hasta alcanzar la
temperatura ambiente (25°C).

Se aplicé el tratamiento térmico a cada una de las muestras con sus respectivas
condiciones, siguiendo el procedimiento de la actividad 5.

3.3.1.2 Determinacion de la PPO en aderezo de aguacate tratado térmicamente

Material y equipo

e Espectrofotdmetro Baush and Lomb
e Estufa

e Agitador de vidrio

e Pipetas (10mL, 5mL, 1mL)

e Propipeta

e Vaso de precipitados 50mL

e Matraz erlenmeyer

e Embudo

e Papelfiltro

Reactivos
e Acetona fria (grado analitico)

e Buffer fosfato pH 7
e Catecol0.02 M
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Parametros estadisticos aplicados

Los métodos de medicién se realizaron por triplicado, los pardmetros estadisticos aplicados
fueron los siguientes:

e Promedio

e Variacién estandar

e Coeficiente de variacidn

Procedimiento

La determinacion de la PPO se realizé en cada una de las muestras tratadas térmicamente,
con la finalidad de establecer que condiciones del tratamiento térmico eran las mas apropiadas
para inactivar la enzima, y con ello se fijaron las condiciones de pasteurizacién en las que se llevd a
cabo la inactivacién de la PPO, las cuales se usaron posteriormente en un intercambiador de calor
de superficie raspada.

La determinacion de la PPO se llevd a cabo en base a estudios realizados anteriormente,
por lo cual se llevd a cabo siguiendo el procedimiento de Gémez (2001) y Cruz (1999).

Actividad 1 Preparacién de solucidon buffer de fosfato pH 7.
Actividad 2 Solucién de catecol 0.02M (sustrato para la PPO), ver anexo 1.
Actividad 3 Obtencion de extracto enzimatico

1. Se pesaron 20g de muestra en un vaso de precipitados de 50mL y se agregaron 30mL de
acetona fria (T: 4°C), mezclandose por un periodo de 5min.

2. Se filtré el homogenizado sobre papel filtro y se recuperd el liquido filtrado en el frasco
para desechos.

3. La torta encontrada en el papel filtro, se homogeneizé nuevamente con 25mL de acetona
fria por un periodo de 5min.

4. Se filtré el homogenizado sobre papel filtro, y se recuperd el liquido del filtrado en el
frasco para desechos.

5. Se dejo secar el precipitado o polvo cetdnico en la estufa por 1h a 50°C.

Actividad 4 Solucién y activacion de la enzima PPO contenida en el extracto enzimatico

1. Se disolvieron 0.8g del extracto enzimatico en 40mL de buffer fosfato pH 7 (0.05M).
2. Se dejo en refrigeracion por 24h.
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Actividad 5 Determinacién de la actividad enzimatica.

Figura 3.4 Espectrofotémetro Baush and Lomb

A=Absorbancia

B=Transmitancia

C= Longitud de Onda

D= Compartimiento para la celda

1. Se colocaron en una celda de cuarzo:
e 2.5mL catecol 0.02M
e 1.3mL buffer fosfato pH 7

e 0.2mL de la muestra refrigerada en la actividad 4

2. Para la calibracién del espectrofotometro se colocd la celda y se midié el cambio de
absorbancia a 410nm, se realizaron las mediciones cada 15 segundos por un periodo de
4min.

3. Se graficé tiempo vs absorbancia para posteriormente obtener el % de inhibicién (Mufioz y
col, 2007)

Se repitid el procedimiento de la actividad 3.3.1.2 para la determinacion de la actividad de la
PPO, en cada una de las muestras tratadas térmicamente.

E
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3.3.1.3 Determinacion de la carga microbiana en aderezo de aguacate tratado térmicamente

Material y equipo

e Mecheros bunsen

e Autoclave

e Matraz erlenmeyer

e Cajas petri estériles (90 x 15 mm)

e Tubos de ensayo con tapdn estériles
e Gradilla

e Pipetas de 10mL estériles

e Puntas de micropipeta estériles

e Micropipeta de 1-100ul

Soluciones

e Aguasalina 0.85%
e Aguadestilada

Agar microbiolégico

e Papadextrosa
e Rojo-violeta-bilis
e Cuenta estandar

Parametros estadisticos aplicados

Los métodos de medicion se realizaron por triplicado, los pardmetros estadisticos fueron los
siguientes:

e Promedio

e Variacidén estandar

e Coeficiente de variacidn

Procedimiento

Se realizaron pruebas microbiolégicas a cada uno de los aderezos tratados térmicamente a
diferentes condiciones, con el fin de determinar a que condiciones de tratamiento térmico fueron
mas apropiadas para la eliminacién de la carga bacteriana, las cuales se aplicaron posteriormente
en un intercambiado de calor de superficie raspada.
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Las pruebas microbioldgicas se realizaron en base a lo establecido en la normatividad
oficial mexicana, en el cuadro 3.4 se especifican las normas empleadas para el desarrollo del

proyecto.
Cuadro 3.4 Normas para realizacion de pruebas microbiolégicas
Prueba microbioldgica Norma

Preparacion de la muestra NOM-110-SSA1-1994, Bienes y servicios. Preparacion y dilucion de
muestras de alimentos para su andlisis microbioldgico.

Hongos y levaduras NOM-111-SSA1-1994, Bienes y servicios. Método para la cuenta
de mohos y levaduras en alimentos.

Coliformes totales NOM-113-SSA1-1994, Bienes y servicios. Método para la cuenta
de microorganismos coliformes totales en placa.

Mesofilos aerobios NOM-092-SSA1-1994, Bienes y servicios. Método para la cuenta
de bacterias aerobias en placa.

Actividad 1 Preparacidn de agar microbioldgico (ver anexo 2), en el cuadro 3.5 se muestran los
agares que se utilizaron para la determinacién de la carga microbiana.

Cuadro 3.5 Agar microbioldgico

Agar microbiolégico Cantidad
Papadextrosa 39.0 g — 1000ml
Rojo-violeta-bilis 42.5 g—1000ml
Cuenta estandar 23.5 g —1000ml

En la figura 3.5 se muestran los agares que se utilizaron en las pruebas microbioldgicas.

Figura 3.5 Tipos de agares
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Actividad 2 Disolucion del aderezo

Se preparo el area estéril, ver anexo 1.
Se colocaron en una gradilla 3 tubos de ensayo con tapdn estériles, donde se realizaron 3
disoluciones.

3. Acadatubo se le agregaron 9mL de agua salina.

4. En el primer tubo se colocd 1g de aderezo de aguacate, se tapd el tubo y se agito.

5. Del tubo de la mezcla 1 se tomé 1mL y se colocd en el tubo 2 y asi sucesivamente hasta
obtener las disoluciones que se requirieron, como se muestra en la figura 3.6.

Aderezo

de
aguacate

1/1 1/10 1/100 1/1000
Figura 3.6 Disolucion de la muestra

Actividad 3 Inoculacidn de aderezo

1. En una caja petri con medio de cultivo se agregaron 100pL de la disolucion 3 (1/1000) con
una micropipeta.
Se dispersd la disolucion en la caja petri con una varilla de vidrio.
Se voltearon las cajas y se colocaron en la incubadora a la temperatura adecuada,
dependiendo del microorganismo que se desed estudiar, en el cuadro 3.6 se presentan las
condiciones de incubacién para cada microorganismo.

Cuadro 3.6 Condiciones de incubacion

Microorganismo Condiciones
Mohos y levaduras 25°C+1°C—3 dias
Coliformes totales 35°C—24h -2 dias
Mesofilos aerobios 35°C—48h

4. Una vez transcurrido el tiempo establecido se contaron las colonias que se desarrollaron
en cada caja.

Se repitid el procedimiento de la actividad 1, 2 y 3 para determinar la carga microbiolégica en
cada una de las muestras tratadas térmicamente.
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3.3.2 Objetivo particular 2

3.3.2.1 Aplicacién de tratamiento térmico en un intercambiador de calor de superficie raspada
en aderezo de aguacate, empleando las condiciones establecidas

Material y equipo

e Intercambiador de superficie raspada
e Bomba peristaltica

e Aderezo de aguacate

e Frascos de vidrio estériles

Soluciones

e Agua potable
e Sanitizante pH 4

Procedimiento
Actividad 1 Preparacién de aderezo de aguacate

Se prepard 6000 mL de aderezo de aguacate en area estéril como se observa en la figura
3.7, se siguid el procedimiento y la formulaciéon de la actividad previa 1.

Figura 3.7 Preparacion de aderezo en drea estéril
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Actividad 2 Lavado del intercambiador de calor de superficie raspada (ISR)

1. Se desmontaron las piezas que se pudieron quitar del ISR y se lavaron con agua y jabdn. La
figura 3.8 muestra las aspas del intercambiador de superficie raspada.

Figura 3.8 Partes internas del ISR

2. Se armd el ISR, montando nuevamente las piezas que se quitaron en el paso 1. En la figura
3.9 se observa el tubo de enfriamiento del ISR.

'

Figura 3.9 Tubo de enfriamiento de ISR

3. Se hizo pasar agua limpia durante 5 minutos y se hicieron girar los cilindros de
calentamiento y enfriamiento a 50rpm.

Actividad 3 Sanitizacidn del ISR. Se hizo pasar el sanitizante durante 5 minutos y se hicieron girar
los cilindros de calentamiento y enfriamiento a 50rpm.

Actividad 4 Aplicacion de tratamiento térmico a aderezo de aguacate

La metodologia que se empled para la utilizacion del ISR es la propuesta por Zambrano, 2005.
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Procedimiento del manejo del ISR

1. Se conectd la bomba peristdltica al ISR.

Bomba peristaltica

Figura 3.10 Intercambiador de calor de Superficie Raspada

2. Se encendid el equipo y se mantuvo constante la presién de vapor a 0.3kg/cm’
(manométrica), en el cilindro de calentamiento y el flujo volumétrico del agua de
enfriamiento constante de 2.0l/min en el cilindro de enfriamiento. Se esperd a que se
estabilizaran las condiciones de proceso (temperatura de calentamiento y temperatura de
enfriamiento).

3. Se encendi6 el rotor del cilindro de calentamiento a 50rpm. Se encendié el rotor del
cilindro de enfriamiento a 50rpm.

4. Se colocaron bolsas estériles al final de la tuberia de salida, para que el producto tratado
térmicamente, no se contaminara a la salida del equipo.

5. En area estéril, se colocaron 9 frascos estériles, y se llenaron con aderezo pasteurizado y
se taparon, ya que estos sirvieron para evaluar la vida util del producto.

3.3.2.2 Determinacion de PPO en aderezo de aguacate tratado térmicamente

Para la determinacidn de la polifenol oxidasa se siguid la metodologia establecida en la
actividad 3.3.1.2.

3.3.2.3 Determinacion de la carga microbiana en aderezo de aguacate tratado térmicamente

Para la determinacidn de la polifenol oxidasa se siguid la metodologia establecida en la
actividad 3.3.13.
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3.3.3 Objetivo particular 3

Para determinar la vida atil del aderezo de aguacate tratado térmicamente en un
intercambiador de calor de superficie raspada, se realizaron pruebas semanalmente, a las mismas
condiciones, por un periodo de 9 semanas; mismas que se aplicaron a un aderezo sin tratamiento
térmico, esto con el fin de ser comparadas posteriormente entre ellas. Las siguientes pruebas se
aplicaron para los dos tipos de aderezos (con y sin tratamiento térmico):

e Determinacion de la polifenol oxidasa.
e Determinacion de la carga microbiana.
e Determinacion de propiedades fisicoquimicas.

3.3.3.1 Determinacion de la PPO en aderezo de aguacate con y sin tratamiento térmico

Se siguid el mismo procedimiento propuesto en la actividad 3.3.1.2, para la determinacién
de la PPO en el aderezo tratado térmicamente en el ISR y en aderezo de aguacate sin tratamiento
térmico.

Los datos obtenidos se registraron en una tabla como la siguiente, esto se llevé a cabo
semanalmente.

Cuadro 3.7 Registro de absorbancia

Absorbancia

Tiempo [s] Aderezo con tratamiento térmico Aderezo sin tratamiento térmico

0.0

0.15

0.30

0.45

1.0

1.15

1.30

1.45

2.0

2.15

2.30

2.45

3.0

3.15

3.40

3.45

4.0
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3.3.3.2 Determinacion de la carga microbiana en aderezo de aguacate con y sin tratamiento
térmico

Se siguié el mismo procedimiento propuesto en la actividad 3.3.1.3, para la determinacién
de la PPO en el aderezo tratado térmicamente en el ISR y en aderezo de aguacate sin tratamiento
térmico. Se registro el numero de colonias en una tabla como la que se muestra en el cuadro 3.8.

Cuadro 3.8 Registro de crecimiento de microorganismos

Hongosy Coliformes totales Mesofilos
levaduras aerobios

Aderezo con tratamiento térmico

Aderezo sin tratamiento térmico

3.3.3.3 Determinacion de propiedades fisicoquimicas en aderezo de aguacate con y sin
tratamiento térmico

e Determinacion de pH

Materiales y equipo
e Potenciometro VWR Scientific (modelo 8015)
e Aguadestilada
o BufferpH4ypH7

Métodos estadisticos aplicados
La medicidn se realizé por triplicado, los parametros estadisticos fueron los siguientes:
e Promedio
e Variacidn estandar
e Coeficiente de variacidn

Procedimiento

e Encendido del equipo

El equipo se enciende conectandolo a la fuente eléctrica. Posteriormente se esperan unos
segundos para que el potenciometro reconozca su configuracion e indique el pH de buffer en el
gue se encuentra introducido el electrodo.
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Figura 3.11 Potencidmetro VWR Scientific

e Calibracion del equipo
Prender el equipo.
Secar el electrodo.
Sumergir el electrodo en buffer a pH:4, esperar hasta que aparezca “4” y “redy”.
Oprimimos calibrar.

Sumergir el electrodo en buffer a pH:7, esperar hasta que aparezca “7” y “redy”.

Oprimimos calibrar.

N o vk wDNe

Enjuagar con agua destilada, secar.

e Toma de lectura
1. Se enjuagé el electrodo con agua destilada. Se secd.
2. Seintrodujo la mitad del electrodo en la muestra.
3. Seesperd a que en la pantalla apareciera el “ready”, una vez que aparecio el letrero se
tomo la lectura.
4. Se enjuagod bien el electrodo con agua destilada y se limpid, hasta quedar limpio.
5. Se apago el equipo.
6. Se registraron los datos en una tabla como la que a continuacidn se presenta:

Cuadro 3.9 Registro de pH

pH

Aderezo con tratamiento térmico
Aderezo sin tratamiento térmico
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e Determinacidn de estabilidad

Materiales y equipo
e Centrifuga clinica
e Tubos para centrifuga graduados
e Balanza granataria
e Espatula

Parametros constantes
e Velocidad: 2500 rpm
e Volumen de la muestra: 3mL
e Temperatura de la muestra: 23 — 25°C

Métodos estadisticos aplicados

Las mediciones se realizaron por triplicado, los pardmetros estadisticos fueron los siguientes:
e Promedio

e Variacidn estandar

e Coeficiente de variacidn

Procedimiento
e Muestreo

Se colocaron 3mL de muestra en cada tubo con ayuda de una espatula, se utilizd una
cantidad pequefia debido a que en 3mL se podia observar bien el comportamiento de las muestras
y de esta manera no se desperdiciaba muestra.

e Realizacién de la prueba

Se colocaron los tubos dentro de la centrifuga, se cerrd y se conectd a la fuente de
electricidad. Posteriormente se subié la velocidad hasta llegar a la nUmero 4 que corresponde a
2500rpm. Transcurridos 10 minutos se tomé la primera medicidn, por lo que se tuvo que apagar el
equipo para lo cual se siguieron los siguientes pasos:

e Se bajé la velocidad hasta llegar a “OFF”.
e Se esperd a que se detuviera la centrifuga (no se debe abrir si estan girando los tubos).
e Se abrid la tapay se sacaron los tubos para tomar su medicién.
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Figura 3.12 Centrifuga clinica

Se repitid la actividad dos veces mas para tener mediciones a los 10, 20 y 30 minutos y sus

valores se registraron en una tabla como la que se muestra a continuacion:

Cuadro 3.10 Registro de estabilidad

Fase acuosa
10 min 20 min 30 min

Aderezo con tratamiento térmico
Aderezo sin tratamiento térmico

Fase grasosa
10 min 20 min 30 min

Aderezo con tratamiento térmico
Aderezo sin tratamiento térmico

Determinacion de color

Materiales y equipo
e Colorimetro Minolta
e (Caja petri de vidrio
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Parametros estadisticos aplicados
Las mediciones se realizaron por triplicado, los pardmetros estadisticos fueron los siguientes:
e Promedio
e Variacion estandar
e Coeficiente de variacion

Procedimiento
e Colocacion de la muestra

1. Enuna caja petri de vidrio se colocé aderezo de aguacate hasta la mitad de la caja.

e  Realizacion de la prueba

En la figura 3.13 se muestra el colorimetro Minolta que se utilizé para la realizacion de las
pruebas de color.

Figura 3.13 Colorimetro Minolta

Se colocé el sensor sobre la caja petri con la muestra, de manera que el vidrio del sensor
guede sobre la superficie la muestra. Posteriormente se oprimié el botén superior para iniciar la
prueba, se retird el sensor y se tomd nota de los datos obtenidos y se registraron en una tabla
como la siguiente:

Cuadro 3.11 Registro pardmetros de color
L a b

Aderezo con tratamiento térmico
Aderezo sin tratamiento térmico
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4.1 Actividades preliminares

4.1.1 Formulacién de aderezo de aguacate

Como se menciond en la actividad previa 1, se elabord un aderezo de aguacate tradicional
para ajustar formulacidn y condiciones de proceso. El aderezo de aguacate tradicional presentd
sinéresis al poco tiempo de haberse elaborado, por lo cual se le realizd una prueba de estabilidad a
la muestra, demostrando que la separacidn de fases era muy grande.

Por lo que se decidié utilizar lecitina de soya, siendo un emulsionante natural, el cual
ayuda a la estabilidad del aderezo de aguacate, como ya se mencioné anteriormente en marco
tedrico.

4.1.2 Evaluacion sensorial

Como se mencioné en la actividad previa 2 se realizé un analisis sensorial descriptivo, con
la finalidad de seleccionar una de las tres formulaciones diferentes de aderezo de aguacate, los
resultados obtenidos en la prueba sensorial se muestran en el cuadro 4.1.

Cuadro 4.1 Porcentaje de aceptacion de aderezos de aguacate

% de aceptacion
Parametro a evaluar Agua Leche Vinagre
Débil Agra- | Fuerte | Débil Agra- | Fuerte | Débil Agra- | Fuerte
dable dable dable

Sabor de aguacate 445 | 333 | 22.2 | 66.6 0 33.4 0 88.8 | 11.2
Sabor acido 11.2 | 55.5 | 33.3 0 66.6 | 44.4 0 0 100
Sabor salado 77.7 | 22.3 0 77.8 | 22.2 0 66.6 | 33.4 0
Color del aderezo 0 55.5 | 44,5 | 100 0 0 77.7 | 22.3 0
Olor del aderezo 0 22.3 | 77.7 0 66.7 | 33.3 | 66.7 | 33.3 0
Textura del aderezo 223 | 77.7 0 11.2 | 444 | 444 | 445 | 33.3 | 22.2
éCual de las muestras 88.2 22.2 0
gusto mas?

Se observa que la formulacion de aderezo de aguacate elaborado con agua, presenté una
mayor aceptacion (88.2 %), en comparacion con las otras formulaciones (leche 22.2% y vinagre
0%), presentando éste aderezo los mejores parametros sensoriales, ya que en cuanto al sabor
acido, color y textura del aderezo, son agradables al gusto de los panelistas. Se decidié trabajar
con la formulacién elaborada con agua, para la realizacion del proyecto.

j
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4.2 Objetivos particulares

4.2.1 Objetivo particular 1

4.2.1.1 Condiciones de tratamiento térmico para la inactivacidon de la PPO y eliminacion de la
carga microbiana en aderezo de aguacate

Una vez establecida la formulacion de aderezo de aguacate que tuvo una mayor
aceptacion, fue con la que se trabajoé para la aplicacién del tratamiento térmico. Con la finalidad
de obtener una temperatura y un tiempo de calentamiento para inactivacién de la polifenol
oxidasa en aderezo de aguacate, se evaluaron diferentes tiempos y temperaturas de
calentamiento basado en estudios realizados con anterioridad para establecer los niveles de
variacion (Ortizy col, 2003; Gasull y col, 2006; Covarrubias, 1984).

AWM Aderezo de aguacate | Adert:zo ‘fle aglgs
.M con tratamiento térmico ' con tratamiento teérmico
- — -

T ssc T: 65°C
t:10 min t: 23 min.

Aderezo de aguacate
con tratamiento térmico

Aderezo de aguacate
sin tratamiento térmico

Figura 4.1 A: Aderezo de aguacate con tratamiento térmico a 65°C. B: Aderezo de aguacate con tratamiento
térmico a 75°C. C: Aderezo de aguacate con tratamiento térmico a 85°C. D: Aderezo de aguacate control.
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En la figura 4.1 se muestran los diferentes aderezos de aguacate tratados térmicamente a
diferentes condiciones, y como se observa en comparacion con el aderezo que no presentd
tratamiento térmico (control), no hay una diferencia visual en cuanto al color, por lo cual el
tratamiento térmico no afectd el color del aderezo de aguacate, siendo un parametro sensorial
importante para la calidad del producto.

4.2.1.2 Polifenol oxidasa en aderezo de aguacate tratado térmicamente

Para establecer las condiciones a las que se inactivd la enzima, se determind la actividad
de la PPO mediante la medicion de la absorbancia en un Espectrofotémetro Baush and Lomb, en
aderezo de aguacate tratado térmicamente a diferentes condiciones (Cruz, 1998. Gdmez, 2001).

Cuadro 4.2 Resultados de absorbancia en aderezo de aguacate a diferentes condiciones de
tratamiento térmico

Absorbancia en aderezo de aguacate a 410nm

Tratamiento térmico a Tratamiento térmico a Tratamiento térmico a
Tiempo 65°C 75°C 85°C Control
[s] 10 min | 13 min | 15min | 10 min | 13 min | 15min | 10 min | 13 min | 15 min
0.00 0.020 0.020 0.020 0.020 0.020 0.020 0.020 0.020 0.020 0.020
0.15 0.020 0.028 0.020 0.020 0.020 0.020 0.020 0.020 0.020 0.025
0.30 0.022 0.030 0.024 0.021 0.020 0.020 0.020 0.020 0.020 0.030
0.45 0.025 0.030 0.025 0.022 0.020 0.020 0.020 0.020 0.020 0.035
1.00 0.025 0.030 0.027 0.022 0.020 0.020 0.020 0.020 0.020 0.040
1.15 0.027 0.035 0.027 0.022 0.020 0.020 0.020 0.020 0.020 0.045
1.30 0.030 0.035 0.030 0.025 0.020 0.020 0.020 0.020 0.020 0.050
1.45 0.032 0.040 0.030 0.025 0.020 0.020 0.020 0.020 0.020 0.055
2.00 0.035 0.040 0.030 0.027 0.020 0.020 0.020 0.020 0.020 0.060
2.15 0.040 0.040 0.030 0.027 0.020 0.020 0.020 0.020 0.020 0.065
2.30 0.045 0.040 0.030 0.028 0.020 0.020 0.020 0.020 0.020 0.066
2.45 0.050 0.040 0.032 0.030 0.020 0.020 0.020 0.020 0.020 0.070
3.00 0.050 0.040 0.032 0.030 0.020 0.020 0.020 0.020 0.020 0.080
3.15 0.050 0.040 0.032 0.030 0.020 0.020 0.020 0.020 0.020 0.085
3.30 0.050 0.040 0.032 0.030 0.020 0.020 0.020 0.020 0.020 0.090
4.00 0.050 0.040 0.032 0.030 0.020 0.020 0.020 0.020 0.020 0.090

@
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Los resultados se presentan en el cuadro 4.2, donde se encuentra la absorbancia para

cada una de los aderezos de aguacate tratados térmicamente bajo diferentes condiciones, asi
como el control (aderezo de aguacate sin tratamiento térmico). Los datos presentados de
absorbancia, son el resultado del promedio de tres valores tomados durante la experimentacion,
siendo confiables los datos ya que le coeficiente de variacion no fue mayor al 10%.

La absorbancia para la muestras tratadas térmicamente a 65°C en diferentes tiempos, se
observa que la absorbancia aumentd conforme pasd el tiempo de manera lenta en comparacién
con el aderezo que no presentd tratamiento (control), donde la absorbancia aumenté de una
manera mayor conforme pasd el tiempo, esto debido a que la enzima polifenol oxidasa no fue
inactivada.

En el aderezo de aguacate tratado térmicamente a 75°C por 10min se notd que existe una
disminucion la absorbancia a comparacién del aderezo tratado a 65°C en los diferentes tiempos.
Para los aderezos tratados a 75°C a 13 y 15min la absorbancia no presentd ningln aumento, al
igual que el aderezo tratado a 85°C en sus tres diferentes tiempos, debido a que en estas
condiciones la enzima polifenol oxidasa se inactivd, donde se presentd un valor de absorbancia de
0.02 para éstas condiciones.

Aderezo de aguacate con tratamiento térmico
0.1
0.09
0.08 € 65°C - 10min.
0.07 W 65°C - 13min.
A 65°C - 15min.
-8 0.06
5 X 75°C - 10min.
£ 0.05 L 2 L o o g L 2
§ TS X 75°C - 13min.
< 0. BEas-—aan )
oo [ N | " ¢ = ® 75°C - 15min.
N
003 il ; % ‘>< xx A AR RRR 4 85°C - 10min
0.02 "_,.‘._*_x i WX M M X o o )
. [Wan | T ey UK UK K UK UK UK UK UK X UK K bt 85 C - 13m|n_
0.01 85°C - 15min.
0 Control
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5
Tiempo [s]

Figura 4.2 Cinética de reaccion del extracto enzimdtico del aderezo de aguacate tratado
térmicamente a diferentes condiciones de tratamiento térmico
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En la figura 4.2 se observa la cinética de reaccidon de los extractos enzimaticos de aderezos
de aguacate tratados térmicamente a diferentes condiciones de tratamiento, en comparacién con
un control, donde los aderezo tratados con las condiciones mas bajas (a 65°C en tres tiempos
diferentes y a 75°C a 10 min), presentaron una cinética de reaccién menor que el control,
existiendo una relacidn inversamente proporcional, al aumentar el tiempo de tratamiento,
disminuyd a cinética de reaccidn del extracto enzimatico conforme aumentd las condiciones de
tratamiento. A diferencia de los aderezos tratados con las condiciones mas altas (75°C a 13 y
15min; 85°C a 10, 13 y 15 min), presentaron una inactivacion de la enzima PPO en el aderezo de
aguacate, esto muestra que el tratamiento térmico inactivd la PPO, presentando una cinética de
reaccién nula.

Posteriormente se obtuvieron las pendientes de la figura 4.2, ya que estas indicaron la
velocidad con la actia la PPO en el aderezo de aguacate expresada en absorbancia contra tiempo
(Mufioz y col, 2007).

Cuadro 4.3 Velocidad de reaccion de los aderezos tratados térmicamente

Temperatura Tiempo de tratamiento térmico
[°Cl 10 min 13 min 15 min
65 0.273 0.129 0.113
75 0.117 0 0
85 0 0 0
Control 0.362

En el cuadro 4.3 se muestran las pendientes de la cinética enzimdtica de los aderezos de
aguacate, se observa que conforme aumentd el tratamiento térmico, disminuyd la velocidad de
reaccién de la PPO, ya que el aderezo control presentd una velocidad de reaccién de 0.362 y un
aderezo tratado a 65°C por 10min presenté una velocidad de 0.273, siendo menor la velocidad del
aderezo tratado térmicamente. Aunque disminuyé la velocidad de la actividad de la enzima, siguio
presente. Al llegar a 75°C a 13 min, la enzima quedd inactivada, ya que presentd una velocidad de
reaccién de 0, siendo ésta nula en comparacion del aderezo control de 0.362, sucediendo lo
mismo para las demas condiciones de tratamiento térmico, donde la velocidad de reaccién es de
0.

Se obtuvieron los porcentajes de inhibicion de la PPO con las pendientes de los aderezos
de aguacate a diferentes condiciones de tratamiento térmico, aplicando la siguiente ecuacién
(Mufioz y col, 2007):

% inh = (1— 2% (100) Ec. (1)
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mx= Pendiente de la recta trazada para cada aderezo tratado térmicamente a diferentes
condiciones
mb=Pendiente de la recta trazada para el aderezo control

Cuadro 4.4 Porcentaje de inhibicion de los aderezos tratados térmicamente

Temperatura Tiempo de tratamiento térmico
[°cl 10 min 13 min 15 min
65 24.58 % 64.36 % 68.78 %
75 67.67 % 100 % 100 %
85 100 % 100 % 100 %

En el cuadro 4.4 se muestra el porcentaje de inactivacion del enzima PPO en los aderezos
de aguacate, se observa que conforme aumentaron las condiciones de tratamiento térmico
aumenté el porcentaje de inactivacion. Es importante referir que el aderezo de aguacate tratado a
75°C por 13 y 15 min, al igual que los tratados a 85°C en los tres tiempos diferentes de
tratamiento, presentaron un porcentaje de inhibicidn del 100%, por lo tanto a éstas condiciones la
enzima polifenol oxidasa quedd inactivada.

Se decidid trabajar a 75°C por 13min posteriormente, a éstas condiciones de tratamiento térmico
la enzima PPO quedé inactivada, teniendo un porcentaje de inhibicién del 100%, no siendo un
tiempo muy largo de exposicién a la temperatura, los ingredientes se verian menos afectados.

4.2.1.3 Carga microbiana en aderezo de aguacate tratado térmicamente
Otro parametro que sirvid para establecer las condiciones de tratamiento térmico, fue la
determinacién de la carga microbiana en los aderezos de aguacate tratados térmicamente a
diferentes condiciones. En el cuadro 4.5 se muestran los resultados de la cuenta en placa de
hongos y levaduras, coliformes totales y mesofilos aerobios, para los aderezos tratados a
diferentes condiciones.

Cuadro 4.5 Carga microbiana en aderezo de aguacate a diferentes condiciones de tratamiento

térmico
Hongos y levaduras Coliformes totales Mesofilos aerobios
Temperatura 10 13min 15 10 13min 15 10 13min 15
[°C] min min min min min min
65 - - - - - - - - -
75 - - - - - - - - -
85 - - - - - - - - -

Donde ( - ), significa que no hubo carga microbiana
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Coliformes Totales
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T: 65°C T: 65°C
t: a3 min. t: a5 min.

Hongos y levaduras

Figura 4.3 Determinacion de la carga microbiana para los aderezos de aguacate tratados a

diferentes temperaturas

En la figura 4.3 se muestran las fotos de la determinacién de la carga de hongos y

levaduras, coliformes totales y mesofilos aerobios, para los diferentes tratamientos térmicos,

donde se observa que no hay presencia de colonias en ninguna de los casos.
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Con los resultados obtenidos se decidié trabajar a una temperatura de 75°C a un tiempo
de calentamiento de 13min, dichas condiciones se establecieron ya que en la determinacién de la
actividad de la PPO, se presentd una cinética de reaccién de la enzima nula y no se presenté
actividad microbiana.

4.2.2 Objetivo particular 2

Aplicacién de tratamiento térmico en un intercambiador de calor de superficie raspada en
aderezo de aguacate, empleando las condiciones establecidas

Se aplicd un tratamiento térmico a un volumen de 6000mL aderezo de aguacate
en un ISR, empleando las condiciones establecidas (temperatura de calentamiento de 75°C por
13min), para su evaluacién de vida util.

4.2.2.1 PPO en aderezo de aguacate tratado térmicamente en un ISR

Aplicado el tratamiento térmico en el ISR, se determind la actividad de la polifenol oxidasa,
con el fin de corroborar la inactivacion de la enzima. Se determind ésta actividad durante 4
minutos después de haber salido del intercambiador.

En el cuadro 4.6 se observa la absorbancia para los aderezos de aguacate tratados
térmicamente tanto en el laboratorio como en el ISR, indicando |a absorbancia en cada uno de los
casos, los cuales muestran una cinética de reaccién nula, ya que no existe variacion en la
absorbancia, permaneciendo constante el valor inicial.

Cuadro 4.6 Resultados de absorbancia en aderezos de aguacate

Tiempo (seg) Condiciones de tratamiento térmico
ISR Laboratorio
0.00 0.025 0.020
15 0.025 0.020
30 0.025 0.020
45 0.025 0.020
60 0.025 0.020
1.15 0.025 0.020
1.30 0.025 0.020
1.45 0.025 0.020
2.00 0.025 0.020
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2.15 0.025 0.020
2.30 0.025 0.020
2.45 0.025 0.020
3.00 0.025 0.020
3.15 0.025 0.020
3.30 0.025 0.020
4.00 0.025 0.020

4.2.2.2 Carga microbiana en aderezo de aguacate tratado térmicamente en un ISR

Cuadro 4.7 Carga microbiana en aderezos de aguacate

{&

Condiciones de
tratamiento
térmico

Hongos y levaduras

Coliformes totales

Mesofilos aerobios

ISR

Laboratorio

Donde ( - ), significa que no hubo carga microbiana

En el cuadro 4.7 se muestran los resultados obtenidos de la determinacién de la carga

microbiana de los aderezos de aguacate, donde se puede observar que no se presenté actividad

para el aderezo tratado térmicamente en el ISR, con dichos resultados se corrobora que si se

aplican las mismas condiciones de tratamiento (temperatura de calentamiento de 75°C durante

13min), sin importar el equipo o lugar en el que se realicen, se obtendra una actividad nula para el

producto.

4.2.3 Objetivo particular 3

4.2.3.1 PPO en aderezo de aguacate con y sin tratamiento térmico en la evaluacion de vida util
del producto

Se determind la vida util por un periodo de 9 semanas, en un aderezo de aguacate con

tratamiento térmico y un aderezo sin tratamiento, con la finalidad de hacer una comparacién

entre ambos. La evaluacién se realizé semanalmente bajo las mismas condiciones. Los aderezos

gue se utilizaron con y sin tratamiento térmico fueron almacenados en refrigeracién hasta su

evaluacion.
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en las 9 semanas de

Cuadro 4.8 Resultados de absorbancia en aderezo de aguacate con tratamiento térmico en

Tiempo Semanas de almacenamiento

[s] 1 2 3 4 5 6 7 8 9

0.00 0.020 0.025 0.025 0.020 0.020 0.023 0.025 0.020 0.020
0.15 0.020 0.025 0.025 0.020 0.020 0.023 0.025 0.020 0.020
0.30 0.023 0.025 0.025 0.020 0.020 0.023 0.025 0.020 0.020
0.45 0.023 0.025 0.026 0.020 0.022 0.025 0.025 0.020 0.020
1.00 0.023 0.025 0.026 0.025 0.022 0.025 0.028 0.021 0.021
1.15 0.025 0.025 0.026 0.025 0.025 0.025 0.028 0.022 0.022
1.30 0.025 0.025 0.028 0.030 0.025 0.026 0.030 0.023 0.023
1.45 0.026 0.026 0.028 0.030 0.025 0.028 0.030 0.025 0.023
2.00 0.028 0.028 0.030 0.030 0.027 0.028 0.030 0.025 0.024
2.15 0.030 0.028 0.030 0.030 0.027 0.028 0.030 0.025 0.025
2.30 0.030 0.028 0.030 0.030 0.030 0.028 0.030 0.026 0.026
2.45 0.030 0.028 0.030 0.030 0.030 0.028 0.030 0.027 0.027
3.00 0.030 0.030 0.030 0.030 0.030 0.030 0.030 0.027 0.030
3.15 0.031 0.030 0.030 0.030 0.030 0.030 0.030 0.030 0.030
3.30 0.031 0.030 0.030 0.030 0.030 0.030 0.030 0.030 0.030
4.00 0.031 0.030 0.030 0.030 0.030 0.030 0.030 0.030 0.030

En el cuadro 4.8 se observa que el aderezo tratado térmicamente presentd una variacién de

absorbancia muy pequefia en sus 9 semanas de almacenamiento, ya que en 4min de medicién

aumenté 0.01, teniendo el mismo comportamiento en cada una de las semanas, desde la semana

1 hasta la semana 9. Por lo tanto el tratamiento térmico inactivo la enzima polifenol oxidasa, ya

gue con los resultados de absorbancia se demuestra que no existié actividad de ésta.

En el cuadro 4.9 se encuentran los resultados de absorbancia, del aderezo de aguacate sin

tratamiento térmico, en su evaluacidon de actividad de la polifenol oxidasa en un periodo de 9

semanas.
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Cuadro 4.9 Resultados de absorbancia en aderezo de aguacate sin tratamiento térmico (control)

en la evaluacion de vida util del producto

{&

Tiempo Semanas de almacenamiento

[s] 1 2 3 4 5 6 7 8 9

0.00 0.020 0.020 0.021 0.025 0.020 0.023 0.020 0.023 0.020
0.15 0.033 0.031 0.031 0.027 0.025 0.028 0.036 0.033 0.030
0.30 0.043 0.040 0.040 0.027 0.030 0.036 0.046 0.045 0.035
0.45 0.046 0.048 0.043 0.030 0.037 0.044 0.056 0.054 0.041
1.00 0.051 0.051 0.045 0.030 0.040 0.045 0.065 0.060 0.045
1.15 0.056 0.053 0.047 0.035 0.050 0.050 0.066 0.065 0.050
1.30 0.060 0.055 0.049 0.037 0.055 0.055 0.068 0.068 0.053
1.45 0.063 0.058 0.050 0.045 0.060 0.060 0.074 0.070 0.057
2.00 0.063 0.058 0.055 0.050 0.062 0.062 0.073 0.071 0.060
2.15 0.066 0.059 0.060 0.055 0.062 0.064 0.076 0.073 0.061
2.30 0.068 0.063 0.065 0.057 0.065 0.065 0.078 0.075 0.063
2.45 0.070 0.065 0.067 0.060 0.065 0.066 0.078 0.078 0.064
3.00 0.070 0.070 0.070 0.067 0.070 0.068 0.080 0.080 0.065
3.15 0.070 0.070 0.070 0.070 0.070 0.070 0.080 0.080 0.068
3.30 0.070 0.070 0.072 0.075 0.070 0.070 0.080 0.080 0.070
4.00 0.070 0.070 0.072 0.075 0.070 0.070 0.080 0.080 0.080

Como se observa en el cuadro 4.9 el aderezo control, de la semana 1 a la semana 6,
presenté un aumento de absorbancia de 0.05, también se observa que de la semana 7 a la semana
8, hubo un aumento de absorbancia de 0.06, lo que indicé que conforme aumento el tiempo de
almacenamiento, aumentd la actividad de la PPO, teniendo una tendencia a alterarse el producto,
por el contrario el aderezo tratado térmicamente presento un aumento de absorbancia de 0.01 en
sus nueve semanas de almacenamiento, alargando la vida util de producto.

En la figura 4.4 se muestra la cinética enzimatica de los aderezos de aguacate con y sin
tratamiento térmico en la evaluacidon de vida util del producto, se observa la diferencia entre
ambos aderezos, ya que el aderezo con tratamiento térmico, presenté una cinética de reaccion
menor que el aderezo que no presentd tratamiento térmico, ya que su actividad aumenté solo
0.01 a lo largo de la prueba, se presentd el mismo comportamiento durante las 9 semanas de
almacenamiento. En el aderezo control (sin tratamiento térmico) se observa que durante las
primeras 6 semanas de almacenamiento presentd un mismo comportamiento, pero de la semana
7 ala 9, hubo un incremento en la actividad, lo cual indicé que la cinética de reaccién de la enzima
en el aderezo control, aumenté conforme el tiempo de almacenamiento.
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Figura 4.4 Cinética de reaccion del extracto enzimdtico de los aderezos de aguacate con y sin tratamiento térmico en su evaluacion de vida util del

producto
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Por lo tanto es notoria que el aderezo con tratamiento térmico presentd una cinética de
reaccion casi nula en comparacién con el aderezo control.

Se obtuvieron las pendientes de la regresién lineal para cada uno de los tratamientos (ver
figura 4.4), estas indicaron la velocidad con la que actia la PPO en el aderezo de aguacate
durante las 9 semanas de almacenamiento, (Mufioz y col, 2007).

Cuadro 4.10 Velocidad de reaccion de los aderezos con y sin tratamiento térmico

Semanas de Aderezo con Aderezo sin
almacenamiento | tratamiento térmico | tratamiento térmico
1 0.003 0.222
2 0.002 0.226
3 0.003 0.246
4 0.003 0.236
5 0.003 0.289
6 0.003 0.241
7 0.003 0.231
8 0.003 0.232
9 0.003 0.264

Como se observa en el cuadro 4.10 la velocidad de reaccién del aderezo de aguacate
tratado térmicamente es baja de 0.003, en comparacién con el aderezo control, ya que presenté
una velocidad de reaccidn mayor de 0.250 en promedio. Lo que nos indicd que el tratamiento
térmico fue lo suficientemente apropiado para la disminucidn de la actividad enzimdtica de la
polifenol oxidasa.

4.2.3.2 Carga microbiana en aderezo de aguacate con y sin tratamiento térmico en la evaluacién
de vida util del producto

Cuadro 4.11 Resultados de la actividad microbiana en los aderezos de aguacate en la evaluacion de
vida util del producto

Aderezo de aguacate con tratamiento térmico

Semanas de almacenamiento
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Hongos y levaduras - = - = = . - - _
Coliformes totales - - - - - - - - _
Mesofilos aerobios - - = = = . - _ _
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Aderezo de aguacate sin tratamiento térmico

Hongos y levaduras - - - - = - - - -

Coliformes totales - - - - - - - - i

Mesofilos aerobios - - - = = - - - ]
Donde ( - ), significa que no hubo carga microbiana

En el cuadro 4.11 se muestran los resultados de la carga microbiana en los aderezos de
aguacate (con y sin tratamiento térmico) durante la evaluacion de vida util del producto, donde se
observa que no se presentd actividad en ninguno de los aderezos. En el caso del aderezo control
(sin tratamiento térmico), no presentd carga microbiana, debido a que la elaboracién del aderezo
se realizd bajo un estricto control sanitario, ya que se realizé en area estéril y todo el equipo que
se utilizd para su elaboracién y almacenamiento fue esterilizado previamente hasta su uso. Los
ingredientes fueron desinfectados antes de su uso. Al no existir carga microbiana en este aderezo
se corrobora la calidad sanitaria con la que se trabajo durante la experimentacion.

4.2.3.3 Propiedades fisicoquimicas del aderezo de aguacate con y sin tratamiento térmico en la
evaluacion de vida util del producto
e Resultados de pH
Cuadro 4.12 Resultados de pH de los aderezos con y sin tratamiento térmico

pH de aderezos de aguacate
Semanas de Aderezo con Aderezo sin
almacenamiento | tratamiento térmico tratamiento térmico

0 4.07 3.9

1 4.05 3.98
2 4.01 4.01
3 4.01 4.01
4 4.01 4.01
5 4.01 4.01
6 4.01 4.01
7 4.01 4.01
8 4.01 4.01
9 4.01 4.01

Se determiné el pH del aderezo de aguacate con el objetivo de observar si se presentd
algin cambio en éste, en los aderezos de estudio (con y sin tratamiento térmico). En el cuadro
4.12 se muestra el pH del aderezo de aguacate con y sin tratamiento térmico, se observa que
ambos aderezos presentaron el mismo pH de 4.01 a partir de la semana 3, manteniendo su valor
constante durante las 9 semanas de almacenamiento. Favoreciendo su pH a la inactividad
microbiana, ya que a pH acidos su actividad disminuye, por lo tanto ayudod al alargamiento de la
vida util del producto.

E
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Ambos aderezos cumplieron con lo establecido en la norma NMX-F-341-S-1979 “Aderezo
con mayonesa”, la cual se establecid como referencia, ya que no existe una norma especifica para
aderezos de aguacate. La norma establece que los aderezos deben de tener un pH acido de 3.2 a
4.0, lo cual indicé que los aderezos de aguacate presentaron un valor constante de 4.01
cumpliendo con la norma mexicana.

e Resultados de estabilidad

La prueba de estabilidad se realizd en una centrifuga clinica a una velocidad de 2500rpm,
durante un tiempo de prueba de 30min, tomandose lectura cada 10min, las condiciones de la
prueba fueron constantes para cada aderezo, durante la evaluacién de vida util del producto. La
medicidn se llevd a cabo en tubos para centrifuga clinica, estos estan grabados en escala de
mililitros.

Cuadro 4.13 Resultados de estabilidad del aderezo tratado térmicamente

Tiempo Semanas de almacenamiento
mn] [ o | 2 | 2 | 3 | a | 5 | 6 | 7 | 8 | o

% de separacion de agua

10 33.33 | 33.33 | 33.33 | 33.33 30 26.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66
20 33.33 | 33.33 | 33.33 | 33.33 | 33.33 | 33.33 | 26.66 20 16.66 | 16.66
30 33.33 | 33.33 | 33.33 | 33.33 | 33.33 | 33.33 | 26.66 | 26.66 | 16.66 | 16.66
% de separacion de aceite
10 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66
20 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66
30 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66

En el cuadro 4.13 se muestran los resultados de la prueba de estabilidad para el aderezo
de aguacate con tratamiento térmico, se observa que el porcentaje de separacion de agua de la
semana 0 a la 3 fue constante del 33.33%, pero a partir de la semana 4 se presentaron cambios
favorables, ya que el porcentaje de separacién de agua fue disminuyendo hasta la semana 6
llegando a un 16.66%, durante los 30min de la prueba.

El porcentaje de separacidn de aceite se mantuvo constante durante las 9 semanas de
almacenamiento, no presentando variacion desde los primeros 10min de iniciacion de la prueba
hasta los 30min finales.
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En el cuadro 4.14 se presentan los resultados de la prueba de estabilidad del aderezo de
aguacate control (sin tratamiento térmico), durante las 9 semanas de evaluacion de vida util del
producto.

Cuadro 4.14 Resultados de estabilidad del aderezo sin tratamiento térmico

{&

Tiempo Semanas de almacenamiento

[min] 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

% de separacion de agua

10 33.33 | 33.33 | 33.33 | 33.33 | 33.33 | 33.33 | 33.33 | 33.33 | 33.33 | 33.33

20 50 50 50 50 60 60 60 60 60 60

30 50 50 50 50 60 60 60 60 60 60

% de separacion de aceite

10 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66

20 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66

30 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66 | 16.66

Como se observa en el cuadro 4.14 el porcentaje de separacién de agua fue de 33.33% en
los primeros 10min de la prueba durante las 9 semanas de almacenamiento, al aumentar el
tiempo de centrifugacidén, aumento el porcentaje de separacién de agua.

Se observa que de la semana 0 a la semana 3 el porcentaje de separacion al finalizar la
prueba fue del 50%, y de la semana 4 en adelante aumento a un 60% de separacion,
manteniéndose constante durante las 9 semanas de evaluacién.

En cuanto al porcentaje de separacion de aceite, al igual que el aderezo con tratamiento
térmico, se mantuvo constante durante el tiempo de evaluacion de vida util del producto,
presenté el 16.66% de separacion de aceite desde el inicio de la prueba hasta el final,
manteniéndose constante.

El aderezo de aguacate con tratamiento térmico, presenté una mayor estabilidad del
producto en comparacion con el aderezo de aguacate control. Esto se puede apreciar en las

siguientes fotos, siendo muy notoria la separacién de la fase acuosa del aderezo control.

En la figura 4.5 se observa como la separacién de fases (aceite y agua) en la prueba de
estabilidad de los aderezos de aguacate, con y sin tratamiento térmico.
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Figura 4.5 A: comparacion de los aderezos de aguacate en prueba de estabilidad. B: aderezo de

aguacate con tratamiento térmico. C: aderezo de aguacate control.

e Resultados de color

Se puede definir el color en el sentido fisico como la distribuciéon de energia de una luz
reflejada o transmitida por un alimento en particular (Alvarado y col, 2001).

El analisis de color en el aderezo de aguacate con tratamiento térmico y sin tratamiento
térmico estuvo basado en el Sistema Hunter el cual se desarrolla a partir de la teoria de Hering de
los colores opuestos, donde se definen tres coordenadas de claridad (L) y cromaticidad (a) que
cuando corresponde al componente rojo-verde para valores positivo y negativo respectivamente y
(b) para el componente amarillo/azul, de igual manera para valores positivos y negativos. La
saturacion esta dada por la separacién al centro del sistema tridimensional, como se muestra en la
figura 4.6 (Alvarado y col, 2001).
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Figura 4.6 Sdlido de cc 0-negro iter (Alvarado y col, 2001)

En la figura 4.7 se muestra la configuraciéon especial CIELAB, la cual muestra la
interrelacion entre las variables L, a, b.

L 100 =Blanco

L 0=Negro

Figura 4.7 Configuracion espacial CIELAB, la cual muestra la interrelacion entre las variables L, a, b
(Alvarado y col, 2001)
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Cuadro 4.15 Pardmetros de color de los aderezos con tratamiento térmico

Semanas de L a b a/b
almacenamiento
0 64.750 -5.326 35.020 -0.152
1 64.750 -5.236 34.753 -0.150
2 63.420 -4.630 30.923 -0.149
3 62.670 -4.576 30.650 -0.149
4 61.950 -4.523 30.470 -0.148
5 60.186 -4.413 29.983 -0.147
6 59.910 -4.326 29.640 -0.145
7 58.893 -4.293 29.626 -0.144
8 58.806 -4.130 28.910 -0.142
9 57.983 -4.060 28.510 -0.142

En el cuadro 4.15 se muestran los resultados de la prueba de color, se observa que al
aumentar el tiempo de almacenamiento del aderezo de aguacate con tratamiento térmico
disminuyé el valor de claridad (L), y el valor de b, el cual indica rojo-verde, aumentando la
cromaticidad (a).

Con los valores de a y b, se obtuvo el valor de a/b, valor que indicé el pardeamiento
enzimatico en el aderezo de aguacate con tratamiento térmico. Como se observa en el cuadro
4.16 el valor de a/b presentd un comportamiento directamente proporcional, ya que aumentd en
relacion al tiempo, lo que indicd que se presentdé una degradacion del color, debido al
pardeamiento enzimatico.

Cuadro 4.16 Pardmetros de color de los aderezos sin tratamiento térmico

Semanas de L a b a/b
almacenamiento
0 68.976 -5.986 36.500 -0.164
1 68.976 -5.880 36.423 -0.161
2 68.426 -5.426 36.233 -0.149
3 67.926 -5.200 35.986 -0.144
4 64.750 -4.960 35.490 -0.139
5 68.660 -4.820 35.280 -0.136
6 65.873 -4.690 34.980 -0.134
7 64.290 -4.566 34.870 -0.130
8 64.910 -4.423 34.023 -0.130
9 63.760 -4.260 33.180 -0.128
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En el cuadro 4.16 se presentan los resultados de la prueba de color para el aderezo de aguacate
control, donde se observa que presentd el mismo comportamiento que el aderezo con
tratamiento térmico, ya que el valor de L y b, disminuyen, y el valor de a, aumentd conforme el
tiempo de almacenamiento. Observandose en la relacién a/b, que aumentd, lo que indica que el
pardeamiento enzimatico del aderezo de aguacate control aumento conforme el periodo de
evaluacién de vida util del producto.

En la figura 4.7 se observa la comparacidon de los aderezos de aguacate (con y sin
tratamiento térmico), donde se presentd el comportamiento del pardeamiento enzimatico en
relacion al tiempo de evaluacidn de vida util del producto.

Color en aderezo de aguacate
-0.1
2 4 6 8 10

-0.11

-0.12

. @ Aderezo con tratamiento
2 0.13 [ | ._._._ térmico
= [ |
® 014 =

. - N * ¢ ¢ B Aderezo sin tratamiento

R térmico

0.15 0—0—.—04

016 —m

-0.17 T

Semanas de almacenamiento

Figura 4.8 Pardeamiento enzimdtico de los aderezos de aguacate durante su evaluacion de vida
util del producto

En la figura 4.8 se observa que el aderezo de aguacate sin tratamiento térmico presento
un pardeamiento enzimatico (a/b) mayor que el aderezo de aguacate con tratamiento, lo que
indica que al disminuir la actividad enzimatica de la PPO por medio de un tratamiento térmico,
disminuyd la degradacién del color durante las semanas de almacenamiento.

La pendiente (velocidad de degradacion del color) para el aderezo de aguacate con
tratamiento térmico es de 0.001, y para el aderezo de aguacate control es de 0.004. Valores que
indican que el aderezo control presenta mayor pardeamiento enzimatico, viéndose reflejado en
una mayor degradacion del color.
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Las diferentes condiciones de tratamiento térmico aplicado a un aderezo de aguacate,
presentaron una disminucion de la actividad de la PPO (65°C a 10, 13 y 15min, y a 75°C a 10min), y
se muestra que al aumentar la temperatura y disminuir el tiempo de calentamiento, disminuye la
actividad de la polifenol oxidasa.

En el caso de los aderezos de aguacate tratados térmicamente a 75°C por 13 y 15min, y
85°C en sus tres tiempos diferentes (10, 13 y 15min), presentan una actividad de la enzima y carga
microbiana nula.

De las condiciones de tratamiento térmico propuestos, se escogié una temperatura de
calentamiento de 73°C en un tiempo de residencia de 13min, ya que las pruebas in vitro,
realizadas en el laboratorio, demostraron que a estas condiciones la velocidad de reaccién de la
enzima es nula, obteniendo un 100% de inactivacion.

Se demostré que la cinética de reaccion del extracto enzimatico de los aderezos de
aguacate tratados térmicamente en diferentes lugares (laboratorio e intercambiador de calor de
superficie raspada), aplicando las mismas condiciones, presentan el mismo comportamiento, ya
gue en ambos casos la cinética de reaccién es nula, obteniendo un 100% de inactivacion de la PPO.

Los resultados de la evaluacion de la vida util del producto demostraron que la actividad
enzimatica del aderezo tratado térmicamente fue menor, en comparacion con el aderezo que no
presento tratamiento, ya que en éste la actividad de la enzima presenta un comportamiento
directamente proporcional con el tiempo de almacenamiento, ya que conforme aumentd el
tiempo de almacenamiento, aumentd también la actividad de la polifenol oxidasa.

El analisis microbiolégico demostré que en ambos aderezos no se presentd carga
microbiana. Con lo que se corrobora que el trabajo se realizé con calidad sanitaria.

La evaluacién de pH indica que ambos aderezos (con y sin tratamiento térmico), no varia
en cuanto aumenta el tiempo de almacenamiento, ya que ambos aderezos presentaron un pH de
4.0, cumpliendo con lo establecido en la normatividad (NMX-F-341-S-1979).

El aderezo tratado térmicamente presenté una mayor estabilidad, ya que el porcentaje de
separacion de agua fue menor en comparacion con el aderezo control.
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Conclusiones

En la determinacién de color, los resultados indican que el aderezo que presentd
tratamiento térmico tuvo un menor pardeamiento en comparacién con el aderezo que no tuvo
tratamiento.

Referente a los resultados obtenidos, el tratamiento térmico beneficia el alargamiento de
vida util de aderezo de aguacate, ya que al quedar inactivada la enzima polifenol oxidasa, con ello
no hay reacciones enzimaticas que conlleven a la degradacién del producto, manteniendo una
apariencia agradable y sus propiedades fisicas no se ven afectadas durante las 9 semanas de
evaluacién. El aderezo control presentd a partir de la semana 4 un aumento en la degradacién de
estabilidad, color y cinética de reaccion de la PPO.

Con los resultados obtenidos se abre una puerta a la industria, para la produccién de
aderezo de aguacate, siendo totalmente natural, ya que su conservacion se lleva a cabo por un
tratamiento térmico, por lo que no es necesario el uso de conservadores.
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e Se prendieron tres mecheros que se encuentran en la parte inferior de la
autoclave y se esperd a que la presion llegara a 121 psi, una vez que se llegd a la
presiodn, se apagaron dos mecheros y se dejé solo uno prendido para mantener la
presidon por un periodo de 15min, y de esta manera se esterilizaron los agares
microbioldgicos.

e Seapagod el mecheroy se esperé a que la presién descendiera.

5. Se enfrié el matraz en bafio maria con agua fria.
6. Se preparé el area estéril:

e Selavd con aguay jabdn el area de la mesa a utilizar. Se secé.

e Se limpid con alcohol

e Se prendié un mechero de cada lado para mantener el area estéril.

7. En el area estéril se abrid el matraz y se vacié el agar en las cajas petri (hasta la mitad), se
cerraron las cajas petri y se esperd a que se enfriaran y se voltearon al revés.
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Anexo 1 Preparacion de la solucién catecol 0.02M (sustrato para la PPO)

1. Para preparar 100mL de catecol 0.02M, se debe conocer los g de catecol que se necesitan
para dicha Molaridad, los cuales se obtuvieron mediante los siguientes cdlculos:

mol

0.02M qtecor = Ol_L

mol
mol = (0.11) ( 0.02 T) = 0.002mol

g
Geatecor = (110.1 W) (0.002mol) = 0.2202gcqtecor

2. En un matraz aforado de 100mL se colocaron 0.2202g de catecol y se aford con agua
destilada.

Anexo 2 Preparacion de agar microbiolégico

1. Se pesd la cantidad necesaria para preparar 1000mL de agar segun el caso:

Cuadro 2.6 Agar microbioldgico

Agar microbiolégico Cantidad
Papadextrosa 39.0 g — 1000mL
Rojo-violeta-bilis 42.5 g —1000mL
Cuenta estandar 23.5 g—1000mL

2. Se colocé el agar (polvo pesado), en un matraz erlenmeyer y se agregaron 1000mL de agua
destilada. Se colocd una mosca en el matraz y se puso en agitacién y calentamiento en una
parrilla eléctrica, hasta que llegd a punto de ebullicidn se retird.

3. Sesacolamoscay se tapd el matraz con su tapa dejandose floja.
e Se repitid el procedimiento de los pasos 1, 2 y 3 para cada agar.

4. Se esterilizo6 el agar:

e Enlaautoclave se agregé agua hasta la parrilla; se colocaron los matraces sobre la
parrilla y se tapd la autoclave.
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