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Editorial

La actividad cientifica y de investigacion en lasvarsidades es parte de su razon de ser. No
solamente estamos comprometidos en la adquisic@ncahocimientos por nuestros
estudiantes, sino que también es nuestra laborekcion de nuevos conocimientos y su
difusion.

Uno de nuestros orgullos en la escuela de Ingenigei la Universidad de las Américas
Puebla, es el Departamento de Ingenieria Quimigdingentos; una entidad académica de
reconocimiento nacional e internacional que comtinente pone en alto el nombre de nuestra
institucion, y que sobresale no solamente por tdidad, sino también por la calidad de sus
proyectos de investigacion.

En nuestros Seminarios de Investigacion, con lsoaiey el apoyo de investigadores de nivel
internacional, nuestros estudiantes de la Maegtiéh Doctorado en Ciencia de Alimentos
llevan a cabo su trabajo de tesis, cuyos resultadaspublicados en esta revista, para la
difusiéon de conocimientos en la comunidad.

Quisiera aprovechar este espacio para agradeosrcalegas investigadores que dedican gran
parte de su tiempo en la asesoria a estos jovewestigadores, asi como al cuerpo editorial
por su entusiasmo en la edicion y publicacion deelasta. Estamos muy orgullosos de la
calidad de los articulos que publicamos en “Tenglec®s de Ingenieria de Alimentos”, y
esperamos incrementar su publicacion, difusiénpaato.

Sinceramente,

Dr. Gerardo Ayala San Martin
Decano

Escuela de Ingenieria

Universidad de las Américas Puebla
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Eficacia de diversos agentes desinfectantes en éngizacion de
hortalizas frescas

M. O. Ramirez-Sucre*, A. Lépez-Malo y E. Palou-Garc

Departamento de Ingenieria Quimica y Alimentosydrsidad de las Américas Puebla.
San Andrés Cholula, Pue., México

Resumen

La sanitizacién es una opcion importante para dismiawiarga microbiana presente en los alimentos. Por
lo que se desarrollé una mezcla eficaz para la sanitizdeidortalizas frescas. Se determiné el nimero de
microorganismos mesofilos aerobios y coliformes totdl#sC/g) de muestras de espinacas y melones
sometidos a diversos sanitizantes (&cido citrico, &idtico, acido lactico, cloro y perdxido de hidrégeno).
En espinacas las mayores reducciones fueron de 4.4 y 5.5 ligaritmicos (mesdfilos aerobios y
coliformes totales, respectivamente). Por otro lado, enneg|das mayores reducciones fueron de 4.2 y 5.8
ciclos logaritmicos (mesofilos aerobios y coliformes lestarespectivamente). El analisis experimental
mediante superficie de respuesta muestra la mezcla ée deCacido lactico y 0.6 % de acido acético como
la méas eficiente en la reduccion microbiana de espinacasngicla de 4.0 % de acido lactico y 200 ppm
de cloro como la mas eficiente en la reduccion de la pdblacicrobiana nativa de melones. Estas mezclas
pueden prolongar el periodo de almacenamiento, la calittadgguridad alimentaria de ambas hortalizas,
permitiendo elevar su precio de venta; sin embargosaebe sanitizantes se encuentra en funcién del tipo
de alimento y de los microorganismos de interés.

Palabras clave: sanitizacion, melén, espinacas, hortalizas, cofifes, mesdfilos.

Abstract

Sanitation is an important option for reducing the matimicrobial population in food. Therefore an
effective mixture for the sanitization of fresh vegetables developed. Counts of total coliforms and
aerobic mesophilic microorganisms (CFU/g) were determimedmples of spinach and cantaloupes treated
with selected sanitizers (citric acid, acetic acid, lactid,adhlorine and hydrogen peroxide). In spinach the
most significant reductions were as 4.4 and 5.5 log (aerobsophiles and total coliform, respectively).
Furthermore, in cantaloupes, the largest reductions w&r4.2 and 5.8 log units (aerobic mesophiles and
total coliforms, respectively). Experimental analysimgsesponse surfaces demonstrated that a mixture of
4.0 % lactic acid and 0.6 % acetic acid was the most effimaeiducing the native microbial population of
spinach and the mixture of 4.0% lactic acid and 200 ppehlorine as the most efficient in reducing the
native microbial population of cantaloupes. These mixtcagsextend the storage period, quality and safety
of both vegetables, improving their selling price; hogrethe use of sanitizers is based on the type of food
and on microorganisms of interest.

Keywords. sanitizers, cantaloupe, spinach, vegetablesfawlis, mesophiles.

*Programa de Doctorado en Ciencia de Alimentos
Tel.: +52 222 2292000, fax: +52 222 229 2727
Direccion electrénica: manuelo.ramirezse@udlap.mx
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Introduccion Varios estudios reportan las condiciones
que afectan el crecimiento y la supervivencia
Las enfermedades transmitidas por alimentate microorganismos en vegetales frescos
son en general de origen microbiano YCampbell et al., 2001; Castillo et al., 2004;
constituyen uno de los principales problema&im y Beuchat, 2005) y también la
de salud publica a nivel mundial (Adams yefectividad de los sanitizantes en patdégenos
Moss, 1997; ICMSF, 1998; Gonzalez et al.(Han et al., 2001; Kenney y Beuchat, 2002;
2006). Mas de 200 enfermedades conocidd3u et al., 2003; Rodgers et al., 2004); sin
son trasmitidas a través de alimentos. Eambargo, existe una gran variacion en los
Estados Unidos cada afio se presentan T@étodos experimentales.
millones de personas con enfermedades de
origen alimentario (Mead et al., 1999). Por su La sanitizacion consiste en la accion
parte, en Meéxico en el afio 2002 séiocida de diferentes agentes. Agentes
reportaron 3612 casos de intoxicacionesxidantes, que interfieren con la sintesis de
alimentarias de origen bacteriano (Secretarjaroteinas celulares; o acidos organicos, que
de Salud, 2002). México es el exportadopenetran a la célula provocando un efecto
mas grande de productos de horticultura a Iladepresor del pH y prolongan los periodos de
EE. UU. En 2005, los productos dealmacenamiento (Beuchat et al., 2001).
horticultura importados de México sumaron
$6200 millones de dolares, de los cuales Debido a que los agentes sanitizantes
$3500 millones se debieron a la importacidmperan por contacto, su aplicacion es en
de hortalizas frescas, excluyendo la papsistemas que aseguren mantener dicho
(USDA-FAS, 2006). Uno de los principalescontacto para que la accién biocida sea
factores a resolver cuando se trata defectiva (Castro, 2003). Es importante que la
exportar productos naturales es reducir eanitizacion de alimentos sea acompafada de
contenido de gérmenes y bacterias (Padillain lavado con agua. Esta agua debe ser de
2001). calidad potable y contener algun tipo de
desinfectante, como por ejemplo cloro en
Por otro lado, el consumo de hortalizas ebajas concentraciones (FAO, 2007), ya que el
fomentado por las instituciones de saluabjetivo del lavado es remover la tierra, los
(USDHHS, 2005), lo que ha aumentado eftestos de tejidos vegetales, los fluidos
consumo de hortalizas frescas (Vasquezelulares ricos en nutrientes generados como
Arroyo y Cabral-Martell, 2003) consecuencia del corte, los residuos de
conjuntamente con brotes de enfermedadgmsticidas y numerosos microorganismos
asociados con la produccion de alimentosausantes de deterioro (Nguyen-the y Carlin,
frescos. 1994). Por esto, el lavado es considerado un
punto critico de control (IFPA, 2003) en la
La contaminacion de hortalizas puedesanitizacion de hortalizas frescas.
ocurrir en cualquier etapa de la produccién al
consumo (Johnston et al., 2005). Ademas, Actualmente, las espinacas forman parte
cada hortaliza tiene una composicion ye la dieta de casi todas las poblaciones del
caracteristicas fisicas Unicas y esta expuestaraindo y se cultivan en la mayoria de los
diferentes condiciones durante swaises del planeta. Su cultivo se realiza
produccion, almacenamiento y distribuciondurante todo el afio y se pueden consumir
(NACMCEF, 1999), todo lo cual puede afectarfrescas, cocidas o fritas. Las espinacas son
significativamente el tamafio de la poblaciéruna de las verduras que méas habitualmente se
microbiana nativa de los alimentos frescos. encuentran congeladas. Sin embargo, estas
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hortalizas se han asociado con distintoMateriales y métodos
brotes de enfermedades causadas por la cepa
de Esqueriquia coli O157: H7, y brotes deMateria prima
salmonelosis (FDA, 2006).
Dos hortalizas, melon tipo Valencia
Asi mismo, otra hortaliza, el melon, (Cucumis melo reticulatus) y espinacas
también ha sido asociada con los brotes d&spinacea oleracea) fueron obtenidas del
enfermedades de origen alimentario. Lamercado local y recolectadas en condiciones
contaminacion del producto pueden derivarsasépticas en bolsas estériles para muestreo
de una variedad de fuentes, incluidos €lNasco, Whirlpack, EE. UU.), por triplicado.
suelo, el agua, el equipo, los animales y los
seres humanos (Beuchat, 1996). Ademas, I¢&etratamiento de las hortalizas
melones pueden contaminarse durante el
cultivo, el manejo poscosecha, el empacaddos melones fueron partidos a la mitad y se
el transporte, la distribucion, o durante laetiraron las semillas. Posteriormente se
preparacion en el hogar. Durante el manejoortaron y se pesaron 10 g de muestra,
poscosecha y empacado existe la posibilidadicluyendo la pulpa y la cascara. Por otro
de que los melones sean contaminados porledo, las espinacas fueron cortadas y se
equipo utlizado para el transporte, lapesaron 10 g de muestra, incluyendo el tallo
limpieza, el empacado o por el lavado coly las hojas. Inmediatamente se realiz6 una
agua (Parnell et al., 2005). Asi también, etmersion de estas muestras en agua potable
probable que la transferencia de bacterias d200 mL) durante 1 min con agitacién
la corteza del melén a la pulpa comestiblenanual. Las muestras se dejaron secar
ocurra durante el proceso de corte (Ukuku gurante 10 min para su tratamiento posterior.
Sapers, 2001). De ser asi, se alcanzarian altos
niveles de microorganismos patdégenos anté&&mpleo de agentes sanitizantes
de que los signos de deterioro fueran
evidentes. Por lo tanto, son necesariofna vez que las muestras de materia prima
nuevos planteamientos para la sanitizaciofueron preparadas se realizé el tratamiento
de melones. por inmersiéon en soluciones de &cido citrico
al 4.0 %, acido aceético al 2.0 %, acido lactico
En el presente estudio se probo el efectal 2.0 % (Hycel, México), 200 ppm de cloro
de diferentes agentes sanitizantes sobre (Reasol, México) o 500 ppm de peréxido de
microflora de dos hortalizas frescas, melonekidrégeno  (Merk,  Alemania), como
y espinacas, mediante el estudio de Isanitizantes, en bolsas estériles para muestreo
efectividad de sanitizantes tradicionalegNasco, Whirlpack, EE. UU.), con tiempos
(cloro, acidos organicos y peroxido dede contacto de 0, 1, 2, 3, 4 0o 5 min,
hidrégeno) y mezclas de estos agentes, con@leparando las soluciones al momento de
objetivo de desarrollar una mezcla de agentéfevar a cabo la sanitizacion.
sanitizantes que sea utilizada de manera
eficaz en la reduccion de la microflora nativaAnalisis microbioldgicos
de hortalizas frescas.
Se realiz6 el recuento de la carga microbiana
de mesofilos aerobios de acuerdo a lo
establecido en la NOM-092-SSA1 (1994) y
coliformes totales de acuerdo a lo establecido
en la NOM-113-SSA1 (1994), mediante la

7



M. O. Ramirez — Sucret al./ Temas Selectos de Ingenieria de Alimentos 32009): 1 — 10

técnica de recuento en placas de agae han logrado reducciones de 0.3 ciclos
nutritivo 'y rojo bilis violeta (Merk, logaritmicos en hojas de espinacas,
Alemania), respectivamente, tanto para laealizando lavados con agua potable (Garg et
caracterizacion de la materia prima comal., 1990). Por lo que el efecto de la
para el agua de lavado del pretratamiento reduccion microbiana resultante del lavado
en las muestras después de la inmersion. Les sanitizantes dependera del producto.
recuentos se realizaron por triplicado.

Tabla I. Cargas microbianas del agua de lavado de

Disefio experimental melon y espinaca

Se empleo un disefio experimental siguiends . Microorganismo (UFC/mL)
el modelo Box- Behnken, mediante el Hortaliza Mesoéfilos Coliformes
software estadistico Minitab (v. 15, Minitab aerobios totales
Inc.), utilizando tres factores (acido lactico, Melon 1.80E+06 1.04E+05

acido aceético, y cloro) y dos variables de
respuesta, numero de unidades formadoras ¢
colonias de mesofilos aerobios (MA) vy

coliformes totales (CT) por gramo de g;j el agua de lavado no es apropiadamente

muestra, después de 5 min de tratamiento. sanitizada puede convertirse en una fuente de
contaminacién cruzada para cada pieza de
producto que pase a través de ella (IFPA,
2003). Por lo tanto, la adicién de sanitizantes

Espinacas 1.28E+06 <10

Resultados y discusion al agua de lavado es un requisito esencial
_ para mantener la seguridad de la misma. La
Pretratamiento concentracion de sanitizante, el tiempo de

o contacto, la temperatura de la solucion de
Los recuentos microbianos del agua deavado, la cantidad de materia organica, la
lavado de melén y espinacas se realizarogygitacion y el pH, son todos parametros

con el fin de tener mayor informacién acercalaves durante el lavado (Izumi, 1999).
de la carga microbiana inicial en dichas

hortalizas. Como se presenta en la Tabla |, $&3nitizacién tradicional
obtuvieron  poblaciones  similares de

mesofilos aerobios en el agua de lavado defecto del tipo de sanitizante Una vez
melén y de espinacas, con recuentos de hastlizado el pretratamiento se llevo a cabo la
106 UFC/mL. aplicacion de los agentes sanitizantes por
. inmersion de las hortalizas en soluciones de
Unicamente al cuantificar la carga deacido lactico (0.5 %) + cloro (200 ppm);
coliformes totales se obtuvieron mayoregeréxido de hidrégeno (500 ppm); &cido
recuentos microbianos en melon, siendgitrico (4.0 %); Acido lactico (4.0 %) o Acido
superiores en 5 ciclos logaritmicos sobre logcético (2.0 %), de acuerdo a la metodologia.
recuentos en espinacas. En otros trabajos @@steriormente se efectuaron los recuentos
investigacion (Izumi, 1999), el lavado conde células viables tomando muestras al
agua potable redujo los recuentosiempo cero y al final del tiempo de
microbiologicos en aproximadamente 0.4-1.4ratamiento (5 min). Como se observa en la
ciclos logaritmicos en hojas de espinacasabla Il, las mayores reducciones

enteras acondicionadas en ensayos dggaritmicas de microflora nativa se
laboratorio. Mientras que a escala industrial

8
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obtuvieron con los tratamientos de acidanicroorganismos (mesofilos aerobios y
lactico (0.5 %) + cloro (200 ppm); acido coliformes totales); el acido acético y el
lactico (4.0 %) y acido acético (2.0 %), paraacido lactico (0.5 %) + cloro (200 ppm),
las dos hortalizas estudiadas. Es decir, patambién causaron reducciones importantes.
estas hortalizas los sanitizantes tradicionales
mas eficaces fueron dos &cidos organicos La carga microbiana nativa se redujo en
débiles (4cido lactico y acido acético) y urfuncion del tiempo de tratamiento debido al
agente oxidante fuerte (cloro). incremento del tiempo de contacto de la
muestra con el agente sanitizante. Dicha
Debido a que estos compuestos causargaduccion resultd mas o menos importante
importantes inactivaciones microbianas, seependiendo del tipo de hortaliza y de la
probaron nuevamente cuantificando el efectoarga microbiana inicial. Debido a que estos
del tiempo de tratamiento en la carga déres agentes (acido acético al 2.0 %, acido
microorganismos. lactico al 4.0 % y 200 ppm de cloro + acido
lactico 0.5 %) presentaron la mayor eficacia
Tabla Il. Reduccién de cargas microbianas con distintos e_n I_a sanitizacion y reducciones mI?rOblanas
desinfectantes (5 min de tratamiento) similares, sus componentes se eligieron para
preparar mezclas y usarlas como agentes

Reduccién microbiana

Agent (ciclos logaritmicos) sanitizantes.
gente Mel6n Espinaca
e f € f
MA cT MA cT Tabla lll. Reducciones microbianas causadas por diferentes
A|_a(0.5 %) + 3 3 0 sanitizantes, aplicados durante distintos tiemposatamiento
clp (200 ppm) Tiempo " I,Ciclos Iogaritmli_:c:o§
H.O Agente (min) elon spinacas
22 1 0 0 0 MA® CcT® MA ¢ cT®
(500 ppm) AA° 0 0 0 0 0
AC® 0 1 1 2.00% 1 0.21 0 0 0.63
-4.00% 2 0.3 0 0.12 0.74
AL? 3 0.78 0.08 1.08 2.52
0 2 2 1 1 4 0.95 0.26 1.25 2.57
-4'0(1/0 5 1.05 0.37 1.35 2.82
AA . 5 1 3 AL? 0 0 0 0 0
-2.00% 4.00% 1 0.51 0.32 0.11 0.5
2Acido lactico.” Cloro. Acido citrico. 2 0.78 0.78 0.25 2
9 Acido acético. e Mesfilos aerobios. 3 1.07 1.56 0.48 2.33
£ 4 1.26 2.07 1.68 2.66
Coliformes totales.
5 1.56 2.28 1.77 3.48
cP 0 0 0 0 0
Efecto del tiempo de tratamiento Con los 200 ppm 1 0.26 0 0.9 0.63
. 7 . a
tres desinfectantes mas eficaces de la par™”t %% 2 oo N SO
anterior, acido lactico (0.5 %) + cloro (200 4 0.59 023 123 257

ppm), acido lactico (4.0%) y acido acético_ 5 088 026 13 28&
(2.0%), se realiz6 una segunda experienci’Acido lactico. Cloro.Acido acético

para cuantificar la reduccion microbiana con Mesefis aerobios’Coliformes totales.

un tiempo de tratamiento de 5 min,

efectuandose el recuento microbiano en caddezclas de agentes sanitizantes

minuto del tratamiento. Como se aprecia en

la Tabla Ill, las mayores reducciones de |&ara determinar las mezclas de cloro (100 o
carga microbiana se obtuvieron con el acid@00 ppm), acido lactico (2.0, 3.0 0 4.0 %) y
lactico (4.0%) para ambos tipos deacido acético (1.0 o 2.0 %), que fueron los

9
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sanitizantes con los que se obtuvieron lamnto de mesodfilos aerobios como de
mayores reducciones microbianas, se elabonbliformes totales. Esta mezcla presenta los
un disefio experimental aplicando el modelmiveles mas altos tanto de cloro como de
Box-Behnken. Dicho disefio arroj6 174&cido lactico (200 ppm y 4.0 %,
experimentos, cuyas composiciones seespectivamente) y el nivel medio de acido
obtuvieron haciendo combinaciones binariaacético (1.0 %). Con estos resultados se
y ternarias de los tres sanitizantes. Lasealizd el andlisis estadisitico del disefio
composiciones se presentan en la Tabla IV. experimental.

Tabla IV. Composicion de las mezclas Tabla V. Reducciones microbianas logradas después
de sanitizantes probados de tratar las hortalizas con diferentes mezclas de
Sanitizante sanitizantes® (5 min de tratamiento)
Mezcla CI” (ppm AL (%) AA° (%) Ciclos logaritmicos
; 280 22 11 Mezcla Melon Espinacas
2 0 . 1 MA? cT’ MA? cT’
4 200 4 1 1 321 434 421 545
5 0 3 0 2 164 482 434 545
6 200 3 0 3 3.77 4.82 4.16 5.45
7 0 3 2 4 3.52 5.82 4.37 5.45
8 200 3 2 5 2.6 3.67 3.81 3.97
9 100 2 0 6 3.41 5.82 3.09 3.05
10 100 4 0 7 3.23 3.62 1.47 1.81
11 100 2 2 8 2.29 3.01 137 2.12
12 100 4 2 9 3.61 359 221 2.97
13 100 3 1 10 4.16 422  3.16 5.45
14 1003 L 11 1.62 14 307  3.32
. e . 12 065 112 178 352
17 100 3 1 13 2.75 5.75 2.97 4.82
—_— —_— 14 284 405 307 322
Acido lactico.” Cloro."Acido acético. 15 243 427 1.24 252
16 2.52 3.32 1.37 2.39

Los recuentos microbianos obtenidos 17 3.43 3.71 1.44 1.9¢
después de tratar las hortalizas con laapessfilos aerobiod Coliformes totales.
mezclas de sanitizantes (Tabla V), indicarore| 5 composicién de las mezclas se presenta
que en el melon la mayor reduccion se logritapia |v.
con la mezcla 10 para mesofilos aerobios
con las mezclas 4 y 6 para la poblacion de
coliformes. Estas mezclas presentaf\nalisis estadistico del disefio
actividad sanitizante del cloro y del acido
lactico en sus niveles altos o medios y co®e generaron graficos de superficie de
actividad de &cido acético nula o en su nivelespuesta con diversos pares de los
mas bajo. sanitizantes (cloro-acido lactico, cloro-acido

acetico y acido lactico-acido acético), para

Por otro lado, en espinacas, la mezcla gvaluar su efecto en la reduccién microbiana
provocO la mayor inactivacion microbiana

10
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tanto de mesodfilos aerobios como ddaiferentes de solucion de hipoclorito de sodio

coliformes totales. (300 y 600 ppm), no se consiguieron
reducciones significativas en la poblacion de

Espinacas Como se observa en la Figura 1Ja bacteria (Niemira, 2007).

en espinacas las reducciones mas importantes

en la familia de microorganismos mesofilos®) B)

se obtuvieron con mezclas en las que I 5

concentracion de acido lactico fue la mas alti |

(4.0 %) y la concentracién de acido acéticc 4 4
estuvo en niveles bajos (0-0.5 %). De igua% oo s 3?}) Tk 3?})

. E 100 9
manera, al aumentar las concentraciones ¢ ¢;»(ppm) c1b(ppm) 220

acido lactico, con concentraciones medias d z
4
5
]PEAC 6 ! 2
(%) 0 (%)

th =

acido acético en el tratamiento, se obtuvieror'
menores cargas microbianas de coliforme g

g3
totales. P
.5
A pesar de esperarse una mayor reducci¢ C1® oy 290 ©
logaritmica en ambas respuestas (reduccion:
de mesofilos aerobios y coliformes totales) a
aumentar la concentraciéon de los tres 2 2
desinfectantes, el andlisis estadistico sefia - -
gue la mezcla mas eficaz para la reduccio 42 1(4;\) 62 1@;4;
microbiana conjunta de mesofilos aerobios ALa(i;/D) T ALa(é%) 70

de coliformes totales es una mezcla binaria
de 4.0% de acido lactico con 0.6% de édd%igura 1. Superficies de respuesta para la

acetico y cuyas reducciones MaxiMa3equccion  microbiana de A) mesofilos

?Ica?érer\]?as r"jesurlrt]:i:lnr dre r?iAmy ?{]5 (,:]'cﬁlogerobios y B) coliformes totales, con pares
oga oS de microorganismos mMesolliog,q sanjtizantes aplicados: a é&cido lactico, b

aeroblo_s y coliformes totales, cloro y c acido acético, en espinacas
respectivamente.

Ent | ¢ tudi lizad Melon. Como se observa en la Figura 2 para
ntre ~aigunos otros estudios realizadog,q |4 |as reducciones mas importantes en la

sobre la sanitizacion de hortalizas frescafsami”a de microorganismos mesofilos se
similares, se encuentra el realizado POLhtuvieron con mezclas en las que la

Pirovanni et al. (2000) en hojas de eSpinacaEbncentracién de 4cido lactico y la

estos autores sefialan que I_a mayor re;du_ccna ncentracion de cloro fueron las mas altas
de Salmonella fue de 1.3 ciclos logaritmicos

mediante un tratamiento por mnmersion e%f‘_.o % y 200 ppm, respectivamente). El

ismo comportamiento fue observado para
s bacterias coliformes totales.

una solucién de 125 ppm de cloro durante
min. Segun los resultados, la desinfeccic’)rl‘b
con cloro pudo reducir la poblacion de

Salmonella. hadar sin —eliminarla por De acuerdo al analisis estadistico, el

Zgﬁm;:g:o' ueSIgl sﬁmzﬁr?roho'ggoc?e :ui’r?;%?nelén presento las mayores reducciones de
q 9 J P icroflora nativa en su superficie con la

en una _mezcla ,de tres  cepas de&ombinacic’m binaria de 200 ppm de cloro y
microorganismo patdgeno Escherichia coI|4 0% de acido lactico. Las reducciones
0157:H7, durante 3 min, con dos niveles" )
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maximas alcanzadas fueron de 4.2 cicloeeduccion significativa de la poblacion

logaritmicos para mesofilos aerobios y de 5.&icrobiana (Fan et al.,, 2008). Por lo que

para microorganismos coliformes totales.  debe ser reconocido que cada tipo de fruta u
hortaliza tiene una composicion vy

caracteristicas fisicas Unicas y esta expuesta a
diferentes condiciones durante su
produccién, almacenamiento y distribucion
4 (NACMCEF, 1999).
3AL:
0 (%)

=W

th s W

o

Clb(plporﬁ) 200" 2 Cabe mencionar que entre los factores que
limitan la eficacia de los tratamientos
, sanitizantes estan la adherencia bacteriana a
N 2 la superficie del producto, la presencia de
2 . . . . .« s
i ‘; 5 bacterias en sitios inaccesibles, la formacion
13;3“ £ 3{3;%‘ de biofilms resistentes y la internalizacién de
100 0 100 & i i i
c1®(ppm) 200 Cl v (ppm) 290 © microorganismos en el producto (Salveit,
2001).
2 2
3 4
1 2 6 2. _
1AA° 3AA Conclusiones
2 3“““—1»/0 (%) 2 3 o (%)
AL2(%) AL %) ¢

Las mezclas de sanitizantes tienen un mayor
Fi 5 s ficies d ¢ Iefecto de reduccibn en la poblacion
lgura 2. SUpErTCIES de Tespuesta para ighicropiana nativa de los melones y las

reducplon mlcrob_lana de A) meSOf'Iosespinacas que los sanitizantes utilizados
aeroblo_s_ y B) collf_ormes totalgs, CON Par€s,dividualmente, lo que sugiere un probable
de sanitizantes aplicados: a acido lactico, fecto sinérgico

cloro y c acido acético, en meldn

Debido a las caracteristicas fisicas y

| Jesinfectad uci uimicas especificas de cada tipo de
que melones desintectados con SolUCIONeS i aiza |3 eficacia de los sanitizantes y las

0 AXi 2,
ZQO,ppm de cloro o 2.5% d_e peroxido OIEfnezclas de éstos se encuentra en funcion de
hidrogeno durante 2 min, causalOlyiohas  caracteristicas y de  los

o - 3 %icroorganlsmos de interés de los que se
logaritmicos en la superficie del me'°nbusca reducir la poblacion

(Ukuku, 2005). En otro estudio (Barak et al.,
2003), la inmersién en una solucién de 150
ppm de hipoclorito de sodio redujo el 90 %

de la carga inicial de las bacterias en I%\
superficie de melén. Por otro lado, Parnell et
al. (2005) lograron reducciones de 1.8 ciclo
logaritmicos después de la inmersién d
melon durante 60 s en una solucién de 20
ppm de cloro. Sin embargo, los melone
sumergidos en 20 ppm de cloro a 10 °

durante 20 min, no presentaron un

Estudios realizados anteriormente indica
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Modelos para la descripcion de curvas de superviveia
microbiana en alimentos

C. P. Coronel — AguileraM.T. Jiménez — Munguia y A. Lépez-Malo — Vigil

Departamento de Ingenieria Quimica y Alimentosversidad de las Américas Puebla.
San Andrés Cholula, Pue., México

Resumen

Tradicionalmente, la eficacia de los procesos de presenvagiéido evaluada con base en la suposicidn de
gue la muerte microbiana sigue la cinética de primegrorBste criterio, el cual ha sido de gran utilidad en
microbiologia, no siempre es aplicable a la inactivambitlicion microbiana ya que no todas estas curvas
de inactivacién microbiana siguen una cinética de prongen. Es por esto que una variedad de modelos
alternativos han sido desarrollados para describitasule supervivencia semi-logaritmicas. Varios autores
han reportado que la distribuciéon de Fermi y la de Weithescriben satisfactoriamente curvas de
supervivencia no lineales de esporas y células microbiBstss modelos son adecuados para curvas que
presentan concavidades hacia abajo y/o concavidades haciasinrdda&mpleo de los tradicionales valores
D y z que requieren la aproximacion lineal. Estos modaledictivos de inactivacion permiten cuantificar
la respuesta microbiana en tratamientos con agentes le@hwencionales o no convencionales y
combinados. Este articulo presenta una revisién acerca deoldslos de cinética de primer orden, de
distribucién de Fermi y Weibull, asi como algunas ventagasventajas de su aplicacion.

Palabras clave: Sobrevivencia microbiana, modelos de inactivacion, ciaéteprimer orden, distribucion
de Fermi, distribucién de Weibulll

Abstract

Traditionally, the efficacy of preservation processes has deamnated with the basis of the assumption that
microbial mortality follows a first-order kineticsThis hypothesis, which has been of great utility in
microbiology, not always is applicable to the micedbinactivation/inhibition because not all of these
microbial inactivation curves follow first order kinesi This is why a variety of alternative models has been
developed to describe semilogarithmic survival curves.ei@évauthors have reported that Fermi’s
distribution and Weibull’s distribution describe sktctorily non linear survival curves of microbial cells
and bacterial spores. These models are suitable fonwiasd concavity curves, as well as for upward
concavity curves, without the use of the traditioDahnd z values, which require linear approximation.
These predictive inactivation models allow to quantife ticrobial response in treatments with
conventional/not conventional lethal agents or in comlminafhis article presents a review of the models
of first order kinetics, Fermi’s distribution and Wdibs distribution, and it's advantages and disadvantages
of their application as well.

Keywords: Microbial survival kinetics, inactivation models, firstder kinetics, Fermi’s distribution,
Weibull’s distribution.

*Programa de Doctorado en Ciencia de Alimentos
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Introduccion inactivacion se puede ocasionar un
sobreprocesamiento o subprocesamiento, ya
En la industria de alimentos, la introducciorque los parametros de dichos procesos
de cualquier tecnologia alternativa o laconvencionalmente se aplican a partir de la
combinacion de  varias  tecnologiascinética de primer orden y haciendo
tradicionales y no tradicionales, asi como laeferencia a un microorganismo en
optimizacion de meétodos tradicionales pargarticular. La dificultad para explicar cada
el procesamiento de alimentos, requieren ddesviacion de la linealidad de dichas
datos cientificos acerca de la respuesteinéticas ha ocasionado que varios autores
microbiana. En particular, modelos ydesarrollen otros modelos cinéticos que sean
parametros cinéticos son esenciales pa@mpatibles con las formas reales de las
desarrollar procesos de preservacion deurvas de supervivencia (Whiting, 1995;
alimentos que garanticen la inocuidad. Esto&k6rmendy y Kdrmendy, 1997; Peleg y
parametros también permiten comparar |®enchina, 2000; Alzamoet al, 2008).
habilidad de distintos procesos tecnologicos
para reducir poblaciones microbianas. No Un punto de vista alternativo consiste en
hay duda de que la microbiologia cuantitativague la curva de supervivencia no deberia ser
es uno de los enfoques mas utiles, no sélo ératada en el término cinético absoluto, sino
la determinacion del impacto microbiolégicocomo una forma acumulativa de una
de diferentes pasos asociados con ldistribucion temporal de eventos letales.
produccién, la distribucion y la venta de unEstos representan las diferentes resistencias
alimento, sino también en la determinaciérde la poblacién expuesta o tratada al espectro
de condiciones Optimas para muchoslel agente letal. Segun este punto de vista,
procesos de conservacion. La microbiologitas diferentes formas de las curvas de
predictiva proporciona herramientas paraupervivencia son una manifestacion de las
comparar el impacto de diferentes factores gropiedades de la distribucion como pueden
dosis aplicada sobre la reducciébn de unser su mediana, moda, desviacion estandar,
poblacion microbiana, siendo una ayuda parsesgo, entre otros. Los cambios de forma que
entender el comportamiento de sistemascurren al ir cambiando las condiciones
biolégicos (Alzamorat al., 2008). externas (la temperatura, la concentracion de
agentes antimicrobianos, el pH), son
Actualmente existen diversos modelosnterpretados como cambios que se reflejan
matematicos utilizados para evaluar lo®n los parametros de la distribucion (Peleg y
procesos de conservacion en alimentos, &enchina, 2000; Couvest al, 2005).
aplicar diferentes factores, dentro de los
cuales el mas utilizado por los investigadores Algunos modelos matematicos
es la cinética de primer orden. Esta cinéticeelativamente simples que permiten la
se basa en que las curvas de supervivencia deantificacion de los efectos de varios
células y esporas microbianas estan regidagentes letales para la inactivacion
por una relacion lineal entre el logaritmomicrobiana y su uso para el procesamiento de
decimal del numero de microorganismosalimentos son por ejemplo el modelo de
sobrevivientes y el tiempo de tratamiento d&ermi y de Weibull. Sin embargo, existe la
una temperatura dada. Sin embargo, existarecesidad de mayor investigacion para
curvas de supervivencia microbiana que navanzar en el entendimiento de la cinética de
siguen esta tendencia lineal. Debido a lamactivacion microbiana y los modelos para
desviaciones de la linealidad (concavidadegurvas de supervivencia no lineales
gue pueden presentar las cinéticas d@eldmany Newsome, 2003).
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En esta revision se presentan algunosradiacion, tratamientos con altas presiones),
modelos matematicos para la descripcion dg pueden ser descritas por la funcion de
curvas de supervivencia microbiana erFermi  (LOpez-Malo et al, 2002), la
alimentos, como son: la cinética de primedistribucion de Weibull, la cinética de primer
orden, la distribucion de Fermi y la deorden, entre otros modelos.

Weibull.
La adquisicion de datos para aclarar las
interacciones de  mdltiples  variables
asociadas con sistemas de alimentos ha

Revision bibliografica estado en proceso durante varias décadas,
_ particularmente para determinar como la
Curvas de respuesta a la dosis actividad antimicrobiana es afectada por

otros parametros (Lopez-Makt al, 2002).
Una curva de respuesta a la dosis consiste gn tratamiento matematico de la curva de
una grafica que describe la relacion entre ebspuesta a la dosis es muy similar a las de
ndamero o la fraccion de microorganismosas curvas de supervivencia, pero el tiempo
sobrevivientes y la dosis de un agente letal @ exposicién es sustituido por la dosis
la cual han sido expuestos. La dosis esdministrada. A altas dosis de un agente letal
expresada en unidades del factor a evaluge puede causar la mortalidad casi
como tiempo, partes por millén, rads,instantanea de la poblacion microbiana
intensidad de un campo eléctrico, etc. (Pelegxpuesta, por el contrario con dosis bajas
2006). Las curvas de respuesta a la dosgpdria tenerse un efecto retrasado. La
tienen tipicamente una forma sigmoidea,diferencia desde el punto de vista de
caracterizada por una region marginal denodelado, radica en que, en el primer caso
inhibicion o letalidad casi imperceptible, (dosis altas), el tiempo no es el factor
seguida de una regi6n claramente lineagrimario, pero en el segundo (dosis bajas) si
representando un decaimiento exponencidb es (Peleg, 2006).
Este comportamiento tradicionalmente ha
sido separado en dos regiones, una con efegio Cinética de primer orden
marginal (0 ningun efecto), a bajas
intensidades de exposicion del factor de En inactivacién térmica o no térmica de
preservacion y una segunda regién con un microorganismos, por lo general cuatro
comportamiento lineal (después de una tipos comunes de curvas de supervivencia
transformacion  logaritmica), que es semi-logaritmicas pueden encontrarse
modelado por la cinética de primer orden. Un (Figura 1): curvas lineales (inactivacion
enfoque alternativo para modelar la respuesta de primer orden), curvas con hombro o
a la dosis microbiana es el de considerarla periodo inicial lag, curvas con una cola (o
continua para el rango entero del factor de curvas bifasicas) y curvas sigmoideas
preservacion aplicado, sin cambios abruptos (Alzamoraet al., 2008).
de la cinética de respuesta, pero con
transicion gradual a partir del efecto marginal Tradicionalmente, la inactivacion
(o no efecto) a intensidades relativamente microbiana ha sido considerada un
bajas hasta efectos inhibitorios o letales en proceso que sigue la cinética de primer
altas intensidades del factor de preservacion. orden (Figura 1c), suponiendo que las
La poblacion microbiana decae como células o esporas tienen idéntica
resultado de la exposicion a agentes letales resistencia a un agente letal y cada

(por ejemplo, alta temperatura, dosis de microorganismo tiene la  misma
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probabilidad de morir (Alzamorat al,
2008). Siguiendo este enfoque

La dependencia de la temperatura en el
valor D, es expresada usando el valorzde

mecanistico, la ecuacién propuesta por es decir, el aumento de la temperatura que
Chick (1908) ha sido usada extensamente reduciria el tiempo de reduccién decimal
para calcular la esterilidad en métodos por un factor de 10 (Alzamorat al,

térmicos de preservacion:

AN _
L = —kN(t)

donde, N(t) es el nimero de células al
tiempot, y k es la constante de velocidad
de inactivacior(Alzamoraet al., 2008).

(a) (b)

LogN
LogN

Tiempo Tiempo

(©) @)

~

Tiempo

LogN
Log N

Tiempo

Fig. 1. Diferentes curvas de inhibicién/inactivacion:
a) con hombro, b) con cola, c) logaritmica lineal,
d)sigmoidea (Adaptada de Alzamagtal., 2008).

El concepto conocido como el tiempo
de reduccion decimal, o valbr, se derivo
de esta ecuacion,
integracion y transformacién logaritmica:

log (NAZ&)) - %

donde,N, es el numero inicial de células,
N(t) es el numero de células al tiempo
donde D=2.303k. Esta ecuacién puede
expresarse en la forma mas familiar:

(Ec. 2)

log N(t) = log\, —t/D (Ec. 3)

14

(Ec. 1) b.

después de su

2008).

Modelo de distribucion de Fermi

Este modelo supone que la curva de
respuesta a la dosis de un microorganismo
individual, i, es una funcion escal@(X),
dondeX es la intensidad del agente letal
en las unidades pertinenteXyes el nivel

en el cual un microorganismo es destruido
(Peleg, 2006):

Si X< X, entonces
SX)=1 0 logS (X)=0
Y si X > X, entonces
S(X) =00logS (X) - -
(Ec. 4)

Segun esta definicionX;, es una
medida de la resistencia o la sensibilidad
del microorganismo al agente letal. A
mayor X., mas tolerante es el
microorganismo; a menorX;, mas
susceptible es el microorganismo. La
curva de respuesta a la dosis de una
poblacion microbian&(X), compuesta de
individuos con resistencias diferentes de
Xci, S€ expresa como:

SX)=x8(X)Ap  (Ec.59)
donde A@ es la fraccibn de
microorganismos, 0  esporas, que
sucumben a la misma dosis let&Aq) =
1 (Peleg, 2006).
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Cuando la poblacion microbiana es
suficientemente grande y su espectro de
resistencia es suficientemente denso, la
ecuacion 5 puede ser aproximada por una
expresion basada en una distribucion
parameétrica, que describe el espectro de
resistencia o} sensibilidad del
microorganismo, definido en términos de
los niveles de dosis de los agentes que
causan su mortalidad (Fig. 2). La
distribucién de Fermi se puede expresa-
entonces como:

1

1+exp(%)

dondek es una constante representando la
extension de la distribucion ¥. es la
moda y mediana para distribuciones
normales sin sesgo. En la ecuacion 6,
cuandok es grande en relacion cin- X,

la distribucion es angosta; por lo contrario
cuandok es pequefia, la distribucion es
amplia. De tal forma, la distribucion de
Fermi es siempre simétrica (Peleg, 2006).

SX) = (Ec.6)

La funcién de distribucion de Fermi es
continua, por lo tanto, ésta puede se
ajustada por medio de procedimientos d¢
regresion estandar no lineales aun para le

supervivencia microbiana (Alzamorat
al., 2008).

Las curvas de respuesta a la dosis
también pueden ser descritas por la
distribucion de  Weibull que a
continuacién se describe.

Célula Poblacion

S(X)
Frecuencia

Dosis

Fig. 2. Vista esquematica de la curva de respuesta a la dosis
de un microorganismo descrito por la funcion de Fermi
(arriba izquierda), la distribucién de las dosis letales & la
cuales individuos de una poblacién sucumben (arriba
derecha), y la correspondiente curva de respuesta a la dosis
(abajo)(Adaptadade Peleg, 2006).

curvas de respuesta a la dosis con mucha

pendiente. Sin embargo, debido a que |&
magnitud dek tiene poca importancia,
especialmente cuando datos
experimentales en y cerca g no estan
disponibles, seria prudente fijar el valor de
k por adelantado, dejandoKacomo Unico
parametro ajustable para ser determinado
por la regresion (Peleg, 2006). El uso
particular de la funcion de Fermi es que
sus constantes X{ y k) pueden ser
directamente relacionados con la forma de
la curva de supervivencia, lo que hace
posible la comparacion entre
microorganismos o la evaluacion de la
intensidad del factor que determina la

Modelo de distribucién de Weibull

La funcién de distribuciéon de Weibull
toma en consideracion la variacion
biolégica de una poblacion de
microorganismos y es usada para describir
el espectro de las resistencias de dicha
poblacion a un agente letal en diferentes
condiciones (Mafart et al, 2002,
Alzamora et al, 2008). Las principales
ventajas del modelo basado en la
distribucibn de  Weibull son su
simplicidad y su capacidad de modelar las
curvas de supervivencia que son lineales y
aquellas que contienen hombro o regiones
con cola (Pelegt al, 1997; Peleg y Cole,

15
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1998; Peleg, 1999; Peleg y Penchina,
2000; Mafart et al, 2002). Con los
parametros apropiados, la funcion de
distribucion de Weibull puede explicar
distribuciones claramente sesgadas vy
distribuciones casi absolutamente
simétricas (Mafaret al, 2002; Couveret

al., 2005; Peleg, 2006).

Una curva de respuesta a la dosis de
una poblacién microbiana, que refleja un
espectro de resistencias o sensibilidades
que tiene una distribucion de Weibull
tendria la forma:

SX) = (NINo) = exp (bX") (Ec.7)

donde, §X) es la fraccion de
microorganismos sobrevivientel; es el
namero inicial de células M el niamero
de células al tiempot; b y n son
constantes, los cuales pueden ser
obtenidos empleando una técnica de
regresion no lineal = 1b como el factor
de posicion de la distribuciénrycomo el
factor de forma. (Guerreret al, 2004;
Peleg, 2006).

Peleg y Cole (1998) escribieron este
modelo en la siguiente forma de logaritmo
decimal:

= —bX" (Ec.8)

1 N
o8y =

o

La moda de la distribucioiX,, es

1

¥ = (n - 1)% Ec.9
m — nb ( C. )
Su mediana es:
n+1
()
X = T E— (EC 10)
bn

Y su varianza es:

TR

bn

(Ec. 11)

donde Tl es la funcion gamma (Peleg,
2006).

El coeficiente de sesgo (oblicuidad,
esta dado por:

dondeps = F(1 + 2h)/b*? y up =1 (1 +
2/n)/b*"™ (Peleg, 2006).

La moda, Xy, representa el tiempo de
tratamiento al cual la mayoria de la
poblacion muere o se inactiva. La
mediana,X , corresponde al tiempo de
inactivacion promedio. El coeficiente de
sesgo, v;, representa el sesgo de la
distribucion (Alzamoraet al, 2008).

Cuando curvas de respuesta a la dosis
son ajustadas con la ecuacion 7 como
modelo, se espera que la adquiera
valores del orden de 1.5 a 5. Por ejempilo,
sin> 1, indica la existencia de un pico de
frecuencia (moda) en algun sitio en medio
del rango de la dosis aplicada; por
consiguiente, el valor de b
correspondiente podria tener un valor
numeérico muy pequefio. Por ejemplo, si la
distribucién no es demasiado sesgada y
tiene una dosis promedio del orden de 25
unidades arbitrarias y un factor de forma
n= 3, lab estara sobre el orden de™1én
las unidades correspondientes. Tales
valores, especialmente cuando se combina
con unan de nimero no entero, el modelo
€S muy poco atractivo para ser presentado
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en su forma original. Sin embargo, la sencillo modelo puede ser considerado
conversion de sus parametrbsy n en como una extension de la ecuacion de
promedio, moda, varianza o la desviacion primer orden convencional. Como el valor
estandar, y un coeficiente de sesgo (Ec. 9- de D, la influencia de la temperatura de
12) facilitaria enormemente la  calentamiento sobre el valdrconduce a
comparacion entre diferentes organismos. una relaciéon logaritmica lineal. De la
Esto también puede ser usado para misma manera que con la cinética de
cuantificar la influencia de condiciones de primer orden, el valor clasico depuede
crecimiento u otros factores sobre el ser evaluado (Mafast al, 2002; Couvert
mismo organismo (Peleg, 2006). et al, 2005).

De acuerdo con el modelo (Ec. 8), laAplicacion de los modelos
gréficalog S(X)vst presenta concavidad
hacia abajo siempre que > 1 y una La aplicaciéon del modelo de cinética de
concavidad hacia arriba siempre qu& primer orden en curvas de respuesta a la
1; mientras que cuanda = 1 la curva de dosis ha dominado el campo de la
supervivencia es lineal y la distribucién demicrobiologia cuantitativa por muchos afios.
Weibull se reduce a una distribuciongEl concepto del valob ha sido utilizado en
exponencial. Un coeficiente de sesgel  procesos de conservacion térmicos asi como
indica que la curva es sesgada a lao térmicos. El objetivo de investigar la
derecha, mientras qua < 1 indica que dependencia de la temperatura en
esta sesgada a la izquierda; y uninactivacion térmica es para poder calcular el
distribucion con un valor de = 1 indica tratamiento necesario en combinaciones
que ésta es simeétrica (Alzamoed al, tiempo-temperatura en la pasteurizacion o
2008). esterilizacion de alimentos (Mafadt al,

2002). Por ejemplo, para tratamientos de

Diferentes formas de este modelo hampasteurizacion Jay (1992) reporta valores de
sido reportadas en la literatura (Mafatt D de 0.20-2.20 min a 66°C para
al., 2002, van Boekel, 2002); sin embargcstaphylococcus aureys D de 0.50-0.60 min
la forma logaritmica decimal (ecuaciona 66°C pardoxiella burnetti.
13), la cual es similar a la ecuacion 3,
parece ser mas apropiada para describir EI concepto tradicional de D2 que
curvas de supervivencia  semi-significa la reduccion de 12 ciclos
logaritmicas: logaritmicos del numero inicial de
microorganismos, es considerado suficiente
para el procesamiento de los alimentos. El
valor D se vuelve problematico cuando
curvas de supervivencia semi-logaritmicas
donded es el primer tiempo de reduccibnexperimentalmente determinadas son
que conlleva a la reduccion de la décimalaramente no lineales. La explicacion
parte de la poblacién sobrevivientgpyes comun para hombros y colas en las curvas de
el parametro de forman(del modelo de supervivencia ha sido el considerar la
Weibull). Para el caso tradicional, cuandgresencia de sub-poblaciones de diferente
la curva de supervivencia es de primeresistencia, cada uno con su propia cinética
orden, lan es igual a uno y el parameto de inactivacion de primer orden (Peleg y
corresponde al valor clasic®. Este Cole, 1998; Peleg y Penchina, 2000; Mafart

et al, 2002; Alzamorat al, 2008).

t\P
logN = logN, — (5) (Ec.13)

17
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En la figura 3 se muestran tres ejemploempleando valoresde>1,n<1yn=1.Es
tipicos de inactivacion térmica de diferenteposible observar que los ajustes obtenidos
microorganismos (van Boekel, 2002) cuand@or la distribucion de Weibull son bastante
son descritos por la distribucion de Weibullaceptables y que para el casonde 1 (Fig.

log S
A

tiempo (min)

tiempo (min)

log S

-7

tiempo (min)

Fig. 3. Aplicaciones del modelo de Weibull: (A)
inactivacion delisteria monocytogenesn carne de pollo a
70°C;p=0.46, n= 2.1 (Murphy et al., 2000); (B) inactivacién
de Salmonella enteritidien yema de huevo + 5% NaCl +
5% sacarosa a 64°(3=0.0025, n=0.3 (Michalski et al.,
1999). (C) inactivacién d8. typhimuriunen carne molida a
57.2 °C, B=1.78, n=1.0 (Goodfellow y Brown, 1978)
(Adaptada de van Boekel,2002).
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3A) yn < 1 (Fig. 3B), en donde la tendencia
no es lineal, la aplicacion de la cinética de
primer orden no seria adecuada.

Una de las pruebas clasicas para evaluar
la aplicabilidad del modelo de Weibull
consiste en una grafica doble logaritmica de
In (-In S(X) en funcién de Irt. Se establece
qgue el modelo de Weibull aplica
adecuadamente, si se obtiene una linea recta
(Fig. 4). Esta prueba fue recientemente
aplicada por Hutchinson (2000) para el
andlisis de muerte no térmica Becherichia
coli. Otra manera de evaluar el ajuste de un
modelo, es el estudiar los residuales (la
diferencia entre las predicciones del modelo
y los valores experimentales) los cuales
deben estar distribuidos al azar. También es
frecuente usar el andlisis de confiabilidad de
los modelos con la prueba de #4 (van
Boekel, 2002).

Peleg y Cole (1998) probaron también con
éxito la aplicacion del modelo de distribucion
de Weibull para esporas dE€lostridium
botulinum y Bacillus stearothermophiluy
células de Salmonella thyphimuriumy
Listeria. monocytogenes Similarmente,
Fernandezt al. (1999), aplicaron el mismo
modelo con buenos resultados en la
destruccion térmica deB. cereus Este
modelo presenta la principal ventaja de ser
muy sencillo y suficientemente robusto para
describir tanto curvas de supervivencia
concavas hacia abajo ¢ 1) (Fig. 5) como
curvas de supervivencia concavas hacia
arriba < 1) (Fig. 6) (Mafaret al, 2002).

Se ha demostrado que el modelo de
Weibull puede ser mas realista que la
cinética de primer orden para describir la
cinética de
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Fig. 4. Aplicabilidad del modelo de Weibull para los

casos presentados en la Figura 3 (Adaptada de van

Boekel, 2002).

supervivencia (Tabla 1), por lo que van
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13) y los valored obtenidos a partir de la
cinética de primer orden, realizadas por van
Boekel (2002) (Tabla 1l). En esta
comparacion se muestra una gran diferencia
entre los valore® de la cinética de primer
orden, comparados con el obtenido con el
modelo de Weibull.

a0 50 60 70
Tiempo (minutos)

T
30

Fig. 5. Ajuste con la ecuacion 8 con datos de Mafatrt
al. (2002) de la cinética de muerte d& pumilus
calentado a 89°C (Adaptada de Mafetral., 2002).

LogN_

5y

e

2 3 9 5 6 7 8
Tiempo (minutos)

Fig. 6. Ajuste con la ecuacion 8 con datos de
Andersonet al.(1996) de la cinética de muerte @€
botulinumcalentado a 111°C (Adaptada de Mafatt
al.,2002).

Boekel (2002) sugiere que éste podria
establecer las condiciones de proceso.
Resulta interesante mostrar las

comparaciones del valoD obtenido del

modelo de Weibull,[} = [ en la Ecuacion

Los datos mostrados en la Tabla Il indica
que es muy relevante usar el modelo de
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Weibull en lugar de los valores clasicos deresentan en la Tabla 1ll. El ajuste fue
D, ya que eéstos pueden causar tantevaluado con criterio estadistico (r > 0.90),
subprocesamiento como sobreprocesamiengiendo éste bastante satisfactorio para este
(van Boekel, 2002)De hecho, si el modelo caso. A partir de estos datos se concluye que
de Weibull puede ser extrapolado, se hacel modelo de Fermi es un modelo que puede
aun posible considerar un tiempo térmico dser usado para describir y comparar modelos
muerte absoluto para los casos donde €k inhibicion. Dado que el ajuste es
parametro de formaes > 1 (probablemente adecuado, esto permite comparar el efecto de
la mayoria de los casos), como es reportados distintos factores (pH y concentracion del
por Peleg (2000). agente antimicrobiano) y sus dosis, en la
supervivencia de los microorganismos. Por
Por otra parte, Lopez-Malet al (2002), ejemplo, en la figura 7 el modelo permite
probaron la aplicabilidad de la ecuacion 6 debbservar el efecto de la disminucién del pH
modelo de Fermi a curvas de respuesta a & la inactivacion del microorganismo en
dosis antimicrobiana déspergillus flavus estudio, y en la figura 8 permite comparar el
(Figuras 7 y 8). Los parametros de regresioafecto de tres diferentes tipos de agentes
y los parametros del modeld: y k, se antimicrobianos naturales utilizados en la
reduccioén de la poblaciéon microbiana.

Tabla I. Resultados con + 95% intervalos de confianzajdstexdel modelo de Weibull a los datos reportados

Caso no. Microorganismo Medio de calentamiento ~ T(°C) B (min) n Fuente
1 Streptococcus faecalis carne de pollo molida 60 19.3:4.3 1.50.2 Ottetal., 1961
2 Listeria monocytogenes  carne de res picada 55 30.6+11.1  1.8+0.8ackey y Derrick,1990
70 0.2+0.05 1.60.3
3 Escherichia coli cerveza sin alcohol 56 1.310.4 1.5£0.3 L’Anthoén eddgiv, 1996
4 Zygosaccharomyces bailii - solucién acuosa,,a 0.963 50 25.743.8  0.6+0.09 Jermini, 1986
5 Lactobacillus delbrueckii  cerveza 51 22.1+1.3 2.940.4 L’Anthoén e Ingledew, 1996

"Adaptada de van Boekel (2002)

Tabla 1l. Comparacion del tiempo (min) necesario de caleistémpara alcanzar una reduccidn ¥ 12D en el
ntimero de células usando el clasico vBloy el modelo de Weibull, respectivamente

Casono. T (°C) Concepto 7D basado Concepto 7D basado en Contefd2D basado Concepto 12D basado en

en el valor O el modelo de Weibull en el valor O el modelo de Weibull
60 94.5 123.1 162 176.4
55 147 143.4 252 193.4
70 0.7 1.1 1.2 1.6
3 56 53 6.5 9 12.7
4 50 560 2643 960 6490
5 51 78.4 57.6 134.4 69.4

El no. de caso corresponde a los referidos enbd&aTa
4Como fue publicado en el articulo original
"Adaptada de van Boekel (2002)
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Se pueden observar diferencias en lot
valores obtenidos d¥; y k para cada agente
antimicrobiano evaluado, donde a mayor
valor de X;, menor es el efecto del agente
antimicrobiano. Asi también se puede
observar que el incremento de Ia
concentracion del agente antimicrobiano er
el caso del eugenol tiene un efecto
significativo en la inactivacion da. flavus
ya que sus valores de son pequefios, en
comparacion con los valores de de la
vainillina y el citral (Tabla Il y Fig. 8). Por
lo tanto, los parametros de Fernx; y Kk,
resultan de gran utilidad para comparar e
efecto de distintos factores (pH vy
concentracion del agente antimicrobiano).

pH=3.5

S(X)

1000
Concentracion de sorbato de potasio (ppm)

pH=45

S(X)

L
1500

0 500
Concentracién de sorbato de potasio (ppm)

1000

Fig. 7. Curva de respuesta a la dosis Aleflavusen
agar papa dextrosa formulado conp, ®.99, pHs
seleccionados (3.5 0 4.5) y sorbato de potasio. Los
circulos son datos experimentales; las lineas son el
ajuste con el modelo de Fermi (Adaptada de Lépez-
Maloetal, 2002).

S(X)
0 500 1000 1500
Concentracion de antimicrobiano (ppm)
1 Eugenol
0.8 @
0.6
S(X) §
0.4
0.2
0
0 500 1000 1500
Concentracion de antimicrobiano (ppm)
® Vainillina
L4
@
L)
® @
L N
S(X) N
@
@
J
......... | R U S S S I |
0 500 1000 1500

Concentracion de antimicrobiano (ppm)

Fig. 8. Curva de respuesta a la dosis Aeflavusen
agar papa dextrosa formulado con actividad de agua
(aw) 0.99, pH 3.5, y antimicrobianos seleccionados.
Los circulos son datos experimentales; las lineas son
elajuste con elmodelo de Fermi (Adaptada de Lopez-
Maloetal.,, 2002).
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Tabla Ill. Parametros de regresién del modelo de Fermiaigien

para garantizar la seguridad microbiana y por
consiguiente mejorar la calidad de los

inactivacion déA. flavuscon antimicrobianos seleccionados en agar

papa dextrosa formulada copde 0.99 y diferentes pHs

- alimentos.
Antimicrobiano pH X k r
(PPm)  (ppm) :
Vainilina 45 720£27  328:30  0.928 Evaluar con mayor exactitud las curvas de
35 56717  289:18 0969  supervivencia microbiana resultaria en un
Eugenol 45 22 sl 0958 maigr entendimiento de los procesos que se
35 182+13 77+13 0.952 . . .z
Citral We  osios 17804 0o00  @Plican alos alimentos para su conservacion.
35 364+18 181+18 0.945
Sorbato de potasio 4.5 285+13 151+14 0.969
3.5 170+6 6616 0.987

*Coeficiente de regresion
"Adaptada de Lopez-Malet al. (2002)
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Resumen

Los aceites esenciales son sustancias aromatieasegencuentran en numerosas plantas. Estos pueden
ser extraidos de diferentes partes de las planta®o chojas, tallos, flores y raices. Aquellos
provenientes de especias y condimentos son cadadgztilizados en la industria de los alimentos y
farmacéutica. De los diferentes métodos de extiaade aceites esenciales, la destilacién por egrast
de vapor, la extraccion con disolventes, la extéacpor fluidos supercriticos y por medio del uso d
microondas se revisaran en este trabajo, estabtermgunas de sus ventajas y limitaciones. También
se abordard brevemente el uso de ultrasonido comMrgiamiento para la extracciébn de aceites
esenciales. Los métodos convencionales, arrastreaper y el uso de disolventes, requieren de
tiempos de extraccion prolongados; mientras queniésodos alternativos, fluidos supercriticos y
microondas, no solo requieren menores tiemposgeirdambién consumen menos energia.

Palabras clave: Aceites esenciales, extractos, destilacion por strea de vapor, extraccion por
disolvente, fluidos supercriticos, microondas,agdtnido.

Abstract

Essential oils are aromatic substances found ieraéplants, which can be extracted from leaves,
twigs, flowers, and roots. Essential oils from sgi@and condiments are increasingly used in food and
pharmaceutical industry. There are different meshfmt essential oil extraction; steam distillation,
solvent extraction, supercritical fluid extractiamd microwave extraction will be examined in this
paper, including some of their advantages andaiioits. In addition, ultrasound as a pre-treatnent
enhance extraction will be pointed out. Conventionathods such as steam distillation and solvent
extraction require long extraction times while ataive methods as supercritical fluid and microgvav
extraction reduce extraction time and energy reqguéants.

Keywords. essential oils, plant extracts, steam distillati@glvent extraction, supercritical fluids,
microwaves, ultrasound.

Introduccion para obtener aromas y sabores. En afios
recientes se han estudiado los extractos y

Los aceites esenciales y extractos de plantaseites esenciales de condimentos y especias
se han utilizado desde hace mucho tiempdesde un punto de vista funcional. Es decir,
T ) o _ se ha estudiado si los extractos o aceites
e 3 990 P12 o b 525 200 9705 esenciales tienen actividad antimicrobiana, si
Direccion electrénica: hareli.pluna@gmail.com actian como agentes antioxidantes o Si
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aportan nutrimentos. Los métodos deRevision bibliografica
obtencion de los aceites esenciales
determinan el uso de los mismos. El tipo déceites esenciales y otros extractos
disolvente puede contaminarlos o limitar su
uso, dependiendo de la toxicidad delos aceites esenciales son sustancias
disolvente y de las técnicas utilizadas para saromaticas de base lipidica encontradas
eliminacion. De ahi la importancia depracticamente en todas las plantas; son muy
investigar métodos nuevos y/o alternativosiumerosos y estan ampliamente distribuidos
para la obtencion de extractos y aceiteen las distintas partes de la planta: raices,
esenciales. tallos, hojas, flores y frutos. Los aceites
esenciales son componentes heterogéneos de
Las propiedades funcionales de logerpenos, sesquiterpenos, &acidos, ésteres,
extractos varian con la proporcion de losenoles, lactonas; separables por métodos
compuestos presentes. Para especigsiimicos o fisicos, como la destilacién, la
diferentes se obtienen respuestas diferentesfrigeracién, la centrifugacion, entre otros
en su actividad antimicrobiana de acuerdo @/asquezt al, 2001).
las condiciones en las que se procesan
(Thongson et al, 2004). Diversas El uso de los aceites esenciales de
investigaciones  demuestran que lacondimentos y especias en las industrias de
composicion de los aceites esenciales glimentos y farmacéutica es cada vez mas
extractos puede variar de acuerdo al métodgeneralizado, debido en parte a la
de extraccion utilizado. Aunque estashomogeneidad del aroma y a la minimizacién
variaciones pueden no ser importantes, sate las posibilidades de contaminacion
detectables por técnicas sensibles como haicrobiana, cuando se compara con el uso
cromatografia de gases. Las variacionegdirecto de tales especias y condimentos
radican en diferencias en la proporcion de lof/asquezt al, 2001).
compuestos e incluso en diferencias en el
ndamero de los compuestos (Sefidkeinal, Otro tipo de extracto derivado de las
2006; Guanet al, 2007; Da Portcet al, especias son las oleorresinas que estan
2009). Es importante identificar los efectosonstituidas por aceites esenciales, resinas
de diversos métodos de extraccion sobre lagganicamente solubles y otros materiales
propiedades y composicion de los aceiteselacionados como acidos grasos no volatiles.
esenciales y otros extractos obtenidos. La cantidad de lipidos depende de la materia
prima y el disolvente usado en la extraccion.
Por todo lo anterior, en este trabajo séas semillas tendran una fraccion lipidica
revisaran algunos de los meétodos denayor que otras partes de la planta (Farrel,
extraccion convencionales mas utilizados y985). En las oleorresinas, los componentes
algunos métodos alternativos, asi como suwieben estar en la misma proporciéon que en la
principales  ventajas y limitaciones. especia original. Las resinas y lipidos actian
Concretamente, se revisaran la destilaciocomo fijadores naturales de los compuestos
por arrastre de vapor, extraccion cormas volatiles de los aceites esenciales.
disolventes, extraccion por  fluidos Algunas son dificiles de manejar por su
supercriticos y extraccion por microondasviscosidad y su adherencia. Pueden agregarse
También se discutiran brevemente los efectastros compuestos como aceite esencial,
de pre-tratamientos con ultrasonido de bajaiacilglicéridos con el fin de estandarizar las
frecuencia sobre la extraccion de aceitesleorresinas para obtener productos de mayor
esenciales. calidad (Farrel, 1985).
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Los aceites esenciales son los principalesrrastre”, pero en realidad su funcion no es la
constituyentes del aroma y sabor de lade "arrastrar" el componente volatil, sino
especias. Estos son destilados por arrastre dendensarse formando otra fase inmiscible
vapor sencillo, en seco, a vacio u obtenidogue cederd su calor latente a la mezcla a
por presion en frio (Farrel, 1985). Lasdestilar para lograr su evaporacion. En este
especias y sus aceites esenciales presentarcdso se tendra la presencia de dos fases
propiedad de inhibir el crecimiento deinmiscibles a lo largo de la destilacion
microorganismos, expresada como activida¢brganica y acuosa), por lo tanto, cada
antimicrobiana, actuando como agentefquido se comportard como si el otro no
bacteriostaticos o0 antifingicos. Estasstuviera presente. Es decir, cada uno de
propiedades se han conocido durante siglosllos ejercera su propia presion de vapor y
La canela, el comino y el tomillo secorrespondera a la del liquido puro a una
utilizaban en el antiguo Egipto en lostemperatura de referencia (Wankat, 1988).
embalsamamientos; en India y China paréa condicion mas importante para que este
conservar alimentos y como remediogipo de destilacion pueda ser aplicado es que
medicinales. Otra propiedad funcional de losanto el componente volati como una
aceites esenciales es la de actuar commpureza sean insolubles en agua, ya que el
antioxidantes, retrasando o inhibiendo Igroducto destilado (volatil) formara dos fases
oxidacion de aceites y lipidos en general. Lal condensarse, lo cual permitira la
canela presenta este tipo de actividad, peseparacion del producto y del agua
no es tan efectiva como la mostrada por logcilmente. La presion total del sistema sera
aceites de romero, salvia y orégano (Hirasal suma de las presiones de vapor de los
Takemasa, 2002). componentes de la mezcla organica y del

agua. Sin embargo, si la mezcla a destilar es

Los aceites esenciales se caracterizan pan hidrocarburo con algun aceite, la presion
sus propiedades fisicas, como densidadie vapor del aceite al ser muy pequefia se
viscosidad, indice de refraccion y actividadconsidera despreciable.

Optica. La mayoria de los aceites esenciales

tiene una densidad menor a la del agua En la destilacion por arrastre es posible
excepto los aceites de almendras amargagilizar un gas inerte para el arrastre (Fair,
mostaza, canela, perejil o clavo. El indice d&987). Sin embargo, el empleo de vapores o
refraccion es una propiedad caracteristica dgases diferentes al agua implica problemas
cada aceite esencial y cambia cuando éste adicionales en la condensacién vy
diluye o mezcla con otras sustancias (Ortufidgecuperaciéon del destilado o gas. El

2006). comportamiento que tendra la temperatura a
lo largo de la destilacion serd constante, ya
Métodos de extraccion que no existen cambios en la presion de
vapor o en la composicion de los vapores de
Destilacién por arrastre de vapor la mezcla, es decir, el punto de ebullicion

permanecera constante mientras ambos
En la destilacién por arrastre de vapor ddéiquidos estén presentes en la fase liquida. En
agua se lleva a cabo la vaporizacion selecti momento que uno de los liquidos se
del componente volati de una mezclaelimine por la propia ebullicion de la mezcla,
formada por éste y otros "no volatiles". Lola temperatura ascendera bruscamente
anterior se logra por medio de la inyeccioriWankat, 1988). Existe una gran diferencia
de vapor de agua directamente en el seno éatre una destilacion por arrastre y una
la mezcla, denominandose este "vapor d&mple, ya que en la primera no se presenta
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un equilibrio de fases liquido-vapor entre losaracteristicos de muchos disolventes
dos componentes a destilar como se da en ¢aganicos voléatiles (Martinez, 2003).
destilacion simple. Por lo tanto, no es posible
realizar diagramas de equilibrio, ya que en el Algunos disolventes utilizados en este
vapor nunca estara presente el componenteétodo de extraccion tienen restricciones en
"no volatil" mientras esté destilando elcuanto a los residuos maximos que pueden
volatil. Ademas, en la destilacion por arrastrelejarse cuando los aceites esenciales son la
de vapor el destilado obtenido serd puro emateria prima en las industrias de los
relacion al componente no volatil (aunqueperfumes o alimentos. Estos limites varian de
requiera de una decantacion para seacuerdo a las diferentes legislaciones. Los
separado del agua), algo que no sucede endmolventes derivados del petréleo, como éter
destilacion simple, en la cual el destiladdietilico, ciclohexano, hexano, acetato de
sigue presentando ambos componentesetilo, propanol, etc., son toxicos al
aunque mas enriquecido en alguno de ellogmhalarlos y al contacto con la piel, y
Por otra parte, si este tipo de mezclas codependiendo del tiempo de exposicion sera la
aceites de alto peso molecular fueragravedad de los efectos. Los extractos
destiladas sin la adicion del vapor seobtenidos con este tipo de disolventes suelen
requeriria de gran cantidad de energia paser mas oscuros, ya que llegan a arrastrar
calentarlas y se emplearia mayor tiempaalgunos pigmentos, su solubilidad en alcohol
pudiéndose descomponer si se trata d#iluido es menor y se recuperan muchos
aceites esenciales. compuestos de tipo aroméatico. El disolvente
con el aceite esencial se filtra y se evapora a
La destilacion por arrastre de vapor somresion atmosférica y/o a vacio. Los restos de
gue es un método sencillo y de bajo costalisolvente deben separarse a temperatura
pero su inconveniente es que requiere largdsja (Ortuiio, 2006).
periodos de tiempo y tiene rendimientos
bajos en comparacion con otros métodos En este tipo de procedimientos se obtienen
(Sefidkonet al, 2006; Guaret al, 2007, Da masas viscosas, segun la materia prima, que

Portoet al, 2009). contienen el aceite esencial, grandes
cantidades de ceras, resinas y pigmentos, que
Extraccion con disolventes se eliminan realizando extracciones con

alcohol, enfriando a-13°C, filtrando vy
En el método de extraccion con disolventesvaporando el alcohol (Ortufio, 2006). Los
volétiles, la muestra seca y molida se pone anétodos mas usados a nivel laboratorio son
contacto con disolventes organicos taleextraccion por reflujo y mediante equipo
como alcohol y cloroformo, entre otros.Soxhlet (Thongsoret al, 2004; Proestos y
Estos disolventes solubilizan la esencia peromaitis, 2006). Otro tipo de extraccion por
tambien solubilizan 'y extraen otrasdisolventes, mayormente usada a nivel
sustancias tales como grasas Yy ceraRboratorio, es la maceracién o extraccion
obteniéndose al final una oleorresina o umlcohdlica, en la cual la materia organica
extracto impuro. Se utiliza a escala deeposa en soluciones de alcohol por periodos
laboratorio porque a nivel industrial resultade tiempo definidos. Los aceites esenciales
costoso por el valor comercial de losson recuperados evaporando el alcohol,
disolventes, porque se obtienen esenciageneralmente en rotavapores (Chetaal,
contaminadas con otras sustancias, y ademzag08).
por el riesgo de explosion e incendio
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La extraccion con disolventes tienecomprimido, disminuyendo la cantidad de
importantes desventajas. Ademas de queeras en el extracto (Gaspral, 2000). La
requiere de periodos de tiempo relativamentBigura 1 esquematiza un proceso de
largos, los aceites esenciales obtenidosxtraccion con C® El gas es enfriado y
contienen trazas de los disolventes utilizadoslespués presurizado con una bomba. La
limitando su uso en la industria de lospresion y temperatura de extraccidon son
alimentos, la industria cosmética ocontrolados por un regulador de
farmacéutica (Khajeh et al, 2004; contrapresiony un calentador. A la salida del
Danjanovt et al, 2005; Khajefet al, 2005; recipiente de extraccion el gas es expandido

Vagi et al, 2005; Guaret al, 2007). en una valvula antes de entrar al primer
colector, que se encuentra casi a temperatura
Extraccion por fluidos supercriticos ambiente. La corriente de salida es llevada a

una temperatura de 40°C a 45°C y expandida
La extraccion por fluidos supercriticos es una presion atmosférica en otra valvula,
operacion unitaria que explota el podedespués pasa a dos colectores frios en
disolvente de fluidos supercriticos enparalelo. La velocidad de flujo en la dltima
condiciones encima de su temperatura parte del proceso es monitoreada con un
presion criticas. Es posible obtener extracta®tametro y un flujometro de gas, antes de
libres de disolvente usando fluidosdescargar el CO El extracto es colectado a
supercriticos y la extraccion es mas rapidantervalos cerrando la vélvula que estaala
gue con la utilizacion de disolventessalida del recipiente deextraccion para lavar
organicos convencionales. Estas ventajas st tuberia al primer colector con disolvente
debidas a la alta volatilidad de los fluidoscaliente, de la bureta, que se encuentra en la
supercriticos  (gases en  condicioneparte superior. El extracto obtenido del
ambientales normales) y a las propiedades ¢geimer colector es mezclado con el del
transporte mejoradas (alta difusividad y bajgegundo para un volumen dado de disolvente
viscosidad). Usando diéxido de carbono, en retenido para analizar los aceites esenciales
particular, el tratamiento es a temperaturg ceras cuticulares contenidas (Gasgtaal,
moderada y es posible lograr una alt2000).
selectividad de micro-componentes valiosos
en productos naturales. La selectividad del Entre las ventajas de la extraccion por
CO, también es apropiada para la extracciéfiuidos supercriticos s e encuentran: (a) que
de aceites esenciales, pigmentodps tiempos de extraccion se reducen; (b) se
carotenoides antioxidantes, antimicrobianosbtienen rendimientos mayores; (c) es
y sustancias relacionadas, que son usadpesible seleccionar sustancias y la
como ingredientes para alimentos, medicinasomposicion de los extractos, cambiando los
y productos de perfumeria y que sorparametros de extraccion; y (d) se requiere
obtenidas de especias, hierbas y otramenos energia. La principal desventaja es
materiales biolégicos (Del Valle y Aguilera, que ceras cuticulares y compuestos de alto
1999). peso molecular son extraidos junto con el

aceite esencial (Khajehet al, 2004,

La extraccion de compuestos fendlicos yYanjanovt et al, 2005; Khajelet al, 2005;
pigmentos se ve favorecida con el uso de cd/agi et al, 2005; Guaret al, 2007; Yamini
disolventes, como etanol, junto al £&gun et al, 2008).

Vatai et al (2009). La eficiencia de la
extraccion se mejora de forma importante
cuando la muestra se pre-trata con,CO
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Fig. 1. Esquema de un aparato de extraccion con CO,.C: Contenedor de CO2; Hl:
intercambiador para enfriamiento; P: comba; BPR: regulador de contrapresion; H2:

intercambiador para suministrar calor; E:

recipiente de extraccion, WS: bureta con

disolvente; Cl: primer colector; C2: colectores en paralelo: V(0,1,2,3): valvulas. Adaptado

de Gaspar et al. (2000)

Extraccién por microond:

El uso de microondas es otra alternativa |
la extraccion de aceites esenciales.

técnica puede utilizarse asistiendo un met
convencional como la hid-destilacion o
adaptando un equipo para establecerlo c
un método idependiente, como la extracci
por microondas sin disolvente (Kimbalet
al., 2006; Bayramoglu et al, 2008;
Golmakani y Rezaei, 2008; Boustet al,
2009). La extraccion por microondas

disolvente, SFME qolvent free microwav
extractior) por sus gilas en inglés, combir
el calentamiento por microondas Yy

destilacion seca. No se necesita agr
ningun disolvente o agua si se emg
material fresco. En caso de que el matt
esté seco, éste se rehidrata remojandol
agua y drenando el excesotes de la
extraccion. Los equipos para llevar a ¢
esta técnica se pueden adaptar modifice
un horno de microondas convenciol
haciendo un orificio en la parte superior «

conecte un matraz de fondo plano con
aparato de refrigeracion (un consador
conectado a un tubo de separacion
gravedad, por el que pasa una corrientt
agua fria), sellando la conexién con el hc
para evitar la fuga de microonc
(Bayramogluet al, 2008). De igual forma, |
hidro-destilacion asistida con microonc
adapta un aparato de destilacién a un h
de microondas (Kimbariset al, 2006;
Golmakani y Rezaei, 2008). En la Figura -
muestra el esquema de un equipo
laboratorio para este tipo de método
extraccion.

La extraccion por microondas ofre
beneftios como una reduccién considers
del tiempo y del consumo de ener
(Kimbaris et al, 2006; Bayramogltet al,
2008; Golmakani y Rezaei, 2008; Bouset
al., 2009). Este método puede realizars
gran escala con reactores de microon
pero se reqeren altos niveles de seguric
(Bousbiaet al, 2009).
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Condensador

Aceite

esencial

Fase acuosa

—————

Tubo de reflujo de agua

Horno de
microondas

Matraz

Material y agua

©

Fig. 2. Representacion esquematica de un equipo de hidrodestilacion
asistida con microondas. Adaptado de Golmakani y Rezaei (2008).

Para el método conocido como hi-
difusibn de microondas y graved:
microwave hydrodiffusion and gray,

Bousbia et al (2009) proponen que
transferencia de masa y de calor durant
proceso ocurre en la misma direccion, de
el interior del material hacia el exterior. E
permite que el aceite esencial y el adn
situ del material, sean extraidos (hi-
difusidén)y sean separados por gravec

Efecto de prdratamientos con ultrasonic
de baja frecuencia

El ultrasonido se encuentra en la regior
frecuencias entre 18 kHz y 100 MHz; put
dividirse en ultrasonido de alta intensid
con frecuencias bajas, entrO y 100 kHz y
ultrasonido de diagnéstico entre 1y 10 M
El ultrasonido de alta intensidad tiene
capacidad de inducir cavitacion. Tambiér
ha considerado una fuente potencial |
incrementar la reactividad quimica. Pu
usarse en diversos proce quimicos e
industriales (Bendicho y Lavilla, 200

30

El ultrasonido se aplica como u
alternativa de extraccion o para asistir
procesos de extraccion de compone
volatiles de plantas, incluyendo acei
esenciales. La proporcién encomposicion
de los extractos y el rendimiento de é:
depende de la temperatura a la que se ll¢
cabo el proceso y del disolvente, o mezcl
disolventes, que se utilicen (Proestos
Komaitis, 2006).

En general, la aplicacion de ultrasonidc
baja fecuencia o alta intensidad, increme
la eficiencia de la extraccion y reduce
tiempo de ésta (Thongsoet al, 2004,
Proestos y Komaitis, 2006). Tambi
disminuye el riesgo de degradacion térm
cuando la extraccion se realiza
temperaturas de 25°C(Kimbaris et al,
2006). La desventaja de la implementac
de ultrasonido es que involucra el uso
disolventes orgéanicos.
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Potencial antimicrobiano de los aceites esencialde orégano
(Origanum vulgare) y canela Cinnamomum zeylanicum)

A. l. Gbmez — Sanchez* y A. LOpez — Malo

Departamento de Ingenieria Quimica y Alimentosyersidad de las Américas Puebla.
San Andrés Cholula, Pue., México.

Resumen

Actualmente, el uso de antimicrobianos naturaleslenentos es de especial interés, debido a la
creciente demanda de los consumidores por alimesaloslables y libres de aditivos sintéticos. Por

ello, el objetivo de esta revisibn es mostrar depcial antimicrobiano de los aceites esenciales de
orégano Qriganum vulgarg y canela Cinnamomum zeylanicymSe presentan para las principales

variedades de orégano y canela los métodos deaidmiede sus aceites esenciales y se reporta su
composicion quimica, asi como la actividad antiohana y los mecanismos de accién de sus
principales componentes. Finalmente, se menciolgumas aplicaciones de estos antimicrobianos

naturales en alimentos. Se concluye que el poteaci@microbiano de los aceites esenciales de

orégano y canela se debe a la accién individuahérgica de sus componentes sobre la integridad
celular de los microorganismos; de tal forma, elomimiento de los mecanismos de accién de sus
componentes es de gran importancia y apoyo paadetuada aplicacion como antimicrobianos en las
tecnologias de elaboraciéon y conservacion de atimsen

Palabras clave: Aceites esenciales, canela, orégano, antimicrobian
Abstract

The use of natural antimicrobials in foods is altyuaf special concern, due to the increasing desinan
by consumers for healthy and synthetic additives foods. Therefore, the focus of this review is to
present the antimicrobial potential of the oregé@dganum vulgarg and cinnamonGinnamomum
zeylanicunh essential oils. The main varities of oregano amhamon spices are cited, and the
extraction methods for obtaining them. Furthermosgdies showing chemical composition,
antimicrobial activity and the antimicrobial actiomechanisms of these are described. Finally, some
applications of these essential oils in foods dtedc As a conclusion, it is remarked that the
antimicrobial potential of the oregano and cinnamessential oils is due to the individual or
synergistic action of their components on the icgdgrity of the microorganisms; thus, the knowledg
on composition and antimicrobial activity of thesestial oils is important in order to apply them fo
the processing and preservation of foods.

Keywords. Essential oils, cinnamon, oregano, antimicrobials.
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Introduccion A pesar de las investigaciones realizadas,
poco es conocido acerca de estos mecanismos.
El uso de agentes antimicrobianos efEn términos generales, se atribuye la accion
alimentos ha sido estudiado desde hacantimicrobiana al deterioro de la membrana
varias décadas y se ha demostrado que leslular de los microorganismos, afectando con
hierbas, plantas y especias (0 susllo su permeabilidad, favoreciendo el flujo de
componentes y aceites esenciales) tiengirotones, la alteracion de los sistemas
propiedades bactericidas y fungicidasenzimaticos y la produccion de energia
ademas de actuar como ingredienteDenyer y Hugo, 1991; Helandet al., 1998;
tradicionales y saborizantes en lodJlteeet al.,1999; Tassoet al.,2000).
alimentos. Actualmente, los consumidores
demandan productos alimenticios mas El uso potencial de los aceites esenciales
seguros, naturales y saludables, por lo qusomo antimicrobianos naturales, aunado a la
la investigacion de los antimicrobianosaceptacion organoléptica, ha sido reportado en
naturales cada vez cobra mayoquesos, productos de panaderia, carnes,
importancia. pescados y mariscos, y frutas y verduras.
(Smith-Palmer et al., 2001; Quintavalla y
Recientes investigaciones cientificasvicini, 2002; Roller y Seedhar, 2002; Guynot
indican que especias tales como la canekt al.,2003).
(Cinnamomum zeylanicyny el orégano
(Origanum vulgarg poseen propiedades EIl objetivo de este trabajo es mostrar el
antimicrobianas, lo cual justifica su adicioncaracter antimicrobiano de los aceites
como conservadores en los alimentogsenciales de orégano y canela, mediante el
procesados; asimismo, y de manerastudio de su composicion quimica, de los
complementaria, el sabor de estas especiagecanismos de accién de sus principales
puede contribuir a las caracteristicacxomponentes y de su actividad antimicrobiana
sensoriales de sabor y olor en los alimentog reportada, asi como su potencial aplicacion
en los cuales se apliquen (Burt, 2004en productos alimenticios.
Coronel, 2004, Cristargt al, 2007; Lépez-
Malo et al, 2007).

En este sentido, ha sido ampliament&evision bibliografica
estudiado y demostrado que los aceites
esenciales de orégano y canela asi con@®eneralidades

sus  principales  componentes, los
monoterpenos carvacrol y timol enLos aceites esenciales derivados de plantas o
orégano, y aldehido cinamico especias han sido ampliamente estudiados por

(cinamaldehido) y eugenol en canelasus actividades fungicidas, insecticidas y
poseen propiedades antibacterianas antimicrobianas, y se ha encontrado que los
fungicidas significativas. Por lo anterior, esaceites esenciales de tomillo, orégano, menta,
importante conocer los mecanismos deanela, salvia y clavo poseen las mas potentes
accion antimicrobiana de los aceitepropiedades antimicrobianas de entre muchos
esenciales y sus componentes, ya que ¢obados (Kalemba y Kunicka, 2003).
ello depende su adecuada y correctAsimismo, ellos son compuestos GRAS
aplicacion en los alimentos. (Generalmente Reconocidos como Seguros) y
se usan comunmente en medicina naturista,
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como saborizantes y aromatizantes e la extraccion con disolventes orgénicos los
alimentos, y en la industria de fragancias. métodos de extraccion mas comunes (Burt,
2004). Por otra parte, la extraccion supercritica
Se ha reportado en forma general que ezon dioxido de carbono liquido a bajas
el orégano mediterrdneo Ofiganun temperaturas y altas presiones produce aceites
vulgare la concentracion de aceite esenciaésenciales con caracteristicas sensoriales mas
es de 1.1% (Belitzet al, 2004), o de aceptables, pero la desventaja de este método
alrededor del 2% (Tainter y Grenis, 1993)es su elevado costo (Simaneli al., 1998).
mientras que Russet al.(1998) y Miloset  Adicionalmente, Packiyasothy y Kyle (2002)
al. (2000) indican que en la subespecisefialan que el tipo de método de extraccion
Origanum vulgaressp.hirtum el contenido influye en la composicion de los aceites
de aceite esencial extraido a partir de lassenciales, y por consiguiente en sus
hojas secas varia entre 2% y 6%propiedades antimicrobianas. Por otra parte,
Asimismo, existe otro tipo de orégano decon el fin de prevenir cambios en la
género diferente al mediterranebippia composicion de los aceites esenciales, se
graveolens o Lippia  berlandierj recomienda almacenarlos en recipientes
denominado orégano mexicano, el cuasellados y en ausencia de luz (Burt, 2004).
posee una concentracion mas alta de aceite
esencial, de alrededor al 4% (Tainter y EXxisten numerosos reportes en los cuales se
Grenis, 1993). ha analizado la composicion de los aceites
esenciales de especias y plantas, lo cual se
Respecto a la canela, las especies mélsva a cabo mediante cromatografia de gases y
comunes sonCinnamomum zeylanicum espectrometria de masas (Salzer, 1977; Wilkins
“canela verdaderaCinnamomum loureirii 'y Madsen, 1991; Dafereraet al., 2000;
o “casia de Saigbn o viethamita”, Jerkovicet al.,2001). Se ha encontrado que los
Cinnamomum cassia “casia 0 canela principales componentes presentes en los
china”, y Cinnamomum burmanniio aceites esenciales son mono y sesquiterpenos,
“canela de Batavia’. El reporte delfenolesy fenol-éteres (Beligt al.,2004).
contenido de aceite esencial extraido de la
corteza de los arboles de dichas especies esSenatore (1996) y Russet al. (1998)
variable entre autores, encontrandose entiedican que puede haber méas de 60
0.5% a 1.0% (LOpez-Malet al.,2005a), o componentes individuales en los aceites
entre 1.5% a 3.0% (Tainter y Grenis,esenciales. Asimismo, Bauest al. (2001)
1993). seflalan que los principales componentes
constituyen hasta el 85% de la composicidon
Obtencién y composicion de los aceitesotal de un aceite esencial, mientras que otros
esenciales de orégano y canela componentes se encuentran simplemente como
trazas. A continuacion, en la Tabla I, se
Para la obtencion a nivel comercial o erpresentan los principales compuestos en los
planta piloto de los aceites esenciales daceites esenciales de orégano y canela, los
especias y plantas, existen varios métodosuales exhiben propiedades antimicrobianas.
siendo la destilacion con arrastre de vapor
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Tabla I. Principales compuestos con actividad antimicrobieméos aceites esenciales de carCinnamomum zeylanict) y oréganoOriganum vulgar)

Nombre comin ~ Nombre cientifico Compuesto Concentracion%) Referencia
Canela Cinnamomum zeylanicum Trans-cinamaldehido 50-80  Belitzetal., 2004; Burt, 2004
Eugenol 10
Safrol 0-11
Linalol 10-15
Orégano Origanum vulgare Carvacrol 0-80 Barattaet al., 1998; Russet al., 1998;
Timol 0-64 Belitz et al., 2004; Burt, 2004
y-Terpineno 2-52
p-Cimenc 0-52

Como se observa, los componentes ddélctividad antimicrobiana de los aceites
aceite esencial de orégano son los fenolesenciales
carvacrol y timol y los monoterpenos
hidrocarburosy-terpineno y p-cimeno, los Una medida de la actividad antimicrobiana
cuales son precursores biolégicos detle los aceites esenciales que es reportada por
carvacrol y el timol; estos cuatro compuestota mayoria de los investigadores es la
constituyen entre el 80% y 90% de laconcentracion minima inhibitoria (CMI). Sin
composicion total del aceite esenciakembargo, auln existen diferencias en la
(Kokkini et al., 1997). Asimismo, el aceite definicion de este término entre los diversos
esencial de canela estd compuestautores; asi, las definiciones mas usadas se
principalmente de trans-cinamaldehido @resentan en la Tabla Il.
aldehido cinamico, y en menor grado de
eugenol (Bullermamt al.,1977; Juglakt al., Algunas CMI reportadas para el aceite
2002). esencial de orégano, en unidades de pL/mL,

obtenidas de prueb#s vitro contra bacterias

Distintos estudios indican que lapatdogenas son: 2.1 paiascherichia coli,
composicion de los aceites esenciales de uistaphylococcus aureus, Salmonella
especie particular de planta es afectada ptyphimurium, Candida albicang Klebsiella
diversos factores, entre ellos el origerpneumoniae, de 2.5 para Enterococcus
geografico de la planta, la estacion del afio daecalis, y de 20.0 paraPseudomonas
cosecha e incluso la parte de la planta deeruginosa(Prudentet al.,1995; Hammeet
donde proviene el aceite (Arras y Grellaal., 1999; Burt y Reinders, 2003); asimismo,
1992; Marroti et al., 1994; Russoet al., Caccioni y Guizzardi (1994) reportan para
1998; Faleiroet al, 2002). De igual forma, carvacrol un valor de CMI de 250 pg/mL en
ha sido reportado que especies del géneRenicillium digitatum. Respecto al aceite
Origanum se caracterizan por teneresencial de canela, aldehido cinamico y
diferencias tanto en el contenido de aceiteugenol, se han reportado valores de CMI de
esencial como en su composicion quimica, 00 ppm, 150 ppm y 125 ppm,
se ha observado que los contenidos de timedspectivamente, parsspergillus parasiticus
y carvacrol varian aun entre plantas de |@Bullermanet al., 1977), y valores de CMI
misma especie (Kokkini y Vokou, 1989;en fase gaseosa de 438.6 a 877.19 pL/L de
Vokou et al.,1993; Kokkiniet al.,1997).
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aire para los génerosAspergillus y citoplasmica de los microorganismos, la cual
Penicillium (Coronel, 2004). de esta forma pierde su impermeabilidad a
los protones y a iones de tamafio superior,

Tabla Il . Diversas definiciones de Concentracion Minimabitria (CMI)?

Definicion Referencia
Minima concentracién para mantener o reducir Carsoret al. (1995)
la viabilidad del in6culo
Minima concentracién requerida para la inhibiciompleta Wan et al. (1998); Canillac y Mourey (2001)
del organismo de prueba en 48 horas de incubacion
Minima concentracién para inhibir el crecimientsibie del ~ Karapinar y Aktug (1987); Onawunmi (1989)
organismo de prueba Hammer et al. (1999); Delaques al. (2002)
Minima concentracién para lograr una disminucion Consentincet al. (1999)
significativa (mayor al 90%) en la viabilidad debculo
“Adaptado de Burt (2004)

Debido al interés por el potencial uso ddavoreciendo el flujo de electrones y de otros
los aceites esenciales de especias y plantegntenidos celulares. La pérdida prolongada
como  antimicrobianos  naturales  ende estas particulas y compuestos conduce a la
alimentos, Lamberntt al. (2001) sefialan que muerte de los microorganismos (Denyer y
existe actualmente una demanda crecientéugo, 1991; Davidsor993; Sikkemaet al,
por obtener en forma precisa los valores d&994; Helandeet al.,1998).

CMI de los diversos aceites esenciales, con la

finalidad de establecer un balance entre la Los componentes de los aceites esenciales

aceptacion  sensorial 'y la eficaciaparecen actuar también en las proteinas

antimicrobiana, lo cual puede lograrsecelulares de la membrana citoplasmica y

realizando estudiosn vitro e in vivo, y afectar a enzimas del ATP, las cuales se

considerando las limitaciones que existen eancuentran rodeadas de moléculas lipidicas.

los métodos de determinacion. Los mecanismos sugeridos indican que las
moléculas de monoterpenos se acumulan en

Mecanismos de accién de los principaleda bicapa lipidica, lo que hace posible la

componentes de los aceites esenciales interaccion directa de estos compuestos
lipofilicos con las partes hidrofébicas de las

A pesar de que los posibles modos de accigoteinas (Sikkemaet al, 1995; Gill vy

de los compuestos presentes en los aceitewlley, 2006; Turinat al.,2006).

esenciales han sido reportados en diversas

investigaciones (Wilkins y Board, 1989;Carvacrol, timol y p-cimeno. Los

Beuchat, 1994; Nychas, 1995; Sofelsal., principales componentes a los cuales se

1998; Davidson, 2001), estos mecanismoatribuye la accién antimicrobiana del aceite

aun no estan completamente claros. esencial de orégano son los monoterpenos
carvacrol, timol, p-cimeno y y-terpineno

La actividad antimicrobiana de los aceite¢Baratta et al., 1998; Russoet al., 1998;
esenciales es debida al caracter hidrofébico Belitz et al.,2004; Burt, 2004). En la Fig.1 se
lipofilico de los monoterpenos y compuestosnuestran las estructuras quimicas de estos
fendlicos que contienen. Estos actlawompuestos.
rompiendo los ipidos de la membrana
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Carvacrol

i {:]-IJ E’.’H;
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32
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Fig. 1. Estructuras quimicas de carvacrol, timol, cimgterpineno (Adaptado de Lopez-Maéi al.,2000)

Es sabido que la estructura quimica de
los componentes de los aceites esenciales
afecta su modo de accion y su actividad
antimicrobiana, por lo que se confirma la
importancia de la presencia del grupo
hidroxilo en los compuestos fendlicos
carvacrol y timol (Dorman y Deans, 2000;
Ulteeet al.,2002; Veldhuizeret al.,2006).

El timol es estructuralmente similar al
carvacrol, ya que difiere en la localizacion
del grupo hidroxilo en el anillo fendlico;
ambas sustancias parecen afectar la
permeabilidad de la membrana celular
(Lambertet al.,2001).

Dorman y Deans (2000) y Veldhuizenh
al. (2006) al trabajar con carvacrol en la
inhibicion de Escherichia coli vy
Staphylococcus aureug otras bacterias
patégenas, sugieren que las principales
caracteristicas antimicrobianas del
carvacrol se deben a la presencia del grupo
hidroxilo y los electrones deslocalizados
del anillo bencénico.

Estudios realizados por Ulteet al
(1999, 2000 2002) referentes a la
inhibicion deBacillus cereugor carvacrol
muestran que este compuesto interactia
con la membrana celular, en la que se
disuelve en la bicapa de los fosfolipidos y
se alinea entre las cadenas de los &cidos
grasos; esta distorsion de la estructura
fisica de la membrana celular ocasiona su
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expansion e inestabilidad, incrementando el
flujo de iones y la permeabilidad pasiva.
Asimismo, se observd que los niveles de
ATP intracelular disminuyeron, lo cual
indicé una disminucion en la sintesis del
ATP, o incremento en su velocidad de
hidrdlisis. Por otra parte, el gradiente de pH
a través de la membrana celular se debilito,
y los niveles intracelulares de iones potasio
disminuyeron. Aunado a esto, Ultee y Smid
(2001) determinaron que el carvacrol
inhibe la produccion de su toxina,
atribuyendo el modo de acciébn a dos
teorias: 1) la excrecion de toxinas es un
proceso activo, y la cantidad de ATP
presente puede ser insuficiente para su
liberacion al exterior de la célula, y 2) la
disminucion en la velocidad de crecimiento
de la bacteria implica que las células usan
toda la energia disponible para permanecer
con vida, dejando muy poca cantidad para
la produccion de toxinas.

Juven et al. (1994) estudiaron la
actividad antimicrobiana del timol contra
Salmonella typhimuriuny Staphylococcus
aureus,sefialando que el timol se enlaza a
las proteinas de la membrana celular
mediante puentes de hidrégeno, cambiando
asi la permeabilidad de la membrana.
Asimismo, indicaron que el timol es mas
inhibitorio a pH de 5.5 que a 6.5, ya que a
pH de 5.5 la molécula de timol se
encuentra no disociada, es mas hidrofébica
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y puede enlazarse mejor a las areas
hidrofobicas de las proteinas y disolverse
mejor en la fase lipidica de la membrana
celular.

Helanderet al. (1998) indican que el
carvacrol y el timol desintegran la
membrana celular de las bacterias gram-
negativas, ocasionando la liberacion de
lipopolisacaridos e incrementando la
permeabilidad de la membrana al ATP. Por
otra parte, Dafereraet al. (2000)
encontraron que el carvacrol y el timol
parecen tener efectos aditivos en la
inhibicion de mohos, al trabajar con
Penicillium digitatum ya que al comparar
las actividades fungicidas entre las especies
de oréganoOriganum vulgarecon 71%
carvacrol-timol del total y Origanum
dictamuscon 78% de timol del total, y de
tomillo con 66% carvacrol-timol del total,
la especieOriganum vulgare y el tomillo
fueron mas toxicos, atribuyendo este efecto
a la sinergia de carvacrol-timol.

Respecto alp-cimeno, este compuesto
tiene las siguientes caracteristicas: es
precursor biolégico del carvacrol, es
hidrofébico y causa turgencia en la
membrana citopldsmica en mayor grado
que el carvacrol (Ulteeet al., 2002).
Diversas investigaciones (Juveet al.,
1994; Dorman y Deans, 2000); Juliaab
al., 2000) indican que gb-cimeno carece
de actividad antimicrobiana cuando se usa
solo, pero que al combinarse con carvacrol,
presenta  sinergismo, facilitando el
transporte de este Ultimo a través de la
membrana citoplasmica. Mas aun, Cristani
et al. (2007) demostraron la eficacia
antimicrobiana de los monoterpenos
carvacrol, timol, y-terpineno y p-cimeno
actuando juntos, contra las bacterias
Staphylococcus aureysEscherichia coli

Aldehido cinamico (trans-
cinamaldehido) y eugenol.La accién

antimicrobiana del aceite esencial de canela
es atribuida principalmente al aldehido
cindmico y al eugenol (Barat& al., 1998;
Russcet al.,1998; Belitzet al, 2004; Burt,
2004). En la Fig.2 se presentan las
estructuras quimicas de estos compuestos.

OH

CH=CHO OCH3

Aldehido cmamico
CH,CH=CH,

Fugenol

Fig. 2. Estructuras quimicas de aldehido cinamico y
eugenol (Adaptado de Lopez-Madbal.,2000)

El modo de accion antimicrobiana del
aldehido cinamico fue estudiado en
Enterobacter aerogengsor Wendakoon y
Sakaguchi (1995)y radica en la union del
grupo carbonilo a las proteinas celulares,
evitando asi la accion de las enzimas
amino-acido-descarboxilasas. De igual
forma, en otros estudios Helandet al.
(1998) determinaron la inhibicion de
Escherichia colly Salmonella typhimurium
con aldehido cinamico, y observaron que
no hubo desintegracion de la membrana
celular externa ni agotamiento del ATP
intracelular.

Estudios realizados por Thoroski (1989)
referentes a la actividad antimicrobiana del
eugenol enBacillus cereus sefialan la
inhibicion de la produccion de amilasas y
proteasas, asi como el deterioro de la pared
celular y una elevada ruptura celular. De
igual forma, Wendakoon y Sakaguchi
(1995) determinaron que el grupo hidroxilo
del eugenol se enlaza a las proteinas,
blogueando Ila acciébn enzimatica en
Enterobacter aerogenes.
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Por otra parte, Moleyar y Narasimham
(1992) observaron sinergismo entre el
aldehido cinamico y el eugenol en la
inhibicion del crecimiento de
Staphylococcus sp., Micrococcus sp.,
Bacillussp. yEnterobacteisp.

Uso de los aceites esenciales de canela y
orégano y sSus componentes como
antimicrobianos en alimentos

El uso potencial de los aceites esenciales de
especias y/o sus componentes como
antimicrobianos de origen natural en los

alimentos es de gran interés actual,
principalmente por su habilidad para

inhibir el crecimiento de microorganismos

patdgenos.

En la Tabla Il se presenta una recopilacion
de las investigaciones realizadas respecto a
la inhibiciébn de algunos microorganismos

patégenos por los aceites esenciales de
orégano y canela y sus componentes
antimicrobianos, en diversos grupos de

alimentos.

Al respecto de estas aplicaciones, los
resultados de las investigaciones destacan
lo siguiente:

= La estructura fisica de un alimento puede
limitar la actividad antimicrobiana del
aceite esencial (Skandamigt al,
2002a).

= Las concentraciones minimas
inhibitorias  (CMI)  requeridas en
alimentos son mayores a las registradas
in vitro (Shelef, 1983; Smid y Gorris,
1999).

= La accién antimicrobiana de los aceites
esenciales se reduce considerablemente
en carnes, productos carnicos y pescado
con alto contenido de grasa (Mejlholm y
Dalgaard, 2002).

40

= El contenido de proteinas de los
alimentos es un factor limitante en la
actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales 0 sus componentes @all,
2001).

= En verduras y productos de carne, la
actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales es favorecida por una
disminucion tanto en la temperatura de
almacenamiento como en el pH del
alimento (Skandamis y Nychas, 2000).

= En frutas, la eficacia antimicrobiana de
los aceites esenciales y sus componentes
aumenta conforme el pH disminuye
(Roller y Seedhar, 2002).
En tratamientos de fumigacion de
semillas, la efectividad de los aceites
esenciales disminuye conforme la
temperatura se incrementa (Weissinger
et al.,2001).

De acuerdo a lo anterior, se ha sugerido que
el uso de los antimicrobianos naturales se lleve
a cabo en combinacién factores de control
microbiano tales como temperatura, actividad
de agua y pH, entre otros (Lopez-Mabal,
2000, 2002, 2005a, 2005b, 2007; Guyebdl.,
2005), asi como con tecnologias de
tratamientos no térmicos, entre las cuales se
encuentran la aplicacién de altas presiones,
pulsos eléctricos y atmosferas modificadas
(Smid y Gorris, 1999; Skandamis y Nychas,
2001, 2002; Skandamiset al, 2002b),
proporcionando asi al consumidor productos

alimenticios seguros, saludables y con
caracteristicas sensoriales aceptables.
Conclusiones

Se puede concluir que el potencial

antimicrobiano de los aceites esenciales de
orégano y canela se debe principalmente a
la accion individual o sinérgica de sus

componentes sobre la integridad celular de
los microorganismos; de esta forma, el

conocimiento de los mecanismos de accion
de sus componentes es de gran importancia
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Tabla Ill. Estudios de actividad antibacteriana de los aceitesciales de orégano y canela en aliméntos

Grupode  Alimento  Aceite esencial Concentracion  Microrganismo Condiciones Referencia
alimentos 0 componente usada experimentales
Carnes  Carne deres Orégano 0.05-1.0% Flora natur@les tipos de empacado: aire, £8tmdsfera Skandamis y Nychas
desmenuzada modificada (40% CQ 30% N, 30% Q) (2001)
Filetes de res Orégano 0.8% wiv  L.monocytogenesEmpacado en aire y atmésfera modificada ~ Tsigaridaet al.
Flora natural (40% CQ, 30% N, 30% Q) (2000)
Camne de puerco  Orégano 100 - 200 ppm Esporasde  Edpakeacio Ismaiel y Pierson
desmenuzada C. botulinum (1990)
Pescados Camarones Aldehido 0.15-0.3% Pseudomonas Antimicrobiano aplicado en la superficie Ouattareet al.
y  cocinados cinamico putida (2001)
Mariscos  Lobina asiética Orégano 0.05% viv Flora naturaPescado entero en empaque sellado Harpazet al.
entera (2003)
Filetes de bacalao ~ Orégano 0.05% viw Photobacterium Mejlholm y Dalgaard
phosphoreum (2002)
Filetes de salmén ~ Orégano 0.05% viw  Photobacterium Mejliholm y Dalgaard
phosphoreum (2002)
Ensalada de Orégano  0.5-2.0%viw S.enteriditis  Varios pHs y temperaturas de trabajo Koutsoumanigt al.
bacalao (1999)
L4cteos  Leche Carvacrol 2-3mmol /L L.monocytogenesDos temperaturas de trabajo Karatzast al.
semidescremada (2001)
Yoghurt Canela 0.005-0.5% Streptococcus Antimicrobiano aplicado en leche previo a la Bayoumi
thermophilus ~ fermentacion (1992)
Verduras Ensalada de Orégano 0.7 - 2.1% vAE. coli O157:H7 Cuatro temperaturas de almacenamiento y Skandayshas
berenjena tres diferentes pHs (2000)
Semillas de alfalfa  Aldehido 200mg, Salmonellaspp., Fumigacion de 5C a 70°C Weissingeret al.
cinmico y 600 mg /L aire 6 serotipos (2001)
timol
Aoz Arroz hervido Carvacrol  0.15-0.75mglg B. cereus Ulteeet al. (2000)
Frutas  Kiwi Carvacrol ~ Solucion1mM  Floranatural  Fratanergida en solucién Roller y Seedhar
Acido Solucion L mM  Flora natural  Fruta sumergidaelicion (2002)
cinamico Dos temperaturas de trabajo Roller y Seedhar
(2002)

*Adaptado de Burt (2004)
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Viabilidad de Lactobacillus acidophilus encapsulado en matrices de alginato
incorporado a helado
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RESUMEN

En este trabajo se estudié la viabilidad_dacidophilusencapsulado en diferentes matrices de alginato
y adicionado a un helado de manzana-kiwi, duraftdi8s de almacenamiento, y la aceptabilidad que
dicho producto tiene entre los consumidores. Sieroic recuentos del microorganismo cada 72 horas
durante el primer mes, cada semana durante eésiguines, y cada 15 dias durante el tltimo mes. Los
resultados obtenidos mostraron que el numero dmied deL. acidophilusse mantuvo para todos los
sistemas de helados en valores superiore$é BET/g, cumpliendo con el nimero poblacional
necesario para clasificarlos como alimentos pramét No se encontraron diferencias significativas
(p>0.05) en las propiedades fisicoquimicas analiggpdH, acidez titulable y color); ni en la evaldac

de los atributos sensoriales, al comparar el hetadcel sistema de encapsulacién nueve (sistema con
mayor poblacién de probiético) contra control, oliado calificaciones de aceptacién en color, sabor
aroma, textura y aspecto general.

Palabras claves: Helados, probiéticos, encapsulacion, alimentascfanales, L. acidophilus.
ABSTRACT

This research studied the viability bf acidophilus encapsulated in different alginate matrixes and
added to an apple-kiwi ice cream during a 84 dagsage period and the level of acceptability the
consumer have for the product. The counts of viableroorganisms were obtain every 72 hours
during the first month, every week during the setoronth and every 15 days during the last month
showing thatL. acidophiluswas viable in all systems (>1@FU/g) and reaching the necessary
population to be classified as a probiotic food.e Tproduct’s physicochemical properties (pH,
tritratable acidity and color) did not present gnfficant (p>0.05) variation during the storageiper
and the sensory analysis, using the ice cream thiéhencapsulation system nine (system with the
highest population count), showed a good accejtalidr all the attributes evaluated (color, taste
aroma, texture, general aspect) with no signifi¢ar0.05) difference with the control.

Keywords: Ice cream, L. acidophilus, probiotics, encapsulatifunctional foods.
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INTRODUCCION Helicobacter pylori, Yersinia
pseudotubercolosis, Salmonella typhimurium
Los alimentos funcionales, aquellos que/ Shigella sonnefDanone vitapole research,
proveen algun beneficio a la salud dell997; Hiltonet al, 1992). Ademas presenta
consumidor ademas de su aporte nutrimentadctividad  hipocolesterolémica  (Danone
son una tendencia en el campo de lsitapole research, 1997; Suvarna y Boby,
biotecnologia de alimentos y los producto005) e inmunomodulante (Danone vitapole
probioticos forman parte de este desarrolloesearch, 1997). Sin embargo, la viabilidad
(Patel et al, 2008). Un grupo de de estos microorganismos se puede ver
microorganismos muy usado en la industriafectada por los procesos a los cuales son
alimentaria como cultivo probiético es el desometidos durante la elaboracion de los
las bacterias acido lacticas (BAL); entre logproductos, teniendo pérdidas hasta de al
géneros mas utilizados se encuentramenos un ciclo logaritmico de la poblacion.
Lactobacillusy Streptococcysasi como los Por ello, varios investigadores han estudiado
Bifidobacterium aunque éstos no sondiferentes métodos para evitar la declinacion
propiamente BAL, pero son utilizados ade la poblacion tales como utilizar
menudo en productos lacteos fermentadasuplementos que ayuden al crecimiento y
(Chukeatirote, 2003; Corthier, 2004;evaluar el cambio de algunos pasos del
Mortazavian et al, 2007; Komatsuet al, proceso como ajustes en las temperaturas de
2008). Para clasificar a alimentosincubacion, adicion de enzimas, adicion de
probidticos como funcionales se requiere queompuestos que afectan las condiciones
la poblacion microbiana probiotica oscileredox del medio y la encapsulacion
entre 16 y 10’ UFC/g en el producto que (Champagnet al, 2005).
llega al consumidor (Kosin y Rakshit, 2006);
esto basado en estudios como los realizados La encapsulacion es un proceso mediante
por Vanderhoof y Young (1998) dondeel cual ciertas sustancias bioactivas son
muestran que con una ingesta de entfeyl10 introducidas en una matriz o sistema pared,
10" UFC/dia, se logran beneficios en lapara protegerlas de la reaccién con otros
salud del consumidor. compuestos presentes en el alimento o para
impedir que sufran reacciones de oxidacion
Un probiético muy popular en la industriadebido a la luz o al oxigeno (Yafiet al,
lactea ed.. acidophilus una bacteria Gram 2002). En el caso de probioticos, los
(+), anaerobia facultativa, homofermentativagncapsulantes mas usados son alginatos y sus
nativa del tracto gastrointestinal, boca ycombinaciones, almidon, mezclas con goma
vagina del ser humangue se usa en varios xantana, mezclas con carragenina, gelatina,
productos comerciales que van desde lechazetato-ftalato-celulosa y quitosano
hasta yogurt para beber (Chukeatirote{Mortazaviaret al, 2007).
2003). Champagnet al. (2005) reportan que
se encuentra presente en el 60% del yogur Los alginatos, hidrocoloides extraidos de
refrigerado producido en Estados Unidos dalgas que reaccionan con iones calcio para la
América (EUA). formacion de geles estables, son un material
muy utilizado principalmente para la
Este microorganismo presenta ciertoencapsulacion de BAL en concentraciones
beneficios a la salud, como la generacion dgue van del 0.5 al 4% (Sheu y Marshall,
metabolitos con actividad antimicrobiana,1991; Sheu y Marshall, 1993; Kirat al,
principalmente la lactocidina que en estudiod996; Jankowsket al, 1997; Kebaryet al,
“in vivd’ ha inhibido bacterias como 1998; Khalil y Mansour, 1998; Lee y Heo,
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2000; Shah y Rarula, 2000; Sultaetal, También, debido a que el gel se forma en
2000; Truelstrup-Hansenet al, 2002; presencia de iones de calcio, la integridad del
Krasaekooptet al, 2004). Presenta variasmismo se ve comprometida cuando se
ventajas como su facilidad para formamrencuentra con iones monovalentes o agentes
matrices de gel alrededor de las célulaguelantes que absorben iones de calcio como
bacterianas con un diametro de 18 para lactatos, citratos o fosfatos (Reyal, 1987;

la capsula y poros en la superficie que n@midsrod y Skjak-Braek, 1990; Ellenton,
exceden los 7nm, no son toxicos, son de bajtP98). Estos defectos se pueden compensar
costo, las condiciones de proceso no soal mezclar el alginato con otros compuestos
severas (temperatura), se preparan facilmenpeliméricos, recubrirlo con otros compuestos
y se disuelven en el intestino liberando a lag modificar su estructura con aditivos
bacterias (Klienet al, 1983; Tanakaet al, (Krasaekoopet al, 2003).

1984; Martinsenet al, 1989; Prevost y

Divies, 1992; Dimantov et al, 2003; Este trabajo pretende evaluar la viabilidad
Chandramoulet al, 2004; Gouin, 2004). Las del Lactobacillus acidophilus adicionado a
desventajas que presentan son sun helado hecho a base de kiwi y manzana,
susceptibilidad a los ambientes &cidos quanalizando el efecto de la encapsulacion en
los hacen perder su integridad y estabilidathatrices formadas con alginato y citrato y
mecéanica (Eikmeier y Rehm, 1987; Rey del tiempo de almacenamiento en
al., 1987; Audeet al, 1988; Ellenton, 1998). congelacion.

[Mezclarlas cantidadesde \

Inocularuna asadade L. alginato de sodio (FMC
acidophilus en 100 mL de BioPolymer, Noruega) y
Caldo MRS citrato trisodico dihidratado
v (Jungbunzlauer, Australia)
Incubara 37°C cprrespondlentesacada
sistema (Tablal) en 50 ml
durante 20 horas de jugo de manzana
Centrifugarelcaldo a 3000 7 Y \
rom durante 10 minutos Verteren50 mLde jugo de
manzana clarificado
¢ L previamente calentadoa90°C
Re suspenderelprecipitado ; y N
en50mL de jugode Verterenlamezcla
manzana clarificado (JUMEX, previamente enfriada
México) \ T J

Llenaruna jeringapara insulina
(DLMEDICA, México) conla
mezclay por goteoverteren
unasolucién de CaCl, 0.1M para
formarlas capsulas

Figl. Proceso de encapsulacién de L.
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MATERIALES Y METODOS observar su viabilidad en medios acidos
(Favaro-Trindade 'y  Grosso, 2002;
Estandarizacion del inéculo Muthukumarasamsgt al. 2006).

L. acidophilusL10 fue extraido del producto  El citrato trisédico se utiliza en la
probiético LAFTI® L10 (DSM, Holanda). EI formacion de la capsula debido a que al
contenido en polvo (1 g) se agregdé a 100 mhdicionarlo aumenta la cantidad de cationes
de caldo MRS (MERCK, Alemania) y se monovalentes del alginato de sodio,
colocd en una incubadora (Imperial 1ll, Labmejorando el intercambio i6nico y formando
Line, EUA) a 37°C durante 20 horas, paraina estructura mas firme.

posteriormente inocularlo en cuiias de agar

MRS, incubarlo a 37°C de 48 a 72 horas eklaboracion del helado

condiciones de anaerobiosis y posteriormente

conservarlo en refrigeracion (7°C). El helado se elabor6 mezclando la base para
helado con la proporcibn adecuada de
Técnica de encapsulacion ingredientes, como se indica en la Tabla Il.

La técnica de encapsulacion aplicado a los La fruta (previamente licuada para formar
nueve sistemas estudiados (Tabla I) es la pulpa), azucar, base para helado y
propuesta por Lee y Heo (2000) y se presentolorante, se incorporaron en la heladera
en la Figura 1. (Modelo 358, KRUPS, ltalia) a -40 °C. La
mezcla se batio de 20 a 30 minutos, hasta
Las cantidades de alginato y citrato utilizadasbtener la consistencia cremosa deseada.
para cada sistema se muestran en la Tabla IDurante este proceso se evaluo la curva de
congelacion del producto monitoreando la
Tabla |. Sistemas elaborados para la encapsulacion temperatura de la mezcla con un lector

deL. acidophilus (928000-00, Cole-Parmer Digi-sense ®
Sistema_ Alginato (9)  Citrato (g) Scanning  Thermocouple  Thermometer,

Encapsulacion 1 ! 0.09 EUA) y tomando muestras de helado cada

Encapsulacion 2 1 0.18 . ..y .

Encapsulacién 3 1 027 minuto; este proceso se siguid para evitar la

Encapsulacion 4 2 0.09 inmersion de los termopares en el equipo y

Encapsulacién 5 2 0.18 provocar que se enredaran por el proceso de

Encapsulacion 6 2 0.27 agitacion que se llevaba a cabo.

Encapsulacion 7 3 0.09

Eﬂﬁiﬁiﬂliﬁlﬁﬁg g 8:33 Posteriormente se adicionaron las

capsulas que contenian lal acidophilusen
&na proporcion de 10 gramos de capsulas por

proceso de gelacién iénica, presentando upl. 9ramos de helado con la finalidad de
didmetro aproximado de 2-3 mm debido aPPtener los recuentos de microorganismos
tamafio de la aguja de insulina: se busca q@décuados  para  cumplir — con  las

las capsulas sean lo mas pequefias posnﬂgpecificaciones para alimentos_ probidticos.
para evitar la deteccién por el consumidor. Se elaboraron nueve helados diferentes, uno

para cada sistema de encapsulacion, y se
|6{:1Imacenaron a -10°C durante 84 dias.

Las capsulas fueron elaboradas por

Esta técnica ha sido aplicada a
encapsulacion de BAL, principalmente para
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Tabla Il. Formulacion del helado

Ingrediente %
Base para helado tipo "suprema” (ILSA FRIGO, México 64.81
ManzanaGranny Smith(mercado local) 19.11
Kiwi Hayward (mercado local) 11.47
Azucar refinada comercial (Potrero S.A, México) 4.58

Colorante verde artificial en polvo (McCormick, Méx) 0.03

Porcentaje de aireacion (Overrun) (PHI 34, Beckman, EUA) en la muestra. La
acidez titulable se midi6 cada siete dias
Para determinar el porcentaje de aireacion eturante un periodo de 84 dias, segun el
el helado se midi6 el volumen de la mezclanétodo 942. 15 (37.1.37) de la AOAC
(base, pulpa de fruta, azlcar y colorantef1996), expresandola como porcentaje de
antes de incorporarla a la heladera y, una vexido malico por la cantidad de manzana que
terminado el proceso de congelacion, seontenia el producto.
midié el volumen del helado. El procentaje
de aireacién se calculé con la Ec. 1 (DiColor
Bartolo, 2005):
Se midi6 el color al helado, por triplicado,

of Airencic YOI helado-Vol. mezcla _  (Ec. 1) utilizando un colorimetro (Color Gardner
% Aireacion = x100

Vol. mezcla System 05, Gardner Laboratory, EUA)

previamente calibrado para medir

Analisis bromatolégico reflectancia, empleando la escala triestimulo

de Hunter y midiendo los parametrosa y
Se determind el contenido deumedad de b, a partir de los cuales se calcularon el tono
acuerdo a lo establecido en el método 22.01®), el croma (C) y la diferencia neta de color
de la AOAC (1984); las cenizas se(AE), utilizando las siguientes ecuaciones:
obtuvieron con el método 31.012 del AOAC
(1984); para evaluar el contenido de, . (b
proteinas se empleo el método Kjeldahlh_tan (a)
(16.314 de la AOAC, 1984) que evalua el
contenido de nitrégeno total en la muestra, la U2
grasa se evalué con el método Mojonnie€™ :(az’sz) (Ec. 3)
(16.316 de la AOAC, 1984); y los
carbohidratos se obtuvieron por diferencia — (12 2 2\V2
100. La fibra se obtuvo por medio deIaAE_(AL tha +Ab) (Ec. 4)
método 22.042 de la AOAC (1984).

(Ec. 2)

Viabilidad del microorganismo
PH y acidez titulable Se determiné la viabilidad del acidophillus
n todos los sistemas de helado, inoculando
0 g de muestra en 90 mL de citrato de sodio
| 1% previamente esterilizado, con la
Inalidad de que las capsulas se disolvieran y

El pH del helado se determind durante ei
periodo de almacenamiento, por el métod

32.016 de la AOAC (1984) que consiste en |
inmersion del electrodo de un potencidémetr
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liberaran el microorganismo para después Los mohos y levaduras se determinaron
sembrar, por duplicado, las diluciones*10 sembrando en placas de agar Papa dextrosa
10° y 10° en agar MRS (MERCK, (PDA) (MERCK, Alemania), por duplicado,
Alemania), incubando las cajas a 37°Qas diluciones 18, 10% y 103 incubando de
durante 2 dias en condiciones anaerobias &2 a 96 horas a 25°C en una incubadora (EC
una incubadora (310, Imperial Lab Line,41, Rios Rocha S.A., México).
EUA), para obtener el recuento de UFC / g
de producto. El muestreo del helado se hizo a varios
periodos de tiempo comenzando con el dia
El conteo se hizo a varios periodos dele la elaboracion del helado, después cada 72
tiempo comenzando con el dia de Il&oras durante un mes, cada semana durante
elaboracion, después cada 72 horas durange siguiente mes y finalmente cada 15 dias
un mes, cada semana durante el siguientirante el ultimo mes, cumpliendo asi un
mes Yy finalmente cada 15 dias durante ebtal de 84 dias.
altimo mes; cumpliendo asi un total de tres
meses de estudio de la viabilidad deEvaluacion Sensorial
microorganismo.
Para determinar la aceptacion del producto
Analisis microbiolégico de la base y elpor el consumidor, se evaluaron el helado
helado con probioticos con el probidtico encapsulado en el sistema
nueve (que mostré la mayor sobrevivencia de
Se realizé un analisis microbiolégico a laL. acidophilud y el helado sin probidticos en
base y al helado para determinar Ilxuanto a textura, sabor, olor, color vy
incidencia de los siguientes aceptabilidad general, utilizando una prueba
microorganismos: mesofilos  aerobios,afectiva con escala heddnica estructurada de
coliformes totales ySalmonella asi como nueve puntos, con la participacion de 20
mohos y levaduras solo para el helado. jueces no entrenados.

Las bacterias mesofilas aerobias sénalisis de datos
sembraron por vertido en placas de agar
nutritvo  (MERCK, Alemania), por El software utilizado para el analisis de datos
duplicado, las diluciones 0 10% y 10%  fue el siguiente: para el andlisis de varianza
incubando durante 24 horas a 37°C en un@®NOVA) se utilizé el software Minitab
incubadora (310, Imperial Lab Line, EUA). (v.13.1, Minitab 1Inc.), el analisis de
superficie de respuesta se elabor6é con el
En el caso del recuento de coliformesoftware Design Expert® (v. 6.0.6, Stat-
totales se utilizd agar Verde-brillante-bilisEase® Software) y las graficas se realizaron
(VRB) (MERCK, Alemania) para sembrar enen Microsoft® Office Excel (v. 2003,
placas por duplicado y posteriormenteMicrosoft® Co.).
incubar a 37°C durante 24 horas en una
incubadora (310, Imperial Lab Line, EUA).

La metodologia propuesta por la NOM 114-

SSA-1994 fue la utilizada para el conteo de
Salmonella
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RESULTADOS Y DISCUSION Tabla Ill. Andlisis bromatoldgico

Caracterizacion del helado Compuesto %
Humedad 84.40
El tiempo del proceso de congelacion fue de Grasas 5.70
19 minutos, que fue el necesario para Carbohidratos totales 8.42
adquirir la consistencia deseada llegando a  Fibra 0.50
una temperatura final de -4.5°C. Aguilera  proteinas 1.22
(2003) alcanzo la consistencia deseada para cenizas 0.26

helado de chocolate, el cual tiene mayor
concentracion de solidos, a una temperatura
final de -8°C; por tanto resulta l6gico que la

temperatura final para alcanzar Ia ,
consistencia deseada en el helado de frutgg| y acidez
haya sido mas baja, ya que éste tiene

; e encontré gue durante el almacenamiento
mayor contenido de agua.

(84 dias) todos los helados, con los
robioticos encapsulados en los nueve
iferentes  sistemas, presentaron  un

e
el porcentaje adecuado es de 85%, por lo thllleecremento de pH, de 41 a 38

el producto mostré un valor adecuado v e proximadamente, sin variacion significativa
P . y p>0.05) entre ellos. La importancia de
proceso fue correctamente aplicado.

monitorear el pH reside en que este afecta a
los polisacaridos que se comportan como
electrolitos (goma  ardbiga, alginato,

carrageninas) alterando su conformacion

Los valores encontrados en este trabaj8ebido a las cargas intramoleculares, lo que
(Tabla Ill) se encuentran entre los mtervalo%a como resultado la modificacion de la

. yermeabilidad de las peliculas que se forman
reportados por Di Bartolo (2005) y Arbuckle:g de la eficiencia de eelcapsulagién (Pedroza,

El porcentaje de aireacion de la muestr
fue de 85.5%. Di Bartolo (2005) reporta qu

Andlisis bromatologico

(1986). Los rangos establecidos para u 002), permitiendo la interaccion entre los

helado son: grasa 2-8%, proteinas 1-69
carbohidratos 7-22%. agua 50-78%. SiI?l:ompuestos encapsulados y el producto.

ggnbe?gi%’n dSStgg Igalgéﬁienfrgi?é?\n d;arlflr:'n lo que respecta al porcentaje de acidez, se
depen i~ .. presentd una tendencia inversa a la del pH,
ingredientes utilizados para la elaborac'oincrementando de 004 a 0.06%
del helado. En este caso la adicion de fruta roximadame,nte en todbs los sisterﬁas de
un factor importante en los valores QU lados  con erobiéticos durante  su
toman | mponentes causan . L
oman oS componentes causa do que macenamiento sin diferencia significativa
contenido de agua sea superior a lo espera Qtre los sistemas (p>0.05)

de acuerdo con el intervalo reportado. e

Color
Los pardmetros de colon.h, ah y bh,

presentaron un decremento entre los
diferentes sistemas de helado.

52



R. Villa — Rojaset al./ Temas Selectos de Ingenieria de Alimentos 32009): 46 — 58

Los valores de luminosidad estuvieron emicroorganismo, ya que se obtuvo una
un intervalo de 73.45 a 71.68 para todos loseduccion en la poblacion de casi un ciclo
productos, sin diferencia significativa entrelogaritmico después de la encapsulacion.
los sistemas (p>0.05). En cuanto aPara mantener esta disminucion de poblacion
parametraah, los valores variaron de -8.43 aal minimo, hay un punto critico a tomar en
-8.53 y los debh de 18.86 a 20.02. El tono cuenta en este proceso y es la adicion de los
(h) presento valores entre 114.08° y 113.091,actobacilosa la mezcla con alginato, la cual
sin diferencia significativa entre los sistemaslebe hacerse a una temperatura menor a
(p>0.05). 40°C para evitar que el microorganismo

muera debido a las altas temperaturas.

El croma (C) o saturacion presento valores
entre 21.76 y 21.83 sin diferencia Los resultados obtenidos en el recuento de
significativa entre los sistemas (p>0.05). Y ld.. acidophillus en el helado, durante el
diferencia neta de coloAE) fue de 0.06 a almacenamiento, se muestran en la Figura 2.
2.18 sin diferencia significativa entre losLa grafica muestra un efecto claro del
sistemas (p>0.05). contenido de alginato, al presentar tres

distintivos grupos o familias de curvas. La
Viabilidad del microorganismo L. primera ubicada en la parte inferior que se
acidophillus compone de los sistemas de encapsulacion

con 1g de alginato y que tuvieron el menor
La técnica de encapsulaciéon tuvo un efecteecuento de poblacion a lo largo del estudio;
notable sobre la  viabilidad del la segunda, ubicada en la seccién intermedia,

0 10 20 30 40 50 60 70 80 S0

Tiempo (dias)
> 1 Alge g Algmad Jigi 2g Alginaio
o+ 10 Aigina g Alginaio 1o Algnaio Zg Miginaio 20 Algmato 2 g
'\g A&jjj’ﬁ - g- g"‘ ¥ 097 C Ol ik == 0,180 Cizatn == [ 2Tg Civsio
0.09g Ciraio 0.18g Ciraio 0.27g Crato 0.0%g Ci#ralo dg Ciw :
. lgMigmain  __ JgAigman  __ g Algnao
0.09g Cizalp 0.18g Cizralo 0.27g Cialip

Fig. 2. Viabilidad de L. acidophillus encapsulado en diferentes sistemas y adicionado a
un helado de manzana-kiwi almacenado a -10<C durant e 84 dias
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se conforma de los sistemas que contienen 2gabilidad de L. acidophilus a diferentes
de alginato con un recuento mayor a losiempos de almacenamiento congelado (4, 20
sistemas anteriores; y por ultimo la familiay 84 dias). El analisis confirma lo observado
de curvas que se encuentra en la paren la Figura 2 respecto a la concentracion de
superior y que se conforma por los sistemaalginato la cual tiene un efecto significativo
con 3g de alginato y que obtuvieron el mayo(p<0.05) en la viabilidad del microorganismo
recuento de L. acidophillus durante el durante los tiempos de almacenamiento
estudio. En este Ultimo conjunto de curvas sescogidos, mientras que la concentracion de
encuentra el sistema nueve, formulado con @trato  trisédico no presenta efecto
g de alginato de sodio y 0.27g de citratignificativo (p>0.05).
trisddico, el cual presento6 la mayor poblacion
microbiana  durante el periodo de El efecto del alginato, donde al aumentar
almacenamiento. la cantidad de éste la viabilidad de
L.acidophiluses mayor, se puede atribuir a
Se realiz6 ademas un andlisis de superficgue las cépsulas que contienen mayor
de respuesta (Figura 3) para observar losantidad de alginato de sodio proveen al
efectos de las variaciones en la concentracidnicroorganismo de una capa mas gruesa que
de alginato y citrato trisddico sobre lalo protege mejor ante diferentes procesos,

iog UFCRg

=T

e
=N S g 250
- > 200

B ..-"._‘. S -~ _.":;.;:-).3
Carato (g) 013 ey Algnad(g)

Crran (g) Alginato (g)

log UFClg

Fig. 3. Efecto de las concentraciones de Alginato y citrato trisédico en un sistema de
encapsulacion sobre la viabilidad de L.acidophilus adicionado a un helado de manzana-kiwi a
los: a) 4, b) 20 y c) 84 dias de almacenamiento a -10TC.
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como puede ser la congelacion, el secado, ppoductos con el microorganismo libre.
cambios en pH (Sheu y Marshall, 1993).
Andlisis microbioldgico

También se observd que conforme
transcurrid6 el tiempo las cantidades dee realizé un andlisis microbiolégico a la
UFC/g deL. acidophilusfueron decreciendo base para la elaboracién de helado y para al
al término del periodo de almacenamientohelado inoculado coh. acidophillusrecién
obteniendo una reduccion menor a un ciclomanufacturado, para los cuales se
logaritmico, con una caida pronunciada pardeterminaron bacterias mesdfilas aerobias,
los sistemas con 1g de alginato y menosoliformes totales Balmonella
acentuada para aquellos que contenian 2 y 3g
del compuesto. Los resultados de estos analisis muestran

que tanto la base para helado como el helado

En estudios realizados por Hekmat yinoculado se encontraban dentro de los
McMahon (1992), donde se inoculard limites de tolerancia para bacterias mesdfilas
bifidum y L. acidophillus a un helado aerobias (<200,00 UFC/g), coliformes totales
almacenado por 17 semanas a -29°C, f€100 UFC/g) y Salmonella (ausente)
encontro que la poblacidn acidophillusde sefialados por la Norma Oficial Mexicana
1.5x 10 UFC/mL se redujo a 4x 20 NOM 036-SSA1-1993, por lo que se
UFC/mL, aproximadamente dos ciclosconsideraron como productos inocuos para
logaritmicos; mientras que Corrales al  su consumo.
(2007) encontraron que la disminucion de
poblacion para eL. acidophillusinoculado Evaluacion sensorial
junto conBifidobaterium lactisen un helado
almacenado a -30°C por 85 dias era de 1llds resultados obtenidos para cada atributo
ciclos logaritmicos. Por lo tanto, al comparaevaluado se presentan en la tabla IV. Se
los resultados obtenidos en este trabajo casbserva que el color, sabor y aceptacion
los estudios en los cuales no se encapsulagdneral obtuvieron calificacion aprobatoria
microorganismo, se puede observar que lgalificacion >7) para ambas muestras, asi
técnica de encapsulacion provee una buemamo la textura del helado control
proteccion para el. acidophilluscontra el (sinprobiético). Sin embargo, el aroma de los
dafio en el proceso de congelaciondos helados y la textura del probiético no
manteniendo poblaciones mas altas que doeron totalmente aceptados por los jueces

Tabla IV. Calificaciones obtenidas en la evaluacion seakdé helado con y sin
acidophillus encapsulado
Helado con probiético
encapsulado en un sistema con  Helado sin probiético
3g de alginato y 0.27g de citrato

Calificacion Calificacion
Atributo Media D. estandar Media D. estandar
Color 8.35 0.59 8.40 0.60
Sabor 8.00 0.73 8.05 0.69
Aroma 6.60 0.88 6.45 1.00
Textura 6.75 1.02 8.00 0.46
Aceptacioén general 7.90 0.64 8.00 0.56

55



R. Villa — Rojaset al./ Temas Selectos de Ingenieria de Alimentos 32009): 46 — 58

(calificacién<7); aunque ninguno de los foods. Critical Reviews in Food Science and

atributos mostré diferencia  significativa ~ Nutrition. 45:61-84.

(p>0.05) entre el helado sin y conchandramouli, V., Kalasapathy, K., Peiris, P. yekn

probioticos. M. 2004. An improved method of
microencapsulation and its evaluation to protect
Lactobacillus spp. En: A. Mortazavia, S. H.
Razavi, M. R. Ehsani y S. Sohrabvandi. 2007.
Principles and methods of microencapsulation of
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Resumen

El empleo de métodos alternativos al tratamientoit® para la conservacion de alimentos, con el uso
de las denominadas tecnologias emergentes, haltograyor auge actualmente. Las tecnologias en
alimentos buscan satisfacer las necesidades dsuwtor por obtener productos frescos y con
caracteristicas nutrimentales y de inocuidad adkmiaEl empleo de ondas ultrasénicas aplicadas
directamente al alimento, mejora sus propiedadgarantiza la seguridad del producto. El presente
articulo proporciona informaciéon sobre diversadcaplones del ultrasonido de alta intensidad en
alimentos, como un método seguro y convenientatieahdo sus efectos al homogenizar, encapsular,
inactivar o inhibir distintos componentes que seuentran como parte de la matriz alimenticia. Con
este conocimiento se podra considerar al ultrasocino una tecnologia viable, atrayendo el interés
de su aplicacion en la ciencia y tecnologia deeaitos, tanto en el analisis como en la modificadi&n
sus propiedades, aportando beneficios duranteosegamiento y conservacion.

Palabras clave: Ultrasonido, cavitacion, inactivacion enzimaticahibicion microbiana.

Abstract

The use of alternative methods to heat treatmexvie bbeen applied to food preservation, with the so
called emerging technologies, has showed a majpromement nowadays. Food technologists are
looking to satisfy the consumer demands of haviaghiness and nutritional components in food, being
innocuous at the same time. The use of high intendfrasound, applied to food, guarantees the
development of wished food properties, assuringctiresumer’s safety. This paper gives information
about the mechanism of high intensity ultrasoungliegtions in food industry, as a safety and
convenient method, focusing on the effects of haenagation, encapsulation, inactivation or inhihitio
of different kinds of components presents in thedfonatrix. With this knowledge, ultrasound will be
considerated as a proper technology, gaining tieedst for its application in science development a
food technology research, as an analysis techraquaefor food properties modification, obtaining
good results on processing and conservation of. food

Keywords. Ultrasound, cavitation, enzime inactivation, miciahnhibition.
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Introduccion Se ha demostrado su efecto inhibidor
sobre el crecimiento de esporas microbianas
La creciente demanda de productos coresistentes al calor, al tratar las muestras con
aspecto fresco, ha promovido el empleo d combinacion de ultrasonido, presion y
métodos alternativos de conservacion, quemperatura, lo que se denomina
ademas no modifiquen los componentesanotermosonicacion (MTS) (Vercet al.
intrinsecos del alimento. El consumo del999; Condoret al, 2005).
alimentos sanos ha sido un tema de interés,
sobre todo aquellos que garanticen la Derivado de lo anterior, el presente
inocuidad, las caracteristicas nutrimentales grticulo surge como una referencia para
los aspectos sensoriales del mismo. Entender el empleo del ultrasonido en temas
ultrasonido se define como la energimomo extraccion de aceites esenciales,
generada por ondas soénicas de 20 kHz o mésactivacion enzimatica y microbiana,
vibraciones por segundo (Hoover, 2000). Emejoramiento de los procesos de
empleo del ultrasonido de alta intensidad @ongelacion y descongelacion, entre otros.
también conocido como de poder o de baj&n este trabajo se citan investigaciones de
frecuencia, ha demostrado ser una tecnologtiversas areas tecnologicas que han utilizado
emergente viable para el tratamiento dal ultrasonido de baja frecuencia o de poder,
alimentos, promoviendo la homogenizaciorcomo una alternativa para mejorar el
y la emulsificacion de sus ingredientes, ldratamiento de alimentos.
conservacion al inactivar enzimas
responsables del deterioro fisicoquimico, el Dicha informacion se pone al alcance
mejoramiento de la calidad sensorial ydel pablico que cada vez se encuentra mas
prolongar la vida util de los productos alinteresado en conocer de qué estan
inhibir el crecimiento microbiano (Masat constituidos sus alimentos, su forma de
al., 2005). Por otro lado, promueveprocesamiento y como prevenir
reacciones de oxidacion, ayuda en lognfermedades al consumir productos
procesos de difusibn, asi como en lanocuos.
modificacion de la cristalizacion (Lopez-
Malo et al.,2005).

Desde el punto de vista de conservacioRevision bibliografica
de alimentos, es de interés el ultrasonido de
baja frecuencia, por obtener cambios fisicog. Definicion
y quimicos deseables en el producto, con los
intervalos de frecuencia de 20 a 100 kHZI ultrasonido consta de ondas elasticas cuya
(niveles de potencia de 10 a 1000 Wim frecuencia se transmite sobre el umbral del
por medio del fenomeno de -cavitacionoido humano (aproximadamente 20 kHz)
(McClements, 1995). En la industria(Masonet al., 2005). Se pueden distinguir
alimenticia, el ultrasonido se utilizatres tipos de ondas: longitudinales, que se
tradicionalmente en la homogenizacion delesplazan en el sentido del ordenamiento de
emulsiones, la ruptura de células, la limpiezéas particulas; ondas tipo esquileo, que se
de material, la dispersion de sdlidos, lanueven de forma perpendicular a tal
remocion de gases disueltos en mediosrdenamiento; y las tipo Rayleigh, que
liquidos, entre otros. viajan muy cercanas a la superficie (Mudet

al., 2002).
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D 10 10° 10° 10" 10° 10° 107
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Alcance del oido humano 16Hz - 18kHz
Ultrasonido de poder ““""!” 20kHz - 100kHz
Intervalo amplio de poder E 20kHz - 2MHz
Ultrasonido de diagnéstice @ 5MHz - 10MHz

Fie 1 Imtervalos de fremnenda del somido (Mason ef af.. 2005)

Desde el punto de vista industrial,
ultrasonido se puede dividir en dos gran
grupos: Ultrasonido dalta intensidad (UAI
y el ultrasonido de baja intensidad (UBI).
UAI es usado para modificar procesos
productos, mientras que el UBI se ap
para el diagnostico (Condet al, 2005).

La absorcion de la energia acustice
especialmente importanteen alimentos,
debido al contenido de aire y a la b
lograda estructura que algunos produ
poseen. Las frecuencias altas son
facilmente atenuadas que las bajas, de
que el UAI es aplicado a bajas frecuen
(20-100 kHz) para obtener “niveles poder
altos” (10-1000 Wi/cr), por lo que se |
conoce como ultrasonido de poder. Por
lado, el UBI, utiliza frecuencias mayor
(250 kHz a 1 MHz o superiores) ps
garantizar una adecuada resolucién, pe
“niveles de poder bajos”, tipicamer
menores a 1 W/ctm(Torley y Bhandari
2007).

Desde el punto de vista de
conservacion de alimentos el ultrasonidc
interés es el denominado de poder o de
intensidad (UAI) (Fig. 1) (Masoret al.,
2005); se presentan cambios fisicos
quimicos dando lugara la cavitacion

fendbmeno que también provoca
inactivacion microbiana (Piyasenet al,
2002).

El UAI puede ser utilizado en
industria de alimentos para limpieza
desinfeccion al provocar la destrucc
microbiana, asi como la inactivaci
enzimaica, favorecer reacciones quimica
la extraccion de ciertos compuestos (L«
Malo et al.,2005).

2. Ondas y parametros ultrasoni

Las ondas ultrasonicas se definen por m
de distintos parametros como la ampli
(A), definida como el valor maximque
toma wuna magnitud oscilante en

semiperiodo; el coeficiente de atenuac
(a), el cual da el valor de la disminucién
la amplitud de la onda a medida que via
través del material, generando

esparcimiento que se da generalmente
materiales  bterogéneos; la velocidi
ultrasonica ), definida como la velocide
con la que la onda se propaga a traves
medio, siendo mayor en solidos que
fluidos y se puede determinar midiendc
tiempo que tarda la longitud de onda
viajar cierta distancia midiendo la longituc
de onda del ultrasonido a una determin
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frecuencia; la frecuenciaf), referida al
namero de oscilaciones o vibraciones de
movimiento por unidad de tiempo;
longitud de ondal)j, que es la distancia
dos particulas cualesquiera, que estén ¢
misma fase; y la impedancia acustica,
determina la fraccion de la onda ultrasor
que es reflejada de la superficie.
influencia del medio en estos parametro:
la base de la nyaria de las aplicaciones ¢
ultrasonido en alimentos y proces
alimenticios (McClements, 1995; Muleet
al., 2002).

3. Mecanismo de accion del ultrasor

Cuando una onda sonica se propaga e
medio liquido de forma longitudinal,

crean ciclos de ampresion y expansic
alternados. Cuando la presion negativa €
liquido, creada por el ciclo de expans
alternativo, es lo suficientemente menor [
superar las fuerzas intermoleculares (fut
de tensidn), se forman pequefias burbi
Durante el sukecuente ciclo de expans-
compresion, las burbujas de gas se expa
y contraen simultdneamente. Esta formau
y la evolucion del tamafio de estas burb
se conoce como cavitacion. La fuerza
tension en liquidos puros es muy alte

de los liquidos contienen burbujas de
que pueden actuar como ndcleos
cavitacion, aun cuando la presion nega
del proceso sea baja (Concet al, 2005).

Por ejemplo, la cavitacién generada
UBI a patir de pequefas burbujas, cL
tamafo oscila poco durante los ciclos,
conoce como  “cavitacion  establ
ocasionando fuertes microcorrientes er
medio liquido, que actian como ondas
choque (Mason, 1998). Esta cavitacion ti
lugar cuando las ondeultrasonicas son de
alta frecuencia y de baja amplitud en
rango de presion desde 1 a 100 kPa (Coi
et al, 2005).

Los factores que afectan la cavitac
son: las propiedades fisicas del solventt
temperatura, la frecuencia de irradiacion
presecia de gases disueltos, la limpieza
sistema de reaccion, la frecuencia
ultrasonido, la presion hidrostética,
tension superficial y la potencia
irradiacion (Young, 198¢

En la Fig. 2 se muestran |
modificaciones que sufren las burbujas
liguido durante la cavitacion. La presi
negativa durante el tratamiento causarée
medio  liquid

\Tiempo

dificil de superg sin embargo, la mayor rompimiento en el
_|_
 NVANVANVANVA
=
YRV ARV
& A
: ® o< ()1

Creadém Crecmiento de
xtaja bajo
redin negativa

\‘l *. ’1'__"'\‘
' e A — .
RN L)

Contracddn de
tartruja bajo
o e

Fig 2. Proceso de cavitadion (Zheng y Sun, 2006)
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provocando la formaciéon de burbujas oenergia de alto voltaje a la frecuencia
cavitacion. Durante la fase de presionestablecida en el transductor, siendo éste el
negativa, las burbujas (incluyendo lascomponente mas importante del sistema
presentes de forma inherente en el liquido)(Mason, 1998). El transductor es movido por
creceran y crearan un vacio, causando |l potencia suministrada de un primer
disolucion de gases en el liquido. sistema a un segundo. El transductor genera
el principio piezoeléctrico para convertir la
A medida en que la fase negativaenergia eléctrica en ultrasénica con una
avanza, la presion se reduce hasta alcanzar édiciencia del 98% (Masoet al.,2005).
atmosférica, encogiendo las burbujas.
Cuando el ciclo de compresion inicia y 4.1 Equipo a nivel laboratorio
mientras existe presion positiva, el gas
difundido en las burbujas es expelido en eLos dos equipos mas comunes a nivel
liqguido de nuevo, esta difusion gaseosa no skaboratorio usados para tratar medios
lleva a cabo hasta comprimir las burbujasliquidos para desinfeccion, son el bafio de
Una vez lograda la compresion, la superficidimpieza de ultrasonido y las puntas
limite de la Dburbuja para difusion, ultrasénicas. El primer tipo de equipo es
disminuye, asi que la cantidad de gascondmico y comunmente usado para la
eliminada es menor a la introducida durantdimpieza de recipientes que se introducen en
el ciclo negativo. Asi las burbujas crecerarel bafio (Fig. 3). Los sistemas mas poderosos
mas en cada ciclo ultrasonico (Zheng y Sunde ultrasonido son los que utilizan puntas

2006). sbnicas, los cuales introducen la vibracion
directamente en la muestra. Ambos equipos
4. Equipo usado en ultrasonido fueron disefiados originalmente para

aplicaciones especificas, de manera que los
Los equipos modernos ultrasonicosbafios ultrasénicos eran utilizados para la
consisten en un generador eléctrico y urimpieza  de material de  vidrio,
transductor. El generador produce pulsos datroduciéndolo en el bafio y las puntas

Reaccion de mezcla Agua con detergente
en matraz

7Y
=
=
=
| 3%

L

-
Recipiente de acero Transductores adheridos Calentador opcional

inoxidable ala base

Fig. 3. Bafio ultrasonico (Mascet al, 2005)
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Cubierta del elemento = «— Generador
transductor

Punta fija superior
(booster)

=———= «— UniOn fija de tuerca

Extremo reemplazable >

Fig. 4. Sistema de punta ultras6nica (Masol, 2005)

sénicas para el rompimiento celular, (Mason, a) Lineales: su forma aumenta la

1998; Zenkeet al, 2003). potencia cuatro veces.

b) Exponenciales: aumenta las
4.1.1 Bafios ultrasénicos para limpieza intensidades mucho méas que las

puntas lineales. Esta forma es mas

El transductor que produce el ultrasonido dificil de manufacturar, por estrecha
opera a una potencia de 1-5 Wfcnkl longitud y la pequefia area de la
ultrasonido es transmitido a través del punta. Es apropiada en irradiacion de
liquido, el cual es usualmente agua. Dentro muestras pequeifias.
del baifio se encuentra el recipiente que c¢) De flujo: apropiadas para mezclas
contiene la solucion a tratar. La desventaja liquidas y emulsiones.
de este sistema es que al producir la d) Escalonada: utilizada para procesos
cavitacion fuera del contenedor de la de alta intensidad y de gran volumen.
solucion, la intensidad ultrasénica se atenda
(Mason, 1998). 5. Aplicaciones del UAI en alimentos

4.1.2 Puntas ultrasonicas de inmersionEn la Tabla 1 se resumen las principales
directa alternativas que el UAI ha demostrado tener
para el tratamiento, procesamiento vy
Las puntas estan elaboradas con aleacionggnservacion de alimentos, asi como los
de titanio, aluminio, aluminio-bronce y acero posibles efectos que presenta al combinarse
inoxidable (Fig. 4). Las aleaciones de titaniocon el calor (termosonicacion) y la presion
son preferidas ya que producen bajagmanotermosonicacion).
pérdidas de sonido, buena resistencia a la

erosion y menor fatiga (Seymowt al, Algunas  aplicaciones  del  UAI
2002). Las formas de las puntas pueden seri(Dolatowskiet al.,2007) son:
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Tabla I. Algunas aplicaciones del ultrasonido de poder baja frecuencia en la industria de alimeritos

Aplicacion Descripcion

Efectos antimicrobianos Destruccion microbiamaplieza de superficies

Transferencia de calor Incremento de la velocitladongelacion, descongelacion y cocido
Transferencia de masa Incremento de la velocidad defén@ncia de masa durante el secado

(s6lido, liquido y secado osmoético), curado, separaciomeenbrana,
desecacion y filtracion por membrana

Procesado de carnicos Tenderizacion de la carne

Emulsificacién, encapsulacién y homogenizacion Hoemizacion y emulsificacion de la leche y mayonesa
Fermentacion y maduracion Incremento en la velatitk fermentacion y afiejamiento (vino)
Cristalizacion Control de la nucleacion y crecimiento de cristales

Corte Cortado de productos frescos y congelados, incluyendo eatios

compuestos 0 multicapa

Degaseo y despumante Despumado de bebidas carbanataedaeza u otros liquidos durante

enlatado; despumado de fermentos microbioldgicos; rednode gases
disueltos en liquidos

Rompimiento celular y extraccién Mejoramiento de ldraccion de compuestos (enzimas, proteinas y

aceites esenciales)

Actividad enzimatica y desnaturalizacion de prasi  Inactivacion 'y  mejoramiento de la actividad enzinaatic

desnatuzalizacién de proteinas

Polimerizacién y depolimerizacion Aplicacién eripweros alimenticios

& Adaptado de Torley y Bhandari (2007)

Procesos de oxidacion: en el 5.1 Inactivacion de enzimas

desarrollo de aromas y sabores

(produccion de vinos). El UAI incrementa la efectividad de la
Estimulacion celular: acelera la inactivacidon enzimatica en comparacion con
produccion de yogurt y en la el tratamiento térmico, aplicado a derivados
industria agricola se han obtenidovegetales (lipoxigenasa del frijol de soya,
resultados exitosos en la germinaciénperoxidasa del rabano y del berro,
de semillas. pectinmetilesterasa de la naranja y tomate y
Esterilizacién: muy comdn tanto en poligalacturonasa), tejidos animales (malato
superficies de materiales como endehidrogenasa del corazén porcihslacto
alimentos. dehidrogenasa de la carne del conejo,
Cristalizacién: controla el tamafio de alcalinfosfatasa de la mucosa intestinal de
los cristales durante la congelacién,!0s bovinos 'y fosfolipasa A2, tripsina y
especialmente en los vegetales, ydiPasa del pancreas porcino), de
que al aumentar el tamafio del cristal,microorganismos (proteasa y lipasa de
aumenta el dafio estructural, siendoPSeudomona fluorescens  alcohol

un factor muy importante en control. dehidrogenasa de levadura de panadefia y
Desgasificar: retira aire o gas de9alactosidasa descherichia coliy de leche

liquidos viscosos como el chocolate, (lactoperoxidasa de bovinos) (Verasital,

Filtracion: facilita la separacion de _2001; 2002). La inactivacion enZ|mat|c,a se
particulas suspendidas en liquidos. NCfémenta al aumentar el poder ultrasonico,
Secado acUstico: incrementa IaIa frecuencia, intensidad de la cavitacion,

transferencia de calor entre el sélidog?;nrsiihatgracoﬁforﬁ:ﬁ:'OQI \C/lglure\rgr?esao’trgtzrro
y el liquido, evita la oxidacion vy y

degradacion del material. aumenta (Ozbek y Ulgen, 2000; Raviyain
al., 2005).
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5.2 Mezclado y homogenizacion ultrasonido de poder (20 kHz, 130 W),
usando el sistema modelo de agua / keroseno
Existe un gran numero de procesos queé monoesterato polietoxilado de sorbitan (20
utilizan el UAI para mezclar materiales EO). Con el ultrasonido, el tamafio de gota
(Canselieret al, 2002). Uno de los mas fue mucho menor que el obtenido por
empleados es el “método del silbido”, agitacion mecanica, haciendo que la
basado en la reduccion del tamafio de losmulsion fuera mucho mas estable. Este
orificios o toberas, cambiando la velocidadmétodo se utiliz6 en procesos de
para alcanzar el tamafio de particuleencapsulacion de aroma de queso liquido
necesario o grado de dispersion. Ejemplos d€0%), en matrices de carbohidratos en
ello son las emulsiones base utilizadas esecado por aspersion. Para la encapsulacion,
sopas, salsas o aderezos, que consisten ehsistema tratando con ultrasonido obtuvo
una mezcla de agua, leche en polvo, aceitena emulsion del aroma disperso en un
comestible y grasas, junto con harina damafio de gota mas fino, reteniéndolo
almidon como agente espesante. Estomejor, en comparacion con la agitacion
materiales se mezclan y se hacen pasar parecanica (Mongenait al.,2000).
el  homogenizador, produciendo una
emulsion con finas particulas de una textura Por otro lado, el proceso de
suave. La salsa catsup es procesada de forrhamogenizacion con UAI ha demostrado ser
similar para obtener un producto terso coreficiente a escala pequefia, pero no asi
elevada viscosidad, mejorando el saborcuando se aumenta el volumen del liquido a
como resultado de la completa dispersién derocesar, debido a que la intensidad del
la pulpa del tomate (Mason, 1998). ultrasonido decrece rapidamente a medida
que se aleja de la punta soénica (Torley y
Otro estudio se realizé con emulsionesBhandari, 2007).
aceite/agua, producidas por agitacion
mecéanica (10 000 rpm, P = 170 W) y con Behrendet al. (2000), han comparado

Tabla Il. Algunos ejemplos de tratamientos con ultrasonia penderizacion de carfie

Frecuencia Potencia de Tiempo de
Musculo tratamiento Efecto de tenderizacion
(kHz) entrada (min)

La carne tratada con ultrasonido tuvo
Cinco sesionegienos fuerza de union, que el
total 50 min.  tratamiento convencional (inyeccion

y colgado) (31.5 Kg/chN)

Caballo - Semimembranoso 22 1500 W

A 24 h de matanza, el tratamiento
Pollo - Mayormente pectoral 40 2400 W 15  con ultrasonido reflej6 menos fuerza
(4.4 N) que el no tratado (5 N)

La carne con ultrasonido tuvo menor
Carne - Semitendinoso 25,9 1000 W Arriba de 1fgerza de unlop que la no.tratada
entre 2 y 4 minutos, pero igual o

superior después de 8 a 16 minutos

El ultrasonido no afecté la
tenderizacion

Carne - Elongado, semitendinoso,

del biceps 30,47 0.29-0.62 W/crh  Arriba de 30

En promedio El ultrasonido no afectd la

Oveja - Elongado 20 63 wicnf 2.5 por filete tenderizacion

& Adaptado de Torley y Bhandari (2007)
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procesos ultrasonicos con otros tipos deroceso y mejorando su calidad (Zheng y
emulsificacion mecanicos. La viscosidad deSun, 2006). Se ha demostrado que el UAI
la fase continua fue modificada conincrementa el coeficiente convectivo de
estabilizadores solubles en agua (sistemasansferencia de calor (Lima y Sastry, 1990),
aceite/agua) y con diferentes aceiteentre el alimento y el medio refrigerante;
(sistemas agua/aceite). A una densidaéddemas influye en la cristalizacion,
energética constante, el tamafio de las gotascrementando la velocidad de nucleacion y
disminuia al adicionar estabilizadores, noel crecimiento de cristales (Masat al.,
influyendo en la viscosidad del aceite en 1a2005), haciendo posible a través de las
emulsion agua/aceite. Estudios cualitativosburbujas de la cavitacién o por el colapso de
de la cavitacion, han demostrado pocastas, el rompimiento de nucleos para formar
penetracion de tal fendmeno en el mediaristales mas pequefios (Zheng y Sun, 2006).
liquido, por lo cual se requiere desarrollarUna de las desventajas de usar UAI en
equipos para optimizar procesos decongelacion es la produccion de calor
emulsificacion con ultrasonido (Masoet (Torley y Bhandari, 2007).
al., 2005).
En contra parte, el proceso de
5.3 Ablandamiento de carne descongelado, realizado tradicionalmente
con agua O aire a gran escala puede ser
La suavidad es la caracteristica masapoyado con el empleo de ultrasonido. Se ha
importante que el consumidor busca en Igpropuesto que la absorcion de la energia
carne cocida (Bolemamt al, 1997). La ultrasonica depende de la relajacion
tenderizacién de la carne es influida portermoelastica de los cristales de hielo en el
multiples  factores, incluyendo las alimento y se ve afectada por la orientacion
caracteristicas del animal (genéticas, edad y tamafio de los mismos, presencia de
funcion muscular), manejo antes delimpurezas en los cristales de hielo y la
sacrificio (estrés y glucégeno en el musculo}emperatura (Zheng y Sun, 2006).
y posterior al mismo (velocidad de
enfriamiento, estimulacion eléctrica y El futuro del empleo del UAI
manipulacién general) (Tarrant, 1998). Elcombinado con procesos de congelacion y
ultrasonido ofrece caracteristicas potencialedescongelacion esta ligado al desarrollo de
(Tabla 1), para lograr la tenderizacion sinequipo industrial adecuado. De hecho, la
alterar la apariencia que se produce complicacion comercial de nuevas tecnologias
algunos otros tratamientos. depende de la facilidad de operacion y la
relacion costo/beneficio para solucionar el
El ultrasonido puede ademas dafar laproblema. Especificamente, la congelacion
paredes y membranas celulares yen conjunto con ultrasonido puede tener
desnaturalizar las proteinas por medio de l@romisorias aplicaciones en el tratamiento de
pulsacion de las burbujas, la cavitacion y laalimentos de alto costo y para productos
formacion de radicales libres, incluyendo lafarmacéuticos (Zheng y Sun, 2006).
fragmentacion del colageno (Milest al.,
1999). 5.5 Extraccién

5.4 Congelado y descongelado La aplicaciéon del ultrasonido de poder en la

extraccion de compuestos de origen vegetal
El UAI puede ayudar en el proceso deha demostrado tener efectos benéficos,
congelado, disminuyendo el tiempo dederivados de la accidbn mecénica de
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incrementar la penetracion del solvente en alltrasonido (20 kHz y 50 W) en la
producto, aumentando la transferencia dextraccion de aceite de almendras usando
masa en la interfase. Se supone que es@0, como fluido supercritico para
beneficios estan relacionados con el aumentextraccion. Con 280 bar y 55 °C, al final del
de la difusion celular por la penetraciontiempo de extraccion (8 a 30 minutos), la
provocada por la cavitacion (Mason, 1999). cantidad de aceite fue incrementada
significativamente (20%) en comparacion
Las hierbas son una fuente de materi@on el método sin ultrasonido; por otro lado
prima para la industria farmacéutica,la transferencia de masa fue méas rapida que
cosmética y de alimentos vy, maspara el caso sinel empleo de UAI
recientemente en agricultura para el control
de plagas (Vinatoru, 2001). El ultrasonido5.6 Efecto microbioldgico
puede ser empleado para mejorar la
extraccion cuando se usa un solvente de bajor otro lado, el UAI aplicado a la
punto de ebullicion y la temperatura de lainactivacion microbiolégica, tiene a la
mezcla en extraccibn es mantenida poravitacion como responsable de este hecho.
debajo de este punto (Maseh al., 2005). Las burbujas de gas formadas en el medio,
La extraccion supercritica con €@s una hacen que se llegue a un momento donde la
técnica no convencional que ofrece buenognergia ultrasénica que se provee no es
resultados. Es aplicable para extraccion dsuficiente para retener el vapor en la burbuja
fragancias, obteniendo aceites esenciales dese provoca la condensacion. Las moléculas
buena calidad. Al requerir que el solventecondensadas chocan violentamente creando
presente mayor transferencia de masa andas, dichas ondas crean regiones de alta
soluto para lograr la extraccion, eltemperatura y presion. Dichos choques
ultrasonido logra mejorar esta caracteristicaactian sobre ciertos componentes
ademas, representa la Unica forma précticastructurales y funcionales celulares hasta el
de lograr agitacion en el medio, ya que no s@unto de provocar la lisis celular (Piyasena
pueden emplear agitadores mecéanicos. Rieret al, 2002; Lépez-Mal@t al, 2005).
et al. (2004), estudiaron el efecto del

Tabla III. Valores de tiempo de reduccion decimal (D) en mmutos, para calentamento (62

°C) y tratamiento ultrasonico presurzado (40 °C. 200 kPa, 117 pum) de diferentes bacterias *

Microorganismo Resistencia ténmica Resistencia ultrasénica
B. subtilis Insensble 12.0
L. monocylogernes 0.62 1.50
E. faacim 153 4.0
Y. enterocolitica 0.39 1.20
Pseudomonas aeruginosa 0.18 0.92
E. coli 0.012 0.37
S. enteritidis 0.068 0.73
S. typhimurium 0.12 0.80
S. senftenberg 1.1 0.84
A. hydrophila 0.024 0.86

? Adaptado de Condén ef al (2005)
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Ciertos microorganismos pueden ser mason alto contenido en grasa (Les al.,
susceptibles al tratamiento con ultrasonidd989).
gue otros. Se ha visto que las células largas o
mas grandes son mas sensibles al UAI. Con El efecto del pH no esta del todo claro;
el incremento en el area de superficie, lasin embargo, se ha encontrado que no influye
células de mayor tamafio son bombardeadas la resistencia al UAI, aunque se presenta
por la presion producida por la cavitacionuna disminucién en los valor&s(tiempo de
haciéndolas mas vulnerables al tratamient@educcion decimal) en medios con pH acido
Las especies de microorganismos quéCondonet al.,2005).
producen esporas son mas resistentes al calor
y observando el mismo efecto con el UAI6. El ultrasonido como alternativa al
En general, los esporuladores presentamatamiento térmico
mayor resistencia que los vegetativos y los
cocos son mas resistentes que los baciles Tabla Il muestra los valoreB de la
(Guerreroet al., 2000). Las células Gram- resistencia a tratamientos ultrasénicos en
positivas son mas resistentes al ultrasoniddistintas especies bacterianas (20 kHz, 117
que las Gram-negativas, ya que la paredm, 200 kPa, 40 °C), en comparacion con el
celular Gram-positiva es mas gruesa Yratamiento térmico. El valdd de la mayoria
contiene una capa adherente cercana d@ las células vegetativas resistentes al

peptidoglicanos (Masoet al, 2005). ultrasonido, comcE. faecium fue 5 veces
mayor que el encontrado para las mas
Sin embargo, Scherbat al. (1991), sensibles Aeromonas hydrophila,

encontraron que la sensibilidad microbiana atscherichia coliy Salmonella enteritidjs
ultrasonido, no depende de su morfologianientras que la resistencia al calor fue 1000
celular, sino del efecto producido dentro de/eces mayor (Conddet al.,2005).
la membrana citoplasmaética.
La inactivacion  bacteriana  por
Como parte del mecanismo de accidnultrasonido es un fenémeno “todo o nada”, es
tanto el calor como las ondas de choque pelecir, puede o no existir efecto en la célula
cavitacion o ambos, pueden ser losometida a las ondas ultrasénicas, haciendo
responsables del efecto letal del UAI. Potomplicado poder combinar el tratamiento
otro lado, la temperatura extremadamenteon otros de forma que se obtengan
alta y la presion de las burbujas colapsantegsultados letales. Los reportes de
provocan la disociacion del vapor de agua ematamientos con ultrasonido previo al
radicales OH y radicales de H, ambosmpleo de métodos combinados no son del
radicales altamente reactivos que influyen etbdo satisfactorios; sin embargo, el utilizar
la inactivacion microbiana por dafiodistintos compuestos o tecnologias previas al
oxidativo, similar al causado por lostratamiento ultrasonico ha demostrado
hidroperoxidos (Suslick, 1990). afectar la resistencia mecanica de las células
bacterianas, lo que facilita la accion de las
La influencia de la composicion delondas sobre la pared celular. La combinacion
medio en la resistencia microbiana akimultanea de calor y ondas ultrasénicas bajo
ultrasonido ha sido demostrada en diferentgsresion, puede lograr la inactivacion
especies de levaduras y bacterias, siendsacteriana. Generalmente, se espera un efecto
mayor en el caso de los alimentos que eaditivo y a una temperatura éptima, el tiempo
caldos nutritivos. Por ejemplo, la resistenciale tratamiento se puede reducir a la mitad.
al ultrasonido erk. coli, fue mayor en leche Algunas veces un efecto sinérgico se da
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utilizando MTS, superando en ventajas afC), en comparacion con la combinacién de
tratamiento térmico (Conddet al.,2005). UAI y calor (72 °C, 20 kHz, 11gm y 350
kPa), obteniendo un valor D de 1.2 minutos,
Como se ha podido observar, el UAI esiendo ésta ultima mas eficiente al reducir el
atil para la conservacion de alimentos. Sitiempo de tratamiento (Vercet al., 1999).
embargo, este tipo de tratamiento parece skt uso de UAI a presion ambiental también
aplicable s6lo a presiébn ambiental parda sido exitoso en la inactivacion enziméatica
inactivar células vegetativas y esporaen alimentos, como con la peroxidasa, que
bacterianas. El empleo de presion estatidaie inactivada por una combinacion de calor
puede incrementar el efecto letal ultrasonicy UAI a pH neutro (Gennaret al, 1999) y
mas de cuatro veces. Esto puede hacer quedajo pH (Yoon-Ku et al., 2000); la
MTS sea un método conveniente para ldpoxigenasa, ha mostrado inactivacion a
inactivacion bacteriana a temperaturdajas frecuencias de ultrasonido en sistemas
ambiente. Sin embargo, el efecto letal emodelo (Thakur y Nelson, 1997).
esporas esta aun limitado (Condénh al.,
2005). Esporas dB. subtilismostraron a 500 El efecto letal sinergistico de la MTS ha
kPa y 117um de amplitud de onda, valoressido reportado para esporas bacterianas
D de aproximadamente 6 minutos (Ragfo (Raso et al, 1998a), células delL.
al., 1998b) y por lo tanto sélo en ocasionesnonocytogenesometidas a choque térmico
especiales la manosonicacion puede usarfieagaret al, 1999a), células vegetativas con
como una alternativa real para sustituir atesistencia al calentamiento y distintas

tratamiento térmico. especies d8almonellaratadas a actividades
de agua intermedias (Pagah al, 1999b).
6.1. Efectos combinados Se ha observado que el ultrasonido rompe la

cubierta externa de algunas esporas
El uso de ultrasonido combinado con otroshacterianas y libera acido dipicolinico y
factores, mejora el resultado del tratamientopolipéptidos de bajo peso molecular de la
Tal es el caso de la denominada MTS, laxorteza de dichas esporas (Palacosal,
cual emplea ultrasonido junto con presién y1991). Rascet al. (1998a), encontraron que
temperatura. Este tipo de tratamientos fuda MTS sensibiliza las esporas Besubtilis
empleado por Lépezt al. (1994), para en presencia de lisozima. Algunas esporas
estudiar el efecto en enzimas relevantes en kienen la caracteristica de tener perforaciones
industria de alimentos como la lipoxigenasagn la corteza y ser sensibles a la lisozima,
polifenoloxidasa y peroxidasa en sistemagero en la mayoria de los casos, la lisozima
modelo, reportando que la MTS era mass6lo es capaz de hidrolizar los
eficiente para la inactivacién enzimatica enpeptidoglicanos de la corteza de la espora si
comparaciéon con el tratamiento térmico,ésta se debilita primero.
especialmente aquellas que son termolabiles
como la lipoxigenasa y polifenoloxidasa. Por Lo anterior explica el efecto sinérgico
otro lado, las proteasas y lipasas dele la MTS para la inactivacion de las
Pseudomonaspsicrotrofas (Vercetet al, esporas bacterianas. Las ondas ultrasonicas a
1997), consideradas como indice de calidagresion, actuaran sensibilizando las esporas
para el tratamiento de ultrapasteurizacion del calor. Cuando se trata a bacterias sensibles
la leche, fueron inactivadas diez veces maal calor por medio de la MTS, el efecto letal
rapido utilizando MTS. La inicia a bajas temperaturas; por el contrario,
pectinmetilesterasa de jugo de naranja, fueuando se trata a células resistentes a altas
inactivada con un valor D = 500 minutos (72temperaturas, el efecto térmico letal aparece
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a altas temperaturas, cambiando la rigidez déanselier, J. R., Delmas, H., Wilhelm, A. M. y
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tratamientos (Condéet al.,2005). overvew. Journal_of Dispersion Science: and
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Inactivacion de microorganismos por homogenizacioa alta presion
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Resumen

La homogenizacion a alta presion (HAP) ha sido eatd en la industria biotecnoldgica, farmacéutigaiynica
para la preparacion de emulsiones y suspensiones) cnecanismo de lisis celular o para generar a@nbi
fisicos en los fluidos procesados. En ultimas fecha empezado a explorarse el uso de la HAP coéhadm de
conservacion en alimentos; con tal fin, se hanrdaltado diversas investigaciones para evaluarietlrde
letalidad e identificar los mecanismos de inaciiaae diferentes microorganismos, nativos o inados, en
alimentos fluidos homogenizados a alta presiénceHos factores de mayor influencia en la HAP stuiyen la
presion de operacion, temperatura de entrada, mldeerecirculaciones, tipo de equipo y viscosideldnaedio.
Las bacterias exhiben resistencia variable la H&gpdras > vegetativas, Gram(+) > Gram(-), faseiestaria >
fase log), mientras que otros microorganismos gida estudiados (principalmente hongos y levadutasy
recientes resultados cientificos muestran aplice&sigromisorias de la HAP en la inactivacion micmoé, pero
aln se requiere investigar mas para definir laglicines del proceso requeridas para crear apticasialternas
al tratamiento térmico de alimentos fluidos. Elg@sito de esta revision es presentar un panoramaaele los
trabajos publicados a la fecha sobre la inactivaoicrobiana mediante HAP. Se hara énfasis enifesedcias
de inactivacién observadas entre diferentes grupizsobianos y se brindara una perspectiva de pssibl
aplicaciones de HAP en productos selectos.

Palabras clave: Homogenizacion a alta presion, inactivacién micaohi tecnologias no térmicas.

Abstract

The high pressure homogenization process (HPH) Hesn frequently employed in the biotechnological,
pharmaceutical and chemical industry to preparelsons and suspensions, as a cellular lysis meshmrar to
generate physical changes in processed fluids. igc¢he use of HPH has been explored as a prasenv
method in food systems; with this aim, several aege projects have been developed to evaluateethality
level reached and identify the inactivation mechars of the different microorganisms (native or iated) in
fluid products treated by HPH. Some factors withjanaelevance in the microorganism inactivation:are
operating pressure, inlet temperature, fluid redaton, equipment used and fluid viscosity. Baetexxhibit
variable resistance (spores > vegetative, Gram(+pram(-), stationary phase > log phase) while other
microorganisms have been analyzed (mainly yeastsnalds). Recently, published results show promising
applications of HPH in microbial inactivation, utther research is needed in order to determiegtbcessing
parameters required to create alternate thermakpsing. The purpose of this review is to presenifato date
general overview of published results on microlielctivation using HPH. Inactivation differencessebved
between different microbial groups will be emphediand possible applications of HPH on selectedynts
will be discussed.

Keywords: High pressure homogenization, microbial inactoaat non-thermal technologies
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Introduccion Michiels, 2006). Esto puede deberse a su
reciente aparicion -la primera referencia
Dentro de las tecnologias no térmicas para ebbre el uso de HAP en alimentos es por
procesamiento de alimentos, una de laksanciottiet al. (1994)- 6 bien a la dificultad
opciones mas promisorias es lapara establecer pardmetros de proceso Unicos
homogenizacibn a alta presion (HAP).que generen resultados reproducibles, debido
Aunque su funcionamiento es similar al dea la diversidad de equipos de HAP
un homogenizador convencional, el equipalisponibles y a diferencias de operacion entre
de HAP destaca por el intervalo de presiondss mismos, principalmente en términos de
al que opera (50-400 MPa), lo cual permitegeneracion y mantenimiento de presion.
no soOlo cambiar las caracteristicas de
estabilidad coloidal de los liquidos EIl objetivo de la siguiente revision es
procesados, sino modificar su estructurggroporcionar una perspectiva general de los
funcionalidad y carga microbiana (Brinez avances en el uso de la HAP como una
al., 2006, Paloet al, 1999). tecnologia alterna de conservacion de
alimentos fluidos, basado en la informacion
Aun cuando sus aplicacionespublicada en afios recientes. Adicionalmente,
biotecnoldgicas (para la ruptura y vaciado ddhs tendencias a futuro en esta area seran
contenido celular) se conocen desde hadambién discutidas. Para facilitar su completa
mucho tiempo, su uso en alimentos esomprension, este articulo incluye una
reciente. A la fecha se ha estudiado edescripcion del mecanismo de accion de la
diversos sistemas modelo y productosecnologia de HAP, la cual abarca las
alimenticios como leche, leche de soyadiferencias entre los dispositivos de alta
jugos, dispersiones de almidon, etc. con el fipresion y los productos en los cuales ha sido
de reducir su carga microbiana inicial. Laaplicada.
inactivacion microbiana por HAP se ha
atribuido a distintos mecanismos, incluyendo
cavitacion, impactos a alta velocidad y
fendmenos de cizalla (Popper y Knorr, 1990Revision bibliografica
Thiebaud et al, 2003; Diels y Michiels,
2006). Diversos factores intrinsecos (tipoEquipos empleados en la homogenizacion a
magnitud y fase de crecimiento de la cargalta presion
microbiana, matriz alimenticia, temperatura
del fluido) y extrinsecos (presion de procesd,a homogenizacion es un proceso estandar
ndamero de etapas, nimero de ciclos, tipo den la industria lactea. Desde su aparicion a
homogenizador, temperatura de salidaprincipios del siglo XX, ha tenido grandes
influyen sobre la letalidad microbiana alavances; los ultimos se basan en el desarrollo
tratamiento de HAP (Diels y Michiels, 2006;de materiales para la fabricacion de valvulas
Briflez et al, 2006; Tahiriet al, 2006; con mayor resistencia mecénica, con el fin de
Vachonet al, 2002). aumentar el nivel de presion empleada
(Thiebaudet al.,2003; Fluoryet al, 2000).
Actualmente, solo ha sido publicada una
revisién sobre la utilizacion potencial de la En afios recientes, se han desarrollado
HAP para la reducciébn de la cargadistintos equipos que pueden alcanzar
microbiana inicial en alimentos (Diels y presiones por arriba de los 100 MPa, que de
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manera genérica, son conocidos commicrobiana para la conservacion de los
homogenizadores a alta presion. Scheltz alimentos (Semoet al, 2007; Diels y

al. (2004) subdividen estos sistemas eiMichiels, 2006; Fluoryet al, 2000; Paquin,
difusores  radiales, dispersadores d&999).

contrapropulsion (de jet), y agregados de

boquilla axial, dependiendo de la direccion Salvo en los homogenizadores de las
del flujo. Algunos modelos comerciales sommarcas Haskel y  Microfluidics, un
descritos por Paquin (1999), incluyendo ehomogenizador de alta presion opera de
homogenizador de jet Nanojet de lamanera similar a un homogenizador
compafia Haskel (Haskel Internacional Incconvencional; consiste de un generador de
CA, EUA), empleado para prepararalta presién, acoplado a wuna valvula
emulsiones, los cuales actualmente cuentdabricada con materiales de alta resistencia
con capacidad de hasta 30 L/h y 200 MPa; éacorde con la intensidad del proceso), a
microfluidizador de la marca Microfluidics través de cuyo asiento se hace pasar el fluido
(Microfluidics Inc. MA, EUA), cuyo a presurizar. Los mismos fendmenos que
principio de operacion se basa en Igropician la reduccién del tamafo de la fase
separacion de una corriente de liquido en dafispersa de emulsiones en los

microcorrientes que posteriormente  sdomogenizadores convencionales
recombinan por colisibn en una camara Yturbulencia, cizalla, cavitacion e impacto) se
posee versiones para procesamientpresentan, aunque a intensidades

industrial de alrededor de 275 MPa (Feigio considerablemente mayores, y producen
al.,, 1997); y el Emulsiflex, de la compafiiasistemas coloidales muy finos y estables, con
Avestin, el Unico que funciona como unmenor dispersion de tamafo y didmetros <
homogenizador estandar y alcanza presion@s3-0.4im; induciendo cambios adicionales
de hasta 300 MPa. Actualmente otragn el producto tratado como inactivacion
compafias como DeBee (Bee Internationahicrobiana y enzimatica aun a temperaturas
Inc, MA, EUA) y Niro Soavi (GEA Niro moderadas de operacion  (40-50°C);
Soavi, Parma, Italia) fabrican inactivacion de bacteriofagos, modificacion
homogenizadores industriales de alta presiode las propiedades reoldgicas de fluidos y
con presiones de operacion que alcanzan la#teracion de la funcionalidad de productos
150 MPa y 310 MPa y flujos de hasta 3000 glaborados con los fluidos presurizados
3750 L/h, respectivamente. Sin embargo logBrifiez, 2006; Popper y Knorr, 1990). Una
homogenizadores de la compafiia Stanstedpresentacion esquematica basica de la
Fluid Power (Essex, Inglaterra), cuyosseccion de alta presion de un homogenizador
modelos mas recientes pueden desarroll&@tanstedFPG7400H:350 se presenta en la
presiones de hasta 400 MPa, son los mdsgura 1 (Thiebaueét al, 2003). Este equipo
empleados en los reportes disponibles en Iapera a presiones de hasta 350 MPa y utiliza
bibliografia. un intensificador de 80 mL de capacidad util
(1), impulsado por una bomba hidraulica (2);
En general, todos los equipos antegl ciclo de operacion se lleva a cabo en dos
mencionados se emplean en la industriatapas: llenado del intensificador (aprox. 9 s)
farmacéutica, cosmeética, biotecnologica y aumento de presidon y descarga del
alimenticia en diversas aplicacionesjntensificador (10 s); la velocidad de flujo
incluyendo la ruptura celular (para liberaciordepende de la presion de operacién y va de
de contenidos celulares), formaciéon ddos 13.6 L/h a 300 MPa hasta 16 L/h a 100
microemulsiones y nanoparticulas,MPa. Otros homogenizadores trabajan con
estabilizacion de suspensiones e inactivacidos intensificadores, asi que cada ciclo se
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repite con cada intensificador, existiendaumentar el nivel de presiéon de 20 a 300
cierto tiempo de traslape, establecido par®lPa, atribuyendo este calentamiento al
mantener estable el nivel de presion desfuerzo de deformacién debido a la alta
homogenizacién y estimado como 1 s por

cada 100 de presion, en MPa (Freeman,

2007). El liquido presurizado pasa entonces\elocidad del flujo. Al igual que en el
la vélvula de alta presion (3), para seproceso tradicional, los equipoStansted
inmediatamente enfriado en unpermiten ser configurados con una segunda
intercambiador de calor de espiral (4). Estetapa de homogenizacién, impulsada por una
intercambio de calor es necesario, pues laomba neumética (SFP, 2005) la cual, si se
intensidad a la que se presentan las fuerzasloca, permite trabajar de 1/3 a 1/10 de la
de homogenizacién ocasiona una elevaciomagnitud de presion de la primera etapa, sin
de la temperatura del fluido; en leche, se hexceder los 40 MPa (Sereaal, 2007; Picart
determinado que este incremento varia con k& al, 2006). Al igual que en una
presion de operacion y la temperatura dBomogenizacién convencional, esta segunda
alimentacion. Dattaet al. (2005), estimaron etapa permite el rompimiento de
un aumento en la temperatura a la salida deglomeraciones de glébulos grasos y otras
la valvula era de 0.5887°C/°C de laparticulas e incrementa la estabilidad
temperatura de entrada. Fluatyal. (2000), coloidal del producto.

observaron un incremento de temperatura en

emulsiones modelo aceite en agua de 46°C al

Tentrada  T1/P1 T2/P2

T_fp@_._

_/
LI oL Vihula atta 3
alimentacion presion (3)
A Intercambiador
, de calor (4)
[ A -
e T4
—» |

Intensificador (1) Bomba de alta
presion {2)

Figura 1. Esquema de funcionamiento de un homogenizador Stansted con un solo intensificador.
T1/P1: Sensor de temperatura y presion del fluido antes de la homogenizacion. T2/P2: Sensor a la
salida de la vélvula. T3, T4: Sensores de temperatura antes y después del enfriamiento del fluido.
Adaptado de Thiebaud et al. (2003).
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Efecto de la HAP sobre la carga microbiana Hayeset al, 2005; Brifiezt al, 2006; Tabhiri

et al, 2006; Smiddyet al, 2007; Chavez-
Los mecanismos de inactivacion microbiandopez et al, 2009). Algunos de los
asociados a la HAP no han podido separametros evaluados incluyen: nivel de

inactivacion a distintos intervalos de presion

(100-300MPa), temperatura de entrada (5-
esclarecidos completamente, aunque SEQ°C), nimero de ciclos del homogenizador
piensa que son mdltiples y que interactiafuno y dos ciclos), el numero de
entre si. Diels y Michiels (2006), enumerarrecirculaciones y el efecto de distintos
los principales mecanismos propuestos a lgarametros fisicoquimicos (pH w)a Se ha
fecha: gradientes de presion y velocidagnostrado una marcada diferencia entre el
dentro del fluido, turbulencia, cavitacion (ynivel de reduccién alcanzado en bacterias del
formacioén de radicales libres relacionadosipo Gram (+) con respecto a las Gram (-).
con este fenébmeno), impacto con superficiegsta diferencia en el nivel de inactivacion
Sélidasyesfuerzo extensional. Cambios en lgicanzado se debe principalmente a la
morfologia celular, lesiones en la membrangonstitucion de la pared celular, que en
citoplasmica, incrementos subitos en Iaacterias Gram (+) es mas rigida, ya que esta
permeabilidad y ruptura de la membrangompuesta de peptidoglucanos, los cuales
celular (con el consecuente vaciado deesisten mejor los procesos de disrupcion

contenido celular) se han reportado comeelular del tipo mecénico (Geciowt al.,
causas de muerte celular a causa de la HAP2902).

se han observado por microscopia electronica

de transmisién (Geciowat al, 2002; Vachon Bacterias Gram (+)Dentro de las mas

et al, 2002). El impacto de la HAP varia conrelevantes, se han estudiaBtaphylococcus

el grupo de microorganismos estudiado; lagureus, Listeria innocual. monocytogenes,

diferencias observadas se detallan Bacillus licheniformis, B. cereusy

continuacion. Enterococcus faecalis Estos

microorganismos  presentan una alta

Bacterias.Se han llevado a cabo diversosesistencia al tratamiento HAP; por otra

estudios para evaluar la eficacia departe, el incremento de temperatura y la
tratamiento HAP en la inactivacion dereduccién del pH y la ., no aparentan
bacterias y el posible efecto de la matrinfrecer un efecto sinérgico para la
alimenticia sobre el numero de ciclosinactivacion de este tipo de microorganismos
logaritmicos de reduccién logrados. DentrqHayes et al, 2005; Dielset al, 2003:
de los fluidos alimenticios mas utilizadosLanciotti et al, 1996). Staphylococcus
como medio para evaluar la efectividad de layreus se ubica a la fecha como el
HAP se encuentran la leche, jugo de naranjaicroorganismo patégeno mas resistente al
leche de soya, y diversos sistemas modetgatamiento HAP. Operando bajo condiciones
(Lanciotti et al, 1994; 1996; 2004; Dielst de 200-250 MPa / 55-70°C (Smidey al,
al., 2003; Brifiez, 2006; Smiddst al.,2007; 2007) y 200 MPa/25°C (Wuytackt al,
Cruzet al, 2007; Caprat al.,2009). 2002) se obtuvieron reducciones menores a
un ciclo logaritmico para este
Dentro de los grupos de bacterias magicroorganismo. El incremento de presion y
estudiadas se encuentran principalmente |Ia§ nimero de recirculaciones incrementa de
patogenas (Lanciottiet al., 1994; 1996; manera importante la inactivacién. Se ha
Feijoo et al, 1997, Wuytacket al, 2002; |ogradouna reduccién de hasta cuatro ciclos
Miller et al, 2002; Dielset al, 2003; 2005; |ogaritmicos usando 300 MPa y temperaturas
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en el rango de 20 y 50°C (Brifiez, 2006)a cepa del microorganismo influian en la

mientras que cuatro pases a 250 MPa / 459Gagnitud de la inactivacion.

lograron una inactivacion de 3.5 ciclos

logaritmicos (Wuytaclet al, 2002). Algunos microorganismos Gram (+) no
patégenos de interés limitado en alimentos

Otro patdogeno frecuentemente empleadban sido investigados. Picaet al. (2006),
en los estudios con HAP edisteria obtuvieron una reduccidon de 2.5 ciclos
monocytogenesy su subrogadolisteria logaritmicos en Micrococcus luteus a
innocua (os cuales han mostrado tener eBOOMPa/24°C. Por su parte, Brifiez (2006),
mismo nivel de resistencia); Kheadt al. estudid la inactivaciéon detaphylococcus
(2002) y Briflez (2006), reportan unacarnosusen leche y jugo de naranja con
reduccién de 3-4 ciclos logaritmicos en 1la800MPa/20°C, logrando una reduccion de 3.5
cuentas del microorganismo a 200 MPa/ Biclos logaritmicos.
pases y 300 MPa/l pase respectivamente, 1o
cual demuestra el efecto aditivo del nimero Asimismo, se ha explorado la inactivacion
de recirculaciones sobre la letalidad detle bacterias fermentativas Gram (+), como
proceso. La reduccion de monocytogenes Lactobacillusy Leuconostocpor medio de
por HAP se ve influenciada por laHAP, principalmente como parte de la flora
temperatura de alimentacion del fluido.nativa de leche y jugo de naranja. Lancietti
Lanciotti et al. (1994, 1996) lograron al. (2007), empleando 150 MPa/10°C para
reducciones de cuatro Yy siete ciclogprocesar suspensiones microbianas de
logaritmicos con 150 MPa/37°C y 190diferentes especies de lactobacilos,
MPa/25°C respectivamente. reportaron magnitudes de inactivacion de 0 a

1.5 ciclos logaritmicos. Smiddst al. (2007),

La resistencia de las esporas de bacteriksgraron disminuciones de 3.5 ciclos
Gram (+) a la HAP es mayor que la exhibiddogaritmicos en la carga inicial de bacterias
por las células vegetativas. Lanciotti al. fermentativas empleando 200-250 MPa de
(1994) lograron una reduccion de alrededopresion y 55-70°C de temperatura de entrada.
de 4.5 ciclos logaritmicos d8. subtiliscon Por su parte, Tahit al (2006) obtuvieron
150MPa/25°C. Mientras tanto, Feij@ al. una disminucion de aproximadamente 3.5
(1997) y Chaves-Lépezet al. (2009), ciclos logaritmicos a 200 MPa/25°C en cepas
obtuvieron reducciones menores a un ciclde Lactobacillus plantarum el nivel de
logaritmico de esporas @& licheniformis, B. inactivacion resultante del proceso se elevo a
cereus,y B. subtilis,con tratamientos de 50- mas de seis ciclos logaritmicos cuando se
200 MPa/33-50°C; se requirieron tresaplicaron 5 pases.
recirculaciones para alcanzar una reduccion
comparable en la cuenta de esporas (cinco Bacterias Gram (-)Con respecto a este
ciclos logaritmicos). Por otra parte, grupo de bacterias, los principales
Bevilacquaet al. (2007) lograron reducir 1- microorganismos evaluados incluyEncoli,

1.5 ciclos logaritmicos de células vegetativagunto con la cepaO157:H%, Yersinia

y menos de un ciclo de esporas denterocolitica, Salmonellalyphimurium y

Alicyclobacillus acidoterrestrisnediante 170 Shigella flexneri (Lanciotti et al, 1994,

MPa/55°C. Asimismo, en este estudio, s&996; Miller et al., 2002; Wuytacket al,

mostro que la temperatura, el pH del medio 2002; Dielset al, 2003; 2005; Tahiret al,
2006; Brifiez, 2006).
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Para E. coli los niveles de presion logaritmicos (Wuytaclet al, 2002; Haye®t
utilizados se encuentran entre los 100-308l., 2005; Picartet al., 2006; Smiddyet al,
MPa, la temperatura de entrada entre los @007). Estos datos son contradictorios con
25°C y el numero de recirculaciones (de 1 s reportados por Thiebauet al. (2003),

5) (Wuytacket al, 2002; Dielset al., 2004; que utilizando una presion de 200 MPa/25°C,
2005; Tahiriet al, 2006; Brifiez, 2006). Los obtienen una inactivacion de bacterias
resultados obtenidos son similares en todgssicrotrofas de sélo 1.6 ciclos logaritmicos.
los estudios realizados, ya que con 200 MP&asta diferencia en los datos reportados es
se logré un nivel de inactivacion de alrededodebida, en su mayor parte, al uso de la
de tres ciclos logaritmicos (Wuytaekt al, temperatura como un efecto sinérgico en la
2002; Dielset al., 2005; Tahiriet al, 2006); inactivacion.
mostrandose un  incremento en la
inactivacion, al aumentar la presion y Las bacterias coliformes han sido
recirculaciones. Con 300 MPa se harevaluadas en diversos estudios. En términos
obtenido hasta 4.5 ciclos logaritmicos deyenerales, los resultados muestran un
reduccién en las cuentas, y alrededor de seasimento en el nivel de inactivacion como
ciclos logaritmicos al realizar cinco respuesta al incremento de presion. Wuytack
recirculaciones (Wuytackt al, 2002; Tahiri et al. (2002), logran una inactivacion de
et al, 2006; Brifiez, 2006). Adicionalmente, alrededor de tres, cuatro y cinco ciclos
algunos factores extrinsecos como eogaritmicos a 200, 250 y 300 MPa
aumento de temperatura y la disminucion deespectivamente, empleando 25°C de
la viscosidad relativa de la matriztemperatura de entrada. Este resultado
alimenticia, aumentan el nivel deconcuerda con lo reportado por Smiddyal.
inactivacion del microorganismo (Dielst (2007), que empleando 250 MPa, obtienen
al., 2005; Brifiez, 2006). un nivel de reduccion de cuatro ciclos
logaritmicos.

La inactivacion deYersinia enterocolitica
por HAP se ha explorado usando diversos Mohos y levadurasDentro de este grupo
intervalos de presion (100-300 MPa) yde microorganismos, se han llevado a cabo
temperatura (5-50°C) (Lanciott al, 1994; contados estudios acerca de su inactivacion
Wuytack et al., 2002; Dielset al, 2003). por medio de HAP, siendo mas comunes para
Reducciones de hasta 3 ciclos logaritmicos das levaduras. Tahiet al. (2006) publicaron
han obtenido con 300 MPa/50°C (Lancietti el Unico estudio a la fecha sobre inactivacion
al., 1994; Wuytaclet al, 2002; Dielset al, por HAP. En éste, cepas Benicillium spp.
2003). Por otra parte, Salmonella aisladas de jugo de naranja fueron tratadas a
typhimurium,ha probado ser méas resistentgresiones de 100, 150 y 200 MPa/25°C y 1, 3
al tratamiento HAP (250 MPa/25°C, dosy 5 recirculaciones. Los resultados indican
ciclos logaritmicos), queShigella flexneri una gran resistencia de los mohos al
(4.5 ciclos logaritmicos) (Wuytaclket al, tratamiento, pues adn con cinco pases el
2002). méaximo nivel de inactivacion fue de 2.2

ciclos logaritmicos.

Para el caso de los psicrotrofos, se ha
estudiado predominantemente a En cuanto a levaduras, las mas estudiadas
Pseudomonas fluorescensos niveles de a la fecha sorBaccharomyces cerevisiae
inactivacion deP. fluorescensa 200 MPa y Yarrowia lipolyticadebido a sus numerosas
diversas temperaturas de entrada (25,55 gplicaciones industriales. Kleining vy
70°C) estan en un rango de 3-6 ciclodMiddleberg (1998), llevaron a cabo un
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estudio tedrico sobre las fuerzas de tensionmedio para inactivar bacteriéfagos de
su correlacion con el numero de Reynold$actobacilos (debido a su importancia en la
(Re, numero de Webei\e y el nimero de industria lactea). Moroniet al. (2002)
Aceleracion Ac) en un homogenizador, y llevaron a cabo un estudio sobre la
coémo éstas pueden provocar la disrupcion deactivacion de los bacteri6fagos de
levaduras que cumplen con condicionetactococosc2, skly ul36 inoculados en
especificas (ser de pared celular delgada, céeche, buffer fosfato y suero de leche filtrado,
forma esférica, rellenas de liquido). A unaempleando 100 y 200 MPa/25°C y 1, 3y 5
presion de 56 MPa, se puede lograr laecirculaciones en el equipo. Un proceso a
disrupciéon de la levadura. Por otra parte200 MPa y cinco recirculaciones logré un
Lanciotti et al. (1994 y 1996) realizaron nivel de inactivacion de cinco ciclos
estudios sobre el nivel de inactivacion e logaritmicos en buffer y de 2.5-3 en los
lipolytica con presiones en el rango de 40demas sistemas. Posteriormente, Capral.
200 MPa; ademas, evaluaron el posibl¢2009), evaluaron el uso de HAP para
efecto sinérgico de barreras adicionalesactivar bacteriofagos delLactobacillus
(temperatura, pH, w& sobre el nivel de delbrueckii, L. helveticus, L. paracasei y L.
inactivacion. Los resultados muestran un@lantarum Streptococcus thermophiluy
reduccion de 4.5 ciclos logaritmicos a 20Q.actococcus lactisempleando condiciones
MPa/25°C. Mayores niveles de inactivaciorsimilares a las utilizadas por Moroat al.
fueron alcanzados al incrementar 142002), logrando niveles de inactivacion de
temperatura, pero los efectos de pHyyna alrededor de seis ciclos logaritmicos al usar
fueron significativos. Tahiriet al. (2006) 100 MPa y cinco recirculaciones; en algunos
evaluaron el nivel de inactivacion dB. casos, la barorresistencia de los bacteridfagos
cerevisiaeaislada en jugo de naranja, usandoesult6 muy elevada, ya que aun cuando
niveles de presion de 100, 150 y 20@mplearon ocho recirculaciones no lograron
MPa/25°C y 1, 3, y 5 recirculaciones. Losreducir completamente la carga inicial del
niveles de inactivacion alcanzados a 200irus (6 log).
MPa y una recirculacion fueron menores a un
ciclo logaritmico, pero con cinco Tendencias a futuro
recirculaciones se alcanzé un nivel de
inactivacion mayor a los dos ciclosDentro de las tendencias a futuro en el uso de
logaritmicos. la tecnologia HAP se encuentra su empleo
como una etapa del proceso en la elaboracion
Virus. Los virus en alimentos han sidode diversos productos (yogurt, quesos, yogurt
poco estudiados, y por ende, los estudiode leche de soya, entre otros).
sobre su inactivacion por medio de HAP sordicionalmente a las ventajas de orden
escasos. Jeast al. (2001), estudiaron el uso microbiolégico, la HAP propicia el
de HAP para inactivar el virus de la Hepatitislesarrollo de propiedades funcionales Unicas
A, reportando una resistencia del virus altagn los productos antes mencionados, lo cual
ya que un ciclo logaritmico de reduccionamplia sus posibilidades de aplicacion
requiri6 de un proceso a 300MPa con 5ndustrial. Lanciottiet al. (2006), elaboraron
pases. queso tipoCaciotta con leche tratada por
HAP, comparandola con leche pasteurizada
Otros estudios se han llevado a cabo cofHTST) y cruda. En este estudio, se muestra
la intencidén de evaluar el uso de HAP comda reduccion de la carga microbiana
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acompafnada de la mejora en el rendimientpropiedades funcionales Unicas en los fluidos

de la cuajada, con un aumento en el nivel deatados por HAP.

protedlisis y lipdlisis. Burnset al. (2008),

elaboraron queso tip@&rescenzacon leche

HAP, mostrando un aumento en el

rendimiento de la cuajada y afectanddreferencias

positivamente la viabilidad de los

microorganismos probidticos empleados efevilacqua, A., Cibelli, F., Corbo, M. R.'y Sinideg

su elaboracién. ademas de exhibir un efecto M. 2007. Effects of high-pressure homogenization
.. ", e AT on the survival ofAlicyclobacillus acidoterrestris

positivo en el_nlvel de protedlisis y |Ip.O|ISIS in a laboratory medium.Letters in Applied

mostrado, sin ser observada ninguna microbiology. 45:382—386.

diferencia sensorial con respecto a los quesos

elaborados con leche pasteurizada (HTSTRrifiez, W. J. 2006. Estudio de la inactivacion por

Resultados similares en el aumento del ultra alta presion de homogeneizacion de

rendimiento de la cuajada fueron observados Microorganismos — ‘en  alimentos  liquidos.

. . Valoracion de los procesos de limpieza y

por Rm_z:Esplnosaet _al' (2008), en la desinfeccion de los equipos. Tesis doctoral.

elaboracion de queso tifranela Ferraguet Universitat Autonoma de Barcelona.

al. (2009), emplearon leche de soya tratada

por HAP para la elaboracion de una bebidarifiez, W. J., Roig-Sagués, A., Hernandez Herrero,

tipo yogurt, comparandolo con uno elaborado M. y Guamis B. 2006. Inactivation of

con leche de soya sin tratamiento HAP; los i:gﬁgé"oc?jggs Slfsﬁf]tga'”ilt'rg Wm?; m'I'Jkregg‘Sre

res”'t"’?‘?os muestran una m,ayor capacidad de homogenization at inlet temperatures of 6 and

retencion de agua, ademas de una mayor 2g9°c.Food Control.18:1282—1288.

firmeza del producto durante el tiempo de

almacenamiento. Burns, P., Patrignani, F., Serrazanetti, D., Vioter
G. C., Reinheimer, J. A., Lanciotti, R. y Guerzoni,
M. E. 2008. Probiotic crescenza cheese containing
Lactobacillus caseand Lactobacillus acidophilus
., manufactured with high-pressure homogenized
Conclusion milk. Journal of Dairy Scienced1:500-512.

El uso de la HAP demostrado su eficacia e@apra, M. L., Patrignani, F., Quiberoni, A. L.,
la inactivacion de distintos microorganismos Reinheimer, J. A., Lanciotti, R. y Guerzoni, M. E.
de interés en alimentos fluidos. Aln cuando |200_9- Effgcg of high Eressure zomog?”,'zaé'on on
existen variaciones en el nivel de actic aci ac’Ferla p gges an pro. iotic bacteria
. . ., L. phageslinternational Dairy Journal 19:336—341.
inactivacion logrado para los distintos grupos
_m'C,rOb'anos (at,rlbwbles a fath)res’Chaves-Lépez, C., Lanciotti, R., Serio, A., Pagarel
intrinsecos y extrinsecos del proceso), 10S A., Guerzoni E. y Suzzi, G. 2009. Effect of high
datos reportados en la bibliografia indican pressure homogenization applied individually or in
que es posible obtener una reduccién C?mbinatiOPBWim other mild pdh)ésic?ll or ChtiTical
H H H . H stresses orbaclllus cereusan acllius suptlis
importante - de "'?‘ carga mlcr.Oblana.l’ S.":l spore viability.Food Control.8: 691-695.
embargo, se requiere de mayor investigacion
antes de ptOaner su USO como _SUSt'tUtO qg'uz, N., Capellas, M., Hernandez, M., Trujillo, &,
procesos térmicos tradicionales, incluyendo Guamis, B., Ferragut, V. 2007. Ultra high pressure
la pasteurizacion. De manera adicional, la homogenization of soymilk: Microbiological,
posibilidad de ampliar las aplicaciones Physicochemical and microstructural
industriales para esta tecnologia se ven chéracterlsncs. Food Research International.

; . 40:725-732.
favorecidas debido al desarrollo de
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Datta, N., Hayes, M. G., Deeth, H. y Kelly, A. L. the dairy industry-a reviewlnternational Dairy
2005. Significance of frictional heating for effect Journal.12:541-553.
of high pressure homogenisation on mikurnal

of Dairy Researchr2:1-7. Hayes, M. G., Fox, P. F. y Kelly, A. L. 2005. Pdteh
applications of high pressure homogenization in
Diels, A., Wuytack, E. y Michiels, C. 2003. Modeljj processing of liquid milk.Journal of Dairy
inactivation ofStaphylococcus aureandYersinia Research72: 25-33.

enterocoliticaby high-pressure homogenisation at
different temperaturesinternational Journal of jean, J., Burton, B., Darveau, D. y Fliss, I. 2001.

Food Microbiology 87:55-62. Detection of hepatitis A virus by the nucleic acid
sequence-based amplification technique and
Diels, A. M. J., Callewaert, L., Wuytack, E. Y., comparison with reverse transcription-PCR.
Masschalck, B. y Michiels, C. W., 2004. Moderate  Applied and Environmental MicrobiologyDec.
temperatures affedEscherichia coliinactivation 5593-5600.

by high-pressure homogenization only through

fluid viscosity. Biotechnology Progres20:1512—  Kheadr, E., Vachon, J. F., Paquin, P. y FlissOD2

1517. Effect of dynamic high pressure on

microbiological, rheological and microstructural

Diels, A. M. J., Callewaert, L., Wuytack, E. Y., quality of cheddar cheeselournal of Dairy

Masschalck, B. y Michiels, C. W. 2005. Sciencel2:435-446.
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homogenisation is influenced by fluid viscosity butkjeining, A. R. y Middleberg, P. J. 1998. On the

not by water activity and product composition.  mechanism of microbial cell disruption in high-
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Resumen

Los aceites esenciales tienen efecto antimicrobpmdos compuestos fendlicos, terpénicos y otros
compuestos volatiles. Estos compuestos tienen ickgghde alterar las células microbianas; aunque sus
mecanismos de accidn y los factores extrinsecogiasecos asociados a su actividad antimicrobiana
cuando son adicionados a alimentos, no han sidmdelestudiados. La adicidén de aceites esenaales
diversos alimentos puede satisfacer la demandasdephsumidores de obtener productos alimenticios
naturales, sin o con la menor cantidad de consergadjuimicos. Por ello la importancia de conocer
las propiedades antimicrobianas de los aceitesciedes provenientes de especias y hierbas. El
objetivo de este articulo es presentar una destnipie los agentes antimicrobianos naturales, las
caracteristicas de los aceites esenciales presmepecias y hierbas, sus mecanismos de actién y
factores que afectan su actividad antimicrobianalgunos usos de estos aceites esenciales en
productos alimenticios.

Palabras clave: agentes antimicrobianos, especias, hierbas, asgtecial, mecanismos de accion.
Abstract

The essential oils have antimicrobial effects dutheir content of phenolic, terpenes and otheatilel
compounds. These compounds have the capacityetoraitrobial cells, but the mechanisms of action
and intrinsic and the extrinsic factors associatét their antimicrobial activity when added to tho
has not been fully studied. The use of essentlalinifood could satisfy the consumer demand to
natural foods, with fewer or without addition ofechical preservatives. Hence the importance of
knowing the antimicrobial properties of essentidé drom spices and herbs. The objective of this
article is to present a description of naturalraittiobial agents, essential oils characteristicspiées
and herbs, their mechanisms of action and the fathat affect its activity, their antimicrobialfet
and some uses of essential oils in foods.

Keywords. antimicrobial agents, spice, herbs, essential oiechanisms of action.

Introduccion actualidad un desafio en la industria
alimentaria, ya que los consumidores

La utilizacién de sustancias naturales en ldemandan cada vez mas alimentos sin

conservacion de alimentos constituye en laonservadores, asociando alimentos sanos y
seguros con alimentos frescos o0

“Programa de Maestria en Ciencia de Alimentos minimamente  procesados (Lopez-Malo,
Tel.: +52 222 229 2126, fax: +52 222 229 2727 1995)_
Direccion electrénicaeconsuelovp@yahoo.com
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La actividad biolégica de una plantacaracteristicas de los aceites esenciales
medicinal reside en uno o0 un conjunto deresentes en especias Yy hierbas, sus
compuestos quimicos que se encuentran @mecanismos de accion y factores que afectan
los tejidos de la planta. Sus componentesu actividad antimicrobiana y algunos
antimicrobianos estan mayormenteestudios sobre el uso de estos aceites en
contenidos en el aceite esencial presente @noductos alimenticios.
las hojas, flores, bulbos, rizomas, frutos o
alguna otra parte de la planta (L6pez-Meto
al., 2005). Los aceites esenciales resultan ser
el producto final del metabolismo secundaridRevision bibliografica
de las plantas aromaticas y estan constituidos
principalmente por terpenos con actividad yAgentes antimicrobianos
composicion variada.

Los agentes antimicrobianos son compuestos

Los aceites esenciales han sido utilizadoguimicos presentes o afiadidos en los
desde hace mucho tiempo para diversadimentos que retardan el crecimiento
aplicaciones. Los habitantes indigenas dmicrobiano o causan la muerte de los
varias regiones del mundo utilizaron unamicroorganismos  (L6pez-Malo,  2000).
amplia variedad de estos aceites comDesde la antigiedad se utilizaban algunos
agentes medicinales, para tratar diferentefpos de agentes que parecian Utiles para la
padecimientos; asimismo, los aplicaron en aonservacion de los alimentos, ya que se
curado de varios de sus alimentos. Estmotaba que al agregarlos, el alimento duraba
conocimiento tradicional, sumado a la grammas tiempo; ejemplo de ello es la sal comun,
cantidad de sustancias que las plantda cual se ha utlizado para preservar
elaboran como subproductos metabdlicos, halimentos tales como carne, pescados,
llevado a centrar la atencion de una partmariscos, verduras y muchos otros
importante de la investigacion en laproductos.
conservacion de los alimentos, en el estudio
de extractos vegetales con poder Actualmente se producen antimicrobianos
antimicrobiano y su potencial aplicacionen forma sintética, pero éstos también se
como consevadores de alimentos (Garcia @hcuentran presentes en forma natural en
Solis, 2000). diversos alimentos. De tal manera que los

compuestos guimicos de accion

Existen mudltiples reportes (Ismaiel yantimicrobiana pueden clasificarse como
Pierson, 1990; Aurelet al., 1992; Juveret aditivos tradicionales con accién directa o
al., 1994; Faleircet al., 2003, Radudienet indirecta (Moreno, 2002).
al.,, 2005 y Lugmanet al., 2007) que
demuestran la actividad antimicrobiana de Los antimicrobianos de accién directa son
los aceites esenciales de hierbas, muchos dquellos que son adicionados
los cuales fueron realizadosn®vitro” y intencionalmente al alimento con la finalidad
algunos  otros sobre la  actividadde lograr un efecto de inhibicion del
antimicrobiana de los aceites esenciales atrecimiento de microorganismos. Son
alimentos. quimicamente reconocidos como GRAS

(Generaly Recognized as Safe) por la FDA

Por ello, el objetivo de la presente revisior{Food and Drug Administration). Los
es dar a conocer una descripcion de logrincipales grupos microbianos sobre los
agentes antimicrobianos naturales, de las
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cuales muestran ser efectivos se presentan etilizara el agente antimicrobiano de manera

la Tabla I.

Tabla |. Antimicrobianos sintéticos

de accién dirécta

Antimicrobiano

Microorganismos sobre los que actla

Acido propionico y propionatc
Acido s6rbico y sorbatos

Acido benzoico y benzoatos
Parabenos

SG,y sulfitos

Oxido de etileno y de propileno

Mohos
Mohos
Mohos y levaduras

Mohos y levaduras
Bacterias, mohos y levaduras

Mohos y levaduras

Diacetato de sodio Mohos

Nisina Bacterias &cido lacticas, Clostridia
Acido dehidroacético Insectos

Nitrito de sodio Clostridia

Etil-formato Mohos y levaduras

@Jay (1991)

individual

- , y ASantiestébaat al, 2006).
Los agentes antimicrobianos con accio

indirecta son sustancias quimicas afadidas
con otros objetivos diferentes a la acciéqra
antimicrobiana, como por ejemplo los
fosfatos y antioxidantes fendlicos (Davidso
y Branen, 1993).

A pesar de que los antimicrobianos
dicionales han sido utilizados durante
mucho tiempo, con buenos resultados, la
r’breocupacic')n de los consumidores actuales
por reducir su ingesta de aditivos sintéticos,
ha llevado a evaluar la capacidad

;!’ra}dlug_nalmente, i Ioz q agentes 5 ntimicrobiana de productos naturales como
antimicrobianos eran utilizados de manerg,g nresentes en hierbas y especias.

individual para conservar alimentos (Busta y

Foegeding, ~ 1983);  sin  embargo, pqentes antimicrobianos naturales
recientemente el uso de mezclas de agentes

para la conservacion de alimentos esta sien
evaluado.

(é?n amplio espectro de antimicrobianos
naturales han sido aislados e identificados a

artir de microorganismos, animales vy
uso de mezclas d%lantas; un gran nimero de ellos ya son
u mpleados para la conservacion de
Qlimentos, mientras gue muchos otros que

incremento en la accién antimicrobiana sobrﬂan sido estudiados para poder ser usados en
microorganismos patogenos ¥/%|5s alimentos (Quispe, 1994).
deteriorativos. Se cree que la mezcla de

agentes antimicrobianos puede actuar sobre
diferentes especies de microorganismos,

Tedricamente, el
agentes antimicrobianos puede proveer
mayor espectro de actividad provocando u

Los antimicrobianos naturales pueden ser
¢ bre dif ¢ ' itales d t8e origen animal como la lisozima, las
actuar sobre diferentes puntos vitales den r|8rote|'nas guelantes, los sistemas enzimaticos

de las células, I_o cual rgsulta en un mejo lactoperoxidasa), los péptidos y algunos
control de los microorganismos presentes e tibicticos naturales; de origen vegetal

el alimento, en comparacion a que si S€omo los &cidos organicos, el timol, el
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carvacrol, el eugenol, los isotiocianatos, la Los aceites esenciales son mezclas
alicina, los fenoles y los polifenoles; y dehomogéneas de compuestos organicos
origen microbiano como la nisina Yy provenientes de una misma familia quimica,
primaricina, entre otros (Jay, 1991). como los terpenoides. También se definen
como mezclas de sustancias organicas que
Los compuestos antimicrobianos decomponen la fragancia de las plantas; estos
origen vegetal estan contenidos en las hojaspmponentes volatiles de los aceites
flores y capullos, bulbos, rizomas, frutas ertenecen a la familia de compuestos
otras partes de las plantas. Estosonocidos como terpenos, son de naturaleza
componentes pueden ser letales para la céluéeosa y son encontrados practicamente en
microbiana o pueden simplemente inhibir ldodas las plantas, ampliamente distribuidos
produccion de algun metabolito (Lépez-Maloen sus distintas partes como raices, tallos,
etal., 2005). hojas, flores y frutos (Mattos, 2007).

Antimicrobianos derivados de especias y Los terpenos son a menudo llamados
hierbas isoprenoides, teniendo en cuenta que el
isopreno es su precursor bioldgico. Presentan
La actividad antimicrobiana de las especias yna gran variedad estructural; derivan de la
hierbas se atribuye generalmente &usion repetitiva de unidades ramificadas de
compuestos fenolicos presentes en los aceitegco carbonos, basadas en la estructura del
esenciales de las mismas (Lopez-Malo, 200@sopentenilo. Son mondmeros considerados
Holley y Patel 2005). Las plantas tienercomo unidades isoprénicas y se clasifican por
capacidad para sintetizar compuestogl numero de unidades de sus carbonos. Los
aromaticos, la mayoria de los cuales soproductos que provienen del metabolismo del
compuestos fendlicos o sus derivados y estéopreno abarcan a los terpenos, los
sustancias sirven a las plantas comeoarotenos, las vitaminas, los esteroides, entre
mecanismos de defensa contra |&tros compuestos. Tienen en comudn la
depredacion de microorganismos e insectgyopiedad, de generar diversos aromas
(Lopez-Maloetal., 2005). agradables y de ser perceptibles por los
humanos (Carey, 2003).
Baueret al (2001) sefalaron que algunos
compuestos con actividad antimicrobiana Desde el punto de vista quimico y a pesar
estan presentes en gran proporcién en lae su composicion compleja, los aceites
aceites esenciales, constituyendo hasta esenciales se clasifican de acuerdo a sus
80% de los mismos, otros compuestos esta@iomponentes mayoritarios. Segun esto, los
s6lo en trazas. En la Tabla Il se muestraaceites esenciales ricos en monoterpenos se
algunos compuestos con actividaddenominan aceites esenciales
antimicrobiana que se encuentran en hierbagnonoterpénicos (por ejemplo los aceites de
hierbabuena, albahaca y salvia), los que
Aceites esenciales abundan en sesquiterpenos se conocen como
aceites esenciales sesquiterpénicos (por
La definicibn aceptada para los aceitegjemplo los aceites de copaiba, pino vy
esenciales es: “Un producto volatil obtenidgunipero); los que tienen altos contenidos de
de una materia prima vegetal mediantdéenilpropanos son los aceites esenciales,
destilacion, ya sea con vapor o por inmersiéfenilpropanoides (por ejemplo los aceites de
en agua caliente” (Munares, 1983). clavo, canela y anis) (Escobedo, 1987).
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Tabla Il. Componentes de aceites esenciales que presetitageacantimicrobiana

Concentracion maxima d
componente en el aceite

Nombre comuin de la plantaNombre cientifico de la planta Componente esencial (%)
Linalool 26
Cilantro Coriandrum sativum E-2-decanal 20
Trans
Canela Cinnamomum zaylandicum  cinnamaldehido 65
80
Carvacrol 64
Timol Terpinenc 2-52
Orégano Origanum vulgare Cymeno 52
Pineno 2-25
Acetato de bornil 0-17
Canfor 2-14
Romero Rosmarinus officinalis 1,8 Cineolo 3-89
Eugenol 75-85
Clavo Syzygium aromaticum Acetato de eugenil 8-15
11mol 10-64
Carvacrol 2-11
Terpineno 2-31
Tomillo Thymus vulgaris Cimeno 10-56

®Baueret al. (2001)

Caracteristicas de los aceites esenciales personas  sensibles a  determinados
terpenoides; son en general inocuos, mientras
Los aceites esenciales o esencias volatilég dosis suministrada no supere los limites de
son productos de intenso olor que se extrad@xicidad. Sufren degradacion quimica en
de plantas arométicas. Si bien se usapresencia de la luz solar, el aire, el calor, los
principalmente en la industria alimenticia yacidos 'y alcalis fuertes, generando
cosmética, muchos de ellos poseen probadaigomeros de naturaleza indeterminada. Son
propiedades terapéuticas comasolubles en los disolventes organicos
antimicrobianos. Numerosos trabajoscomunes y casi inmiscibles en disolventes
reportan la accion antiviral y antibacteriangpolares asociados (agua, amoniaco). Tienen
de sustancias terpenoides presentes en pgopiedades de solvencia para los polimeros
fraccion de aceite esencial extraido de€on anillos aromaticos presentes en su
plantas aromaticas (Mattos, 2007). cadena. Son aceptados como sustancias
seguras GRAS (Generally Recognized as
A condiciones ambientales, los aceite$afe) por la FDA (Martinez, 2008).
esenciales son liquidos menos densos que el
agua, pero mas viscosos que ella. Poseen unLos  aceites  esenciales  contienen
color en la gama del amarillo, hasta seeomponentes heterogéneos de terpenos,

transparentes en algunos casos (Munaredgsquiterpenos, acidos, ésteres, fenoles,
1983). lactonas; todos ellos facilmente separables,

ya sea por meétodos quimicos o fisicos
Los aceites esenciales son flamables, n@lestilacion, refrigeracion, centrifugacion,
téxicos, aunque pueden provocar alergias egntre otros) (Vasqueezt al., 2001). Son
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obtenidos del material que los contienevaria, ya que sus componentes son diferentes.
utilizando  principalmente el  clasico (Ohnoet al, 2003).
procedimiento de destilacion por arrastre de
vapor. Otros métodos usuales son la Una caracteristica importante de los
extraccion con solventes lipofilicos y elcomponentes de los aceites esenciales es su
enflorado; este dltimo bastante usado ehidrofobicidad, la cual permite la separacion
perfumeria (Cano, 2007). de los lipidos de la membrana celular y la
mitocondria, desordenando la estructura de
Mecanismos de accion de los aceitegstos haciéndola méas permeable, lo que
esenciales contra los microorganismos permite la filtracion de iones y otros
contenidos celulares (Oosterhaven al,
Algunos aceites esenciales afectan 1a$995). Burtet al (2007), sefialaron que al
funciones metabdlicas microbianas, como l@xponer las células a concentraciones
respiracion, la produccion de toxinas osubletales de agentes antimicrobianos
acidos, pero pueden presentar diferenteaturales (como carvacrol y timol), hay
especificidad respecto a los sitios activos eaambios en la concentracion de los acidos
la célula microbiana de acuerdo a swrasos de la membrana  celular,
composicion (Lépez-Maletal., 2005). presentandose un aumento de los acidos
grasos insaturados.
Lugman et al (2007) reportan que la
inactivacion microbiana de los aceites Factores que afectan la actividad
esenciales es causada por dafio en la paradtimicrobiana de los aceites esenciales
celular de los microorganismos, desérdenes
en la membrana citoplasmatica, agotamientS8on muchos los factores que afectan la
de las fuerzas motrices de los protonesctividad antimicrobiana de los aceites
coagulacion de los contenidos celulares esenciales. El grado de inhibicion depende
alteraciones en el flujo de electrones, en alel tipo de microorganismo, del tipo de
flujo del contenido celular y en el trasportesustrato, de las variaciones en la composicion
activo. de la planta, especia o fruto, de las
diferencias en las zonas geograficas de
Davidson y Branen (1993) indicaron quecultivo, entre otros (Mattos, 2007).
el modo de accion de los compuestos
fendlicos es inactivar enzimas esenciales, Lopez-Malo (1995) menciona que el
reaccionar con la membrana celular o alteraspectro de actividad antimicrobiana de los
la funcién del material genético. Ademasaceites esenciales depende en gran medida
Lopez-Malo (1995) sefiala que la actividaddel microorganismo a inhibir, ya que los
antimicrobiana de los aceites esencialesiicroorganismos difieren en su resistencia.
puede deberse al deterioro de varios sistemaAslemas, cuando el aceite es incluido en un
enzimaticos en los microorganismosalimento, éste puede interactuar aumentando
incluidos aquellos involucrados en ladisminuyendo la capacidad antimicrobiana y
produccién de energia y en la sintesis di eficacia del aceite esencial.
componentes estructurales.

Algunos factores intrinsecos y extrinsecos

Se han realizado muchos estudiogstan asociados con la  actividad
evidenciando el efecto bactericida de losntimicrobiana de los aceites esenciales en
aceites esenciales; sin embargo, su actividadimentos. Estos incluyen temperatura,
composicion de la atmdésfera, pH, potencial
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de oxido-reduccion y actividad de agua, entrios constituyentes mas activos fueron timol,
otros. En los casos en los que la muestra etdehido cindmico, eugenol y carvacrol.
expuesta a una atmésfera conteniendo el
aceite esencial, las condiciones deben ser Juven et al (1994) observaron que la
cuidadosamente controladas para obtenactividad antimicrobiana de los compuestos
resultados significativos. EI numero inicialfendlicos de ciertos aceites esenciales,
de microorganismos debe ser consistentgensibiliza la membrana celular de
para que los resultados sean reproducibles. Ealmonella typhimuriumy Staphylococcus
efecto de la temperatura es muy importantaureus provocando la saturacion de los sitios
durante la incubacion, ésta debe ser la Optimactivos, de tal forma que se generd un dafio
de crecimiento del microorganismo airreversible, seguido del colapso de las
evaluar, ya que en la mayoria de los casos, etlulas bacterianas.
incremento de la temperatura de exposicion
incrementa el efecto antimicrobiano del En un estudio realizado con aceite
aceite. La composicion de la atmosfera juegesencial de tomillo, éste inhibi6 el
un papel muy importante, es necesarigrecimiento deProteus mirabilis El 1,8-
definir si el microorganismo es anaerobio aineol presente en el aceite tiene actividad
no (Beuchat y Golden, 1989). antimicrobiana similar al linalol, contra
ciertos microorganismos comaCandida
La actividad antimicrobiana de losalbicans, Listeria monocytogenes, Proteus
compuestos fendlicos presentes en los aceitesrabilis, Salmonella sppy Staphylococcus
esenciales se ve favorecida por valores de p&lireus(Faleiroetal., 2003).
bajos; ello se atribuye al incremento de la
solubilidad y estabilidad de estos compuestos En el trabajo de Radudiem al (2005),
(L6opez-Malo et al, 2005). Juvenet al en el aceite esencial de orégarfae
(1994) mencionan que a valores de pH bajagentificada una mezcla compleja de 75
las moléculas de compuestos fendlicos, comecompuestos, en un porcentaje de 82.2 a
el timol, se encuentran mayormente n®8.4%, siendo los componentes mayoritarios
disociadas, presentandose regionesiono y sesquiterpenos que representaron el
hidrofobicas en las proteinas y disolviéndosd9.8 — 76.8% del total de aceite esencial
mejor la fase de lipidos de la membrana.  extraido de las hojas de orégano. También se
encontraron en el aceite germacreno-D, 1,8-
Algunos  estudios sobre el efectocineolo, 6xido de criofileno, terpinenoedel
antimicrobiano de los aceites esenciales dg espatulenol, siendo el carvacrol, p-cimeno,
especias y hierbas y-terpineno, sabineno, cis-ocimeno,
terpineno-4-ol yB-bisaboleno, los principales
La actividad antimicrobiana de diferentesconstituyentes del aceite esencial. Este aceite
aceites esenciales de especias y hierbas ésencial mostro tener actividad antifangica
sido evaluada por diferentes autores. Ismaiebntra Fusarium avenaceunPaecilomyces
y Pierson (1990) observaron que los aceitegariotii, Rhizopus stolonifey Scopulariopsis
de clavo, tomillo, pimienta, orégano y canelérevicaulis; los microorganismos mas
previnieron la germinacion d€lostridium resistentes fueron levaduras cor@andida
botulinum Mientras que Aurelet al. (1992) glabrata, Saccharomyces cerevisjae
probaron la actividad antimicrobiana de esto&eotrichum  candidum,  Aureobasidium
mismos aceites esenciales en sistemgmillulang y mohos como Acremonium
modelo, para inhibir el crecimiento defurcatum.
Listeria monocytogenesdeterminando que
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En otro estudio con aceite esencial d@&28, para el control de. monocytogenen
romero Rosmarinus officinalljs se observé carne de cerdo durante el almacenamiento a
su efecto antibacteriano frente a4 °C, pudiendo ser util para mejorar la
Mycobacterium smegmatis, Escherichia colestabilidad de los productos carnicos.

y Candida albicans Su menor actividad se
encontro frente Mycobacterium smegmatis Por otra parte, Mejlholm y Dalgaard
(Lugmanetal., 2007). (2002) evaluaron nueve aceites esenciales
para prolongar el tiempo de vida util de
Uso de los aceites esenciales de especiasfiletes de bacalao envasados en una
hierbas como antimicrobianos en productosatmosfera  modificada. Estos  autores
alimenticios concluyeron que los aceites esenciales de
orégano y canela presentaron la mayor
Actualmente, los consumidores requieremnhibicion del crecimiento d€seudomonas
que los productos que consume seaphosphoreume incrementaron el tiempo de
elaborados con sustancias naturales. En estigla util de los filetes de 11-12 dias a 21-26
ambito, los aceites esenciales de especiasdias a 2 °C, seguidos de los aceites esenciales
hierbas estdn siendo muy valorados. Ale limon, tomillo, clavo, laurel, mejorana,
continuacion se comentan algunos estudicslvia y albahaca.
en los que se adicionaron aceites esenciales
como agentes antimicrobianos a diversos Se ha estudiado el efecto bacteriostatico
alimentos. de los aceites esenciales de orégano y canela
en productos envasados que no son
La adicion de 0.8 % (v/p) de aceite esenciadsterilizados, demostrando su  efecto
de orégano permitié una reduccion inicial dentimicrobiano frente &scherhichia coliy
2-3 ciclos logaritmicos de la poblaciénStaphylococcus aureugBecerril et al,
bacteriana presente en muestras de carrz07).
incluyendo L. monocytogenesy bacterias
acido lacticas. Las muestras de carne fueron Por su capacidad de extender la vida de
almacenadas en atmoésfera modificada (40%naquel de un producto y reducir el riesgo de
CO, 30% Q y 30% N) y empacadas al crecimiento de patégenos en la superficie de
vacio; se observo que a condiciones normaléss alimentos, los aceites esenciales han sido
de almacenamiento la inhibicion delincluidos en la formulacion de peliculas
crecimiento bacteriano fue menor (Tsigarida@omestibles, las cuales permiten incorporar
etal., 2000). agentes antimicrobianos para proveer
estabilidad microbiolégica a los alimentos

En otro estudio realizado por Skandamis yRooney, 2002).

Nychas (2001), el aceite esencial de orégano

disminuyé el crecimiento de la poblacidbn Los aceites esenciales también han sido

bacteriana presente en carne molidaplicados a productos de panaderia La

almacenada en condiciones de atmoésfer@nela, el clavo de olor, el laurel, las hojas de

modificada. Las concentraciones madimén y el tomillo, demostraron tener

efectivas fueron 0.5% y 1%. actividad antifungica frente a hongos
comunes que causan deterioro; aunque la

Ghalfi et al. (2007) detectaron que el combinacion de estos aceites esenciales con
aceite esencial de orégano tiene efectel envasado en atmdésfera modificada resulta
sinérgico favorable con la bacteriocinaser una mejor alternativa (Guynet al,
producida pot.actobacillus curvatu€WBI-  2003).
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Eissa et al (2008) evaluaron el efecto La aplicacion de la mayoria de los aceites
inhibidor de cinco aceites esencialeesenciales se ve limitada por el hecho de que
extraidos de hojas de limén, albahacdas concentraciones a las que se logra un
romero, salvia y clavo, contra la actividad deefecto  antimicrobiano importante, son
la enzima polifenoloxidasa, el pardeamientsuficientes para alterar el sabor de los
enzimatico, el crecimiento ddéspergillus alimentos adicionados con estos aceites; y en
flavus y A. ochraceusy su produccion de muchos casos tales alteraciones no suelen ser
micotoxinas en muestras de jugo deagradables. Por esto es necesario profundizar
manzana. Los mejores efectos de inhibicioen el conocimiento de los mecanismos de
se encontraron con los aceites de hojas @&ecidon y de los factores extrinsecos e
limén, clavo y romero, cuando seintrinsecos asociados con el uso de aceites
adicionaron en dosis de 0.05, 0.2 y 0.9 %gsenciales en alimentos, asi como en la
respectivamente. Se encontrd un incrementmombinacion de estos aceites con otras
del tiempo de vida util del jugo en cuatroformas de conservacion de los alimentos.
semanas, a 4 °C de almacenamiento.

Se ha observado que las concentraciones
gue se requieren para lograr un efect®eferencias
antimicrobiano de los aceites esenciales
provenientes de especias y hierbas, scAureli, P., Constantini, A. y Zolea, S. 1992.
considerablemente mas altas en alimentc Antimicrobial activity of some plant essential oils
. . . against Listeria monocytogenesJournal Food
que en medios de cultivo. Estq alter: S0 ot 55.334.348,
significativamente el sabor de los alimentos
por lo que seria conveniente reforzar [:Basmacioglu, H., Tokusoglu, O.y Ergu, M. 2004. The

efectividad de los aceites esenciales puel effect of oregano and rosemary essential oils or
reforzarse con el uso de aditivos o0 co
combinaciones sinergisticas con otro
factores, reduciendo asi las concentracion
necesarias de aceite esencial para logar
eficacia deseada (Gould, 1996).

Conclusiones

Los aceites esenciales constituyen une
alternativa eficaz a los antimicrobianos
tradicionales en el control del crecimientc
microbiano en alimentos. Los compuesto
activos mayoritarios de los aceites esencial
de especias y hierbas son los compuest
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Extraccion supercritica de antioxidantes naturales partir de hierbas y
especias
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Resumen

La extraccién con fluidos supercriticos (EFS) ea tatnologia usada para la extraccion de una gran
variedad de compuestos quimicos. Los materialestatsg contienen muchos compuestos quimicos
con actividad antioxidante. El objetivo de estécatb es presentar informacion sobre la extraccam
fluidos supercriticos de antioxidantes naturaleembdos a partir de hierbas y especias. Este trabaj
presenta informacion sobre aspectos generales sdantioxidantes naturales, una descripcién del
proceso de extraccion con fluidos supercriticgzeet®s relacionados con las condiciones de operacio
para la extraccidbn de compuestos antioxidantegsddisponibles de compuestos antioxidantes
obtenidos a partir de hierbas y especias y finalenalgunas aplicaciones de esta tecnologia en la
industria de alimentos. Las hierbas y especias ammaduente de antioxidantes, son una alternativa a
uso de antioxidantes sintéticos. El uso de la Hiando C@como el agente de extraccién) tiene
muchas ventajas y variedad de aplicaciones; siraggobes importante establecer adecuadamente las
condiciones de operacion para la extraccion dedogpuestos quimicos de interés.

Palabras clave: Antioxidantes, extraccion con fluidos supercritidusrbas y especias.
Abstract

Supercritical fluid extraction (SFE) is a technolagsed to extract a variety of compounds. Vegetable
materials may contain chemical compounds with aittemt activity. The objective of this article i t
provide information on the supercritical fluid eadtion of natural antioxidants from herbs and spice
This paper presents a compilation and general sspbout natural antioxidants, a description of the
supercritical fluid extraction, information regamdi operational conditions for the extraction of
antioxidant compounds, reported data of antioxidamwhpounds from herbs and spices, and finally
some applications of this technology in the foadbistry. Spices and herbs, as a source of antiasidan
are a promising alternative to synthetic antioxtdaihe use of the SFE (using £&5 the extraction
agent) could have many advantages and a varieapmifcations, however, it is important to establish
the optimal operation conditions for the extractidthe chemicals.

Keywords. Antioxidants, supercritical fluid extraction, herbad spices.

*Programa de Doctorado en Ciencia de Alimentos
Tel.: +52 222 229 2126, fax: +52 222 229 2727
Direccion electrénica: lacondeh@hotmail.com

96



L. A. Conde-Hernandeet al./ Temas Selectos de Ingenieria de Alimentos 32009): 96 — 110

Introduccion baja volatilidad y polaridad. Ademas de que,
cuando el extracto es recuperado en el
Existe un gran interés en los antioxidanteproceso de separacion, el £€&s facilmente
naturales encontrados en ciertas plantas, y&parado debido a su alta volatilidad. La EFS
gue son una alternativa a los antioxidantegermite llevar a cabo la extraccion de
sintéticos. Las mas importantes fuentes degredientes activos a partir de hierbas y
antioxidantes naturales son las hierbas gspecias con una mejor reproduccion del
especias (Yanishlieveet al, 2006). Los sabor y fragancia en comparacion con los
materiales vegetales contienen muchoprocesos convencionales. Se evita la
compuestos con actividad antioxidantedegradacion térmica y la descomposicion de
Algunas plantas han sido estudiadas comoompuestos labiles, debido a que el proceso
fuentes de antioxidantes naturales (Moetre opera atemperaturas reducidas, y en ausencia
al., 2001). Uno de los primeros trabajogde luz y oxigeno, lo que previene reacciones
reportados es el de Chipadt al (1956), oxidativas. Este ultimo punto es de especial
quienes examinaron mas de 70 especias iyterés para la extraccion de antioxidantes, ya
hierbas. Desde entonces, el interés en l@ue garantiza la conservacion de las
actividad antioxidativa de especias se haropiedades biologicas de los extractos
incrementado y ha conducido a un aumentobtenidos (Diaz-Reinosat al., 2006).
en la informacion acerca de estos compuestos
(Yanishlievaet al, 2006). Numerosos articulos de la EFS en varias
hierbas y especias han sido publicados;
El proceso de extraccion con disolventepimienta negra (Sovovéet al, 1995),
organicos puede ser utilizado para extradavanda, tomillo, anis y salvia (Dapkevicius
antioxidantes, pero esto produce residuos ret al, 1998), jengibre, romero y curcuma
deseables 'y los extractos puedefiLeal et al, 2003), sésamo (Het al, 2004),
experimentar transformaciones oxidativasnejorana (Vagi et al, 2005), canela
durante la eliminacion del disolvente. DebiddMarongiu et al, 2007), por mencionar sélo
al impacto ambiental negativo que tiene ehlgunos ejemplos.
uso de disolventes organicos liquidos en la
extraccion de productos naturales, hay un El objetivo de este trabajo es presentar
gran interés en usar técnicas de extracciGnformacion de la tecnologia de extraccion
alternativas y viables usando fluidoscon fluidos supercriticos para la obtencion de
supercriticos. La extraccion con fluidosantioxidantes naturales obtenidos a partir de
supercriticos estd ganando aceptacion contoerbas y especias.
una alternativa a la extraccion Soxhlet
(Vermaet al., 2008). En comparacion con los
disolventes orgéanicos, liquidos y
convencionales, los fluidos supercriticoRevisién bibliografica
tienen una difusividad mas alta y menor
densidad, viscosidad y tension superficial. EAntioxidantes
CO, es el disolvente mas frecuentemente
usado para la extraccion con fluidosLos alimentos que contienen grasas y otros
supercriticos debido a las siguientes ventajalpidos, terpenos e hidrocarburos
no es toxico ni flamable, es seguro desde ehmificados, no son estables al
punto de vista ambiental, ampliamentealmacenamiento prolongado o calentamiento
disponible, bajo costo a una alta pureza y datensivo. Los acidos grasos insaturados, y
idoneo para extraer compuestos naturales c@articularmente, los poliinsaturados, son
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oxidados siguiendo diferentes mecanismos gnfermedades tales como el cancer
formando radicales libres, los cuales soffYanishlievaet al., 2006).
convertidos en  hidroperéxidos.  Los
hidroperéxidos no tienen olor ni sabor, perd-uentes de antioxidantes naturale€xisten
se descomponen con la formacion deliversas fuentes de antioxidantes naturales,
compuestos volatiles, tales como alcanalogntre las que se encuentran: las frutas y
alca-2-enalos, alca-2,4-dienalos, diferentegerduras, asi como sus productos procesados
cetonas, alcoholes e hidrocarburos. Estq®obardset al, 1999; Collins y Harrington,
productos dan lugar a sabores desagradab[2803). Todos los granos (Decket al,
(rancidez). El valor sensorial, y por tanto 1&2002), cereales (Shahidi y Naczk, 1995),
aceptabilidad del alimento se vehongos (Matet al, 2002), plantas de la orilla
sustancialmente deteriorada por la rancidedel mar (Masudaet al, 1999), y las algas
La rancidez puede ser prevenida pomarinas han sido consideradas como fuente
diferentes métodos; usando materiales grasde antioxidantes (Linet al, 2002). Ghiselli
pobres en &cidos grasos poliinsaturadogt al  (2000) reportaron  actividad
restringir el acceso de oxigeno y por lantioxidante para vinos y otras bebidas
adicion de inhibidores de la oxidacion. Losalcohdlicas y Uccella (2001) lo hizo para
mas importantes inhibidores son losaceite de oliva. Los tés contienen potentes
antioxidantes, los cuales son capaces dmtioxidantes y han sido estudiados debido a
inactivar a los radicales libres formadossu alto contenido de compuestos fendlicos
durante la autoxidacion. Estos inhibidoregJeong y Kong, 2004). Maet al (2003)
representan una clase de sustancias queportaron que los aceites esenciales
varian ampliamente en estructura quimica gontienen  compuestos con  actividad
tienen diversos mecanismos de acciorantioxidante (tales como colorantes vy
(Pokorny, 2000). De acuerdo a Shahidi flavonoides). Sacchettiet al (2005)
Naczk (1995), la ruta clasica de laencontraron que los terpenos y otros
autoxidacion  incluye reacciones de:compuestos pueden causar un efecto
iniciacion (produccion de radicales libressinérgico con los antioxidantes. Srinivasan
lipidicos), propagacion y terminacion (2005) reporta que las especias y las hierbas,
(produccion de productos no-radicales). asi como las plantas arométicas vy
medicinales, contienen principios activos con
Los principales antioxidantes sonactividad antioxidante y que tienen efectos
sustancias fendlicas  (heterociclos  ddisiologicos para los seres humanos
nitrégeno). La mayoria de antioxidanteqinfluencia hipolipidémica, potencial
activos contienenortho o para grupos antidiabético, efecto antiinflamatorio, accion
hidroxilos disustituidos. En el caso de lagligestiva estimulante y antimutagénico). Los
sustancias sintéticas, se prefieren lodesperdicios solidos y liquidos del
derivados disustituidogara, debido a su procesamiento de alimentos (por ejemplo
baja toxicidad, entre los antioxidantesvinos, tés, papas, aceite de olivo) son fuentes
naturales prevalecen los disustituidmsho de antioxidantes atractivas (Mouet al,
(Pokorny, 2000). 2001).

Por otro lado, los antioxidantes presente€ompuestos naturales con actividad
en partes de hierbas y especias, son wamtioxidante. Los principales antioxidantes
beneficio en cuanto a su consumo, ya queon los fenoles, tales como los acidos
ayudan a atrapar los radicales librebenzoicos y cinamicos (Mansougt al,
formados en el cuerpo y asociados coR005), flavonoides (Van Ackest al, 1996),
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péptidos y proteinas (Kitts y Weiler, 2003),difenil-1-picrilhidrazil) (Gordon, 2001). Un
productos de la reaccion de Maillard (Yilmazmétodo alternativo a la depuracion de
y Toledo, 2005), azucares y polioles (Faraji yadicales fue propuesto por Zaporozlettal.
Lindsay, 2004), y &cido lactico (Lin y Yen, (2004) quien mide la habilidad de quelacion.
1999). Ademas de los compuestos fendlicofinese y Nicoli (2003) reportan que el
se encuentran los carotenoides (Modegl, potencial redox da un indice de la efectiva
1996) vitamina C (Kaltet al, 1999), eficiencia de oxidacion/reduccion de todos
vitamina E (Quiteset al, 2002). Los los antioxidantes presentes en el medio. La
compuestos mencionados anteriormente ggueba del poder antioxidante reductor
encuentran presentes en hierbas y especiéstroso (FRAP, por sus siglas en inglés) esta

En la Tabla | se muestran algunosasada en la habilidad de los antioxidantes

compuestos antioxidantes especificos. para reducir un complejo férrico a ferroso
(Benzie y Strain, 1996). La velocidad de

Determinacion de la actividad degradacion de una sustancia antioxidante ha

antioxidante. Existen diversos métodos parasido positivamente correlacionada con la
medir la actividad antioxidante en diversasctividad antioxidante (Chinat al, 1991).
situaciones (condiciones de operacion,

oxidantes, iniciadores, condiciones de Los fosfolipidos y las lipoproteinas
oxidacion, composicion y estructura del(particularmente de baja densidad) han sido
alimento y disponibilidad de oxigeno), loempleadas como sustratos de oxidacion (Chu
cual hace dificil comparar e interpretar log/ Liu, 2004). En aceites esenciales se puede
resultados obtenidos en la literatura (Gordorprobar la habilidad para inhibir la oxidacion
2001). Las caracteristicas consideradas pade hexanal a acido hexanoico de acuerdo a
estandarizar una prueba son presentadas enrfformes previamente publicados por Véei
revision realizada por Priet al. (2005). Una al. (2001). Wei y Shibamoto (2007)
variedad de métodos para evaluar lavaluaron el malonaldehido formado en
actividad antioxidante esta basada en laceites esenciales como una prueba de
capacidad depuradora de los radicales libreactividad antioxidante. Frankel y Meyer
ya que la generacion de radicales libres es{d000) publicaron una revisibn sobre
directamente relacionada con la oxidacion dmétodos analiticos para determinar la
alimentos y sistemas bioldgicos.Los radicaleactividad antioxidante vitro de compuestos
mas frecuentemente usados son: superéxiddendlicos puros y antioxidantes naturales.
hidroxilos, oxido nitrico, alquilperoxilos, N-

N,dimetil- p-fenilendiamina y DPPH (2,2-

Tabla |. Antioxidantes aislados de hierbas y espécias

Especias Nombre comln Sustancia
Romero Rosemarinus officinaligLabiatae) Acido carnésico, carnosol, acido rosmarinico, rassha
Salvia Salvia officinalis(Labiatae) Carnosol, acido carnésico, rosmanol, acido rosmoarin
Orégano Origanum vulgare(Labiatae) Derivados de acidos fendlicos, flavonoides, toaésr
Tomillo Thymus vulgargLabiatae) Timol, carvacrol, r-cumeno- 2,3 diol, bifenolegvibnoides
Jenjibre Zingiber officinale (Zingiberaceae) Compuestos gingerol, diaryheptanoides
Carcuma Curcuma domesticgZingiberaceae) Curcuminas
Pimienta negra Piper nigrum (Piperaceae) Amidas fendlicas, flavonoides
Pimiento rojo Capsicum annuunfSolanaceae) Capsaicina
Pimiento picante Capsicum frutescencgSolanaceae) Capsaicina, capsaicinol
Clavo Eugenia caryophyllatgCaryophyllaceae) Eugenol, galatos
Mejorana Majorana hortensig(Labiatae) Flavonoides
Bélsamo comin Melissa officinalis(Labiatae) Flavonoides
Regaliz Glycyrrhiza glabra (Leguminosge Flavonoides, fenélicos regaliz

Adaptado de Yanishlievet al.(2006)
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, "

Curvade fusién

PRESION

TEMPERATURA

Fig. 1. Diagrama de fases de un material puro. Adaptado de Rizvi et al. (1994)

comprimido por arriba de su presion critica

(50,000-25,000kPa) y es calentado por arriba
Descripcion del proceso de extraccion corde su temperatura critica (20-60°C). La
fluidos supercriticos propiedad mas importante de estos fluidos es

el poder de disolucion en su region
Definicion de fluido supercritico. De supercritica. En el diagrama de fases para un
acuerdo a Raventéset al. (2002) la compuesto puro (Figura 1) es posible
extraccion con fluidos  supercriticos,distinguir los tres estados de la materia:
extraccion con gases supercriticos y Iadlido, liquido y vapor. Estos estan separados
extraccion con un gas denso, son términgsor una curva de fusion o equilibrio solido-
alternativos para nombrar la operacién coftiquido, una curva de sublimacion o
un fluido a temperaturas y presiones cercequilibrio soélido-vapor, y una curva de
del punto critico. El proceso de extracciérvaporizacion o equilibrio liquido-vapor. Este
con fluidos supercriticos es un proceso ddiagrama tiene dos importantes puntos: el
separacion donde las sustancias son disuelfaisnto triple y el punto critico. El punto triple
en un fluido, el cual es capaz de modificar sas el punto en el cual los tres estados
poder de disolucion, bajo condicionescoexisten. El punto critico permanece al final
especificas superiores a su temperatura de la curva de vaporizacion, donde la fase
presion criticas (regidon supercritica). Lagas y la fase liquida se unen para formar una
propiedades de un fluido supercritico sorsola fase fluida homogénea, y mas alla de
usadas para extraer selectivamente uweste punto estd la region de fluido
compuesto especifico o para fraccionasupercritico.
mezclas debido a un cambio en la
temperatura y presion, sin un cambio de fas®iéxido de carbono, CQ el disolvente mas
Los mismos autores definen un fluidoutilizado. En la Tabla Il se presentan los
supercritico como un liquido o gas ervalores de pardmetros criticos de algunas
condiciones atmosféricas el cual esustancias potencialmente udtiles como
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Tabla Il. Pardmetros criticos de diferentes sustancias
potencialmente Gtiles como fluidos supercrificos

Sustancia  T,(°C) P,(kPa) p (kg /m°)

Agua 374.2 21480 320
Amoniaco 132.5 10990 230
Dioxido de carbono  31.1 7200 470
Metano 0.8 4600 170
Etano 32.3 4760 200
Propano 96.7 4240 220
Butano 152.0 7060 230
Pentano 196.0 3290 230
Etileno 11.0 4760 200
Metanol 239.0 7890 270
Etanol 243.3 7200 280
Eter 193.6 6380 270
Acetona 235.0 4700 280

®Adaptado de Regleret al. (2005)

fluidos supercriticos, aunque generalmente explosivo ni caro. EI C® es muy bien
fluido supercritico méas utilizado es el €0 aceptado y es considerado como seguro
(Reglero et al, 2005). Los productos de (GRAS, Generally Regarded as Safe) cuando
origen bioldgico, tales como conservadoress usado con buenas practicas de
naturales de alimentos o ingredientesnanufactura (BPM).
funcionales, son algunas veces termolabiles y
faciimente oxidables; consecuentemente, Regleroet al (2005) argumentan que los
ellos requieren procesos a bajas temperaturpeoductos alimenticios sin  residuos de
y, si es posible, atmoésferas libres de oxigenalisolventes pueden ser obtenidos con, CO
El CO; no es oxidante y tiene temperaturaupercritico, donde a bajas presiones es un
critica de 31.1°C, lo cual lo hace convenientgas. Después de la extraccion, no es
para la extraccion de esos productos (Reglerecesario aplicar energia para vaporizar el
et al, 2005). Otros fluidos con temperaturasextractante porque su autoeliminacion es
criticas mas bajas son toxicos, explosivos gspontanea cuando la presion disminuye. Los
prohibidos ecol6gicamente, y es dificil sumismos autores plantean que la principal
manipulacién y obtencion de forma pura. Podesventaja de CQupercritico es su limitada
lo tanto el CQes el fluido mas atractivo paracapacidad para extraer compuestos polares.
el procesamiento de materiales biologicos y
alimenticios (Rizviet al, 1994). Estos son componentes comunes de
productos usados cono conservadores de
Desde el punto de vista ambiental, el usalimentos o ingredientes funcionales. Este
de CQ hace el proceso de extraccion con uproblema tiene una razonable solucién: el
fluido supercritico, una técnica ecologicaCO, alimentado con etanol a bajo porcentaje,
Las plantas comerciales recirculan el 20 ha sido aplicado para extraer una amplia
por lo que su uso como un disolvente deariedad de compuestos moderadamente
extraccion, no aumenta la cantidad ygolares. Una ventaja es que el etanol también
presente en la atmosfera. Finalmente no & GRAS. Tsudeet al (1995), extrajeron
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Alimentacion al
Entrada separador
de liquido alternativo
Vélvula de Vélvula de
control de control de
presion () presion Condensador

subcritico de
CO2

)
N

EXTRACTOR

SEPARADOR

Presiéon méax

200 bar Presion max

200 bar

Temperatura
? Temperaturg
5a80°C 20280 °C
Refrigerante
Bomba de
Extracto| COz
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del liquido i
a Intercambiador Presién max. 700 bar
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Suministro
de CQ

Fig. 2. Diagrama esquematico de una planta piloto de extraccidn supercritica con CO,. Adaptado
de Steytler (1996)

componentes antioxidantes de tamarind®escripcion del proceso.El proceso EFS
(Tamarindus indica L.usando etanol como consiste de dos pasos esenciales: la
modificador. extraccion y la separacion (Ravengisal,
2002). En el proceso de extraccion, el
Componentes esenciales de un equipo dematerial que va a ser extraido es colocado en
extraccion. Los componentes esenciales del extractor, el cual es previamente purgado
un equipo de extraccion a nivel planta pilotawon CQ gaseoso para eliminar todo el aire
son: el recipiente de extraccion, el recipienteel sistema. La extraccion comienza cuando
de separacion, el condensador y una bomigh CO, liquido es bombeado a un
(Figura 2). EI CQ es almacenado a suintercambiador de calor hacia el recipiente de
presion de vapor en un condensador, y estraccion. La velocidad de flujo, la cual es
bombeado hasta el recipiente de extraccioteterminada por la bomba, usualmente se
por medio de una bomba de alta presion. Establece de tal forma que permita suficiente
estado del C@en la etapa de extraccion ytiempo de residencia del G§ se alcance la
separacion es determinado por la temperatusalubilidad de equilibrio. Entonces la
y la presion de los recipientes. Lasolucibn pasa al recipiente de separacion,
temperatura es controlada por un termostatdonde las condiciones son establecidas para
y la presion es mantenida por una valvula dminimizar la solubilidad de los compuestos
presion de alivio. Usualmente el extractoextraidos. Esto algunas veces involucra la
esta enchaquetado. Las condiciones d#escompresion del GGa un estado de baja
temperatura, presion y velocidad de flujo delensidad (T>J) o a un estado sobre o debajo
CO, son continuamente monitoreadas ye la linea de coexistencia liquido-gas
medidas en ciertos puntos estratégicos déI<T;). El CO, gaseoso entonces pasa al
sistema (Steytler, 1996). condensador, donde ser4 condensado vy
almacenado como un liquido (Steytler,
1996). Debido a las altas presiones, los
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recipientes estdn construidos de paredemrantiza mejoras en la extraccion de algunos
gruesas de metal, lo que dificulta elcasos (Scaliat al, 1999). Altas temperaturas
monitoreo del proceso. Si el extracto es upueden proveer una actividad antioxidante
liquido, puede ser eliminado periédicamentends alta, que a temperaturas mas bajas,
del recipiente de separacion por una valvulancluso si el rendimiento del extracto pudiera
de drenado, pero si es un sélido, es necesadsminuir. Uyet al (1991) reportaron que los
detener la extraccion para eliminar loxompuestos altamente sensibles a la
depodsitos por medio de un lavado. El procesemperatura requieren  condiciones de
de extraccion es caro, sin embargo, ofrecextraccion poco severas para evitar
muchas ventajas, siendo la principal (para lalteraciones (por ejemplo algunos
aplicacion en alimentos), la falta de toxicidacdcompuestos fendlicos pueden ser
del CQ. En la actualidad los consumidorespolimerizados u oxidados a temperaturas mas
estan considerando la seguridad en loaltas de 50°C, aunque otros fendlicos son
alimentos un factor primordial; estamas resistentes). La temperatura de
caracteristica indudablemente promovera sextraccion tiene un efecto diferente sobre la
uso en la industria de alimentos (Steytlersolubilidad de algunos antioxidantes,
1996). dependiendo de la presion de operacion

(Caveroet al, 2005). La solubilidad y la
Condiciones de operacion del proceso dé¢ransferencia de masa dependen de la presion
extraccion supercritica y temperatura de GQRegleroet al, 2005).

No es posible generalizar el efecto de la
Presion y temperatura. Las condiciones temperatura en la obtencion de antioxidantes,
empleadas para extraer compuestoga que depende primordialmente de la hierba
antioxidantes fendlicos son mas severas que especia a estudiar (Diaz-Reinosb al,
las usadas en la extraccion de aceitez006).
esenciales: usualmente los aceites son
solubles a presiones menores de 10MPa yGondiciones mecéanicas. De acuerdo a
temperaturas en el rango de 39.2-55.2°Regleroet al (2005), el método empleado en
mientras que si aumenta la presion, aumenta preparacion de la muestra (por ejemplo el
la extraccién de compuestos polares y de algecado y la molienda de la muestra, esto
peso molecular (incluyendo polifenoles, lodiltimo afectando el tamafio de particula),
principales antioxidantes en los extractos dmfluye en el proceso de EFS, asi como en la
plantas). Cuando no hay compuestos de alttansferencia de masa. La molienda del
peso molecular, un aumento de presion nmaterial permite rendimientos mas altos en
aumenta el rendimiento del extractocomparacion con el material que no es
(Esquivelet al, 1999). Tsudat al (1995), sometido a molienda. La mayoria de los
extrajeron componentes antioxidantes dédatos reportados sobre EFS de antioxidantes
tamarindo Tamarindus indica L. y obtenidos de materiales vegetales fueron
encontraron que la actividad antioxidante debtenidos con particulas finamente molidas,
los extractos aument6 cuando la presion gscasas referencias del tamafo de particula
temperatura aumentaron. El uso de bajason reportadas.
presiones (10MPa) permite un rendimiento
similar al obtenido con CQiquido, pero un Velocidad de flujo del disolvente.Reglero
aumento de presion de 25 a 35MPa duplica et al. (2005), reportaron que la velocidad de
rendimiento de los aceites esencialefujo del disolvente afecta la velocidad de
(Smelcerovicet al, 2004). Sin embargo el extraccion de los solutos facilmente
incremento en la presion o temperatura naccesibles, y que es un parametro relacionado
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con la transferencia de masa. Durante la&plicaciones de la EFS en la industria de
etapas iniciales del proceso, el aumento de &imentos
velocidad de flujo del disolvente favorece la
extraccion. Dependiendo de la situacion, unbea primera extraccion comercial con fluidos
alta velocidad de flujo del disolvente puedesupercriticos fue desarrollada en Alemania en
causar un efecto negativo (Lostlial, 2004), 1978 por Hag A.G. para la descafeinacion de
despreciable o insignificante (Zekowt al, granos de café verdes. Dos afios mas tarde
2001), o un efecto positivo (Rozet al, Carlton y United Brewerries en Australia
2002). desarrollaron un proceso para la extraccion
de sabores usando dioxido de carbono
Tiempo de extraccion.Los datos reportados liquido (Palmer y Ting, 1995). Ambas
varian en un amplio rango, dependiendo delplicaciones fueron comercialmente exitosas
tipo de soluto que va a ser extraido y de lag han ido aumentado a numerosas
condiciones de operacion. Un periodovariaciones y mejoras, las cuales han sido
estatico puede ser mantenido (1 min hastadesarrolladas también a escala industrial
h) antes de que se establezcan Ig¥azlas et al, 1994). Otras importantes
condiciones dinamicas (15 min hasta 8 h)aplicaciones de la EFS son la descafeinacion
dependiendo principalmente de la cantidade té, extraccion de sabores de hierbas (Diaz
de material vegetal a procesar (Dean y Liugt al, 1997; Saldafat al, 1999), extraccion
2000). Tiempos prolongados dede grasas y aceites (Fronimg al, 1998),
procesamiento reducen la dependencia dektraccion de colesterol de huevo y carne
rendimiento de los extractos sobre otragFroning et al, 1998), fraccionacion de
variables (tal como la presién), como fueggrasas y aceites (King, 2000)y
observado para la maravilla (Baumastral, dealcoholizacion de bebidas alcohdlicas
2004). (Sefioranset al, 2001). En menor escala
encontramos la extraccibn de aromas en
Antioxidantes obtenidos con la tecnologia dgugos (Ollanketcet al, 2001), extraccion de
extraccion supercritica colorantes, refinacién de grasas y aceites, y
extraccion de antioxidantes (Fadet al,
Diaz-Reinosoet al (2006) han reportado 1999), deacidificacion de aceite (King,
mas de 50 materiales de origen vegetal qu2000), inactivacion de pectinesterasa de jugo
han mostrado actividad antioxidantede naranja (Palmer y Ting, 1995) vy
utilizando la tecnologia de extracciéneliminacion de grasa de los alimentos
supercritica, la cual es recomendable para [Brunner, 2005). Las bebidas libres de
extraccion y purificacion de wuna granalcohol son otro producto con un mercado en
variedad de compuestos, particularmenterecimiento (Raventést al, 2002).
aquellos que tienen baja volatilidad y/o son
susceptibles a degradacién térmica. En la Otra importante aplicacion de la EFS en el
Tabla Il se muestran algunos de logprocesamiento de alimentos es la aplicacion
compuestos  fénolicos que presentacombinada de fluidos supercriticos y la
actividad antioxidante y que fueron extraidosecnologia de extrusion. Esta combinacion de
con la tecnologia de EFS. tecnologias tiene el potencial para producir
productos alimenticios inflados, tales como
cereales listos para comer, pastas y alimentos
confitados, lo cual mejora la textura, color y
sabor (Rizviet al, 1995). Los consumidores
en la actualidad estan forzando a la industria
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Tabla lll. EFS de compuestos fendlicos con actividad antiowie de hierbas y espeéias

Material Condiciones del proceso de EFS con GO

vegetal

P/THiempolvel. flujd

Compuesto activo

Cascara de la hoja de aloe vekiog
_barbadensis Mille)

Boldo (Peumus boldusl.)

Hierba dulce [(ippia alba)

Céscara de nuez de la india (Anacardium
occidental L.)

Manzanilla Matricaria chamomillg)
Manzanilla Chamomilla recutitg

Semillas de cilantroGoriandrum sativum)

Hojas de eucaliptaHucalyptus camaldulensis
var. Brevirostris

Aceite de hojas de eucalipto (E. camaldulensis
var. Brevirostris

Semillas de hinojoRoeniculum vulgarg
Jenijibre Zingiber officinale)

Raiz de ginsendP@nax ginseny

Hojas de guaco (Mikania glomerata)

Espino Crataegus sp

Hojas secas de flor de papel (Helichrysum
italicum)

EscaramujoRosa majalis L)

Lapulo Humulus lupulu$

Raices de Hu Zhan@¢lygonum cuspidatujn
Magnolia (Magnolia officinalis)

Maravilla (Calendula officinalig

Mejorana Qriganum vulgare)

Nuez moscada\jgella sativa L.)

Hojas de pasifloraRassoflora eduli}
Oleoresina de pimienta negiger nigrum L)
Cascara de pistachBigtachia verg

Romero R. officinalis)

Salvia . officinalis L)

Semilla negra de sésamo (Sesamum indicum L.)

Harina de soya@lycine may

45/32/-136
40/340/2.5/1.5 kg/h
40/60/2/-
25/40/5/-
20/30/0.5/60
10/30/10/2.4 kgth
17.7/48/0.25/0.8 kg/h
40/70/2/0.12
20/50/2/0.12
8/40/4/0.2 kgth
10/40/5-5.25/0.09 kg/h
31/35/4/-

10.1/70/0.5/-
50/50/-/0.036
26/50/3/ 50 kg/h
30/45/1/-
12-28/40-60/4/1.2 kg/h
30/50/2/20 kg/h
24.5/40/1/0.12

30/50/3/0.036

30-35/35-40/0.5-1/45 kg/h

20/40/2.8/0.12
10.1/70/0.08/-
28/45/-1-
35.5/55/0.42/-
20/30/-/0.252 kg/h
25/100/-/3 kg/h
2055/3

36/40/0.5/0.03

Flavonoides

Boldino

Hidrocarbonos monoterpenos, monoterpenones,
monoterpenos oxigenac

Acido anacardico, cardolos, cardanolos
Apigenina, apigenina-7-glucosido

a-bisabobol, chamazuleno

Eugenol, timol

Timol, monoterpenos hidrocarburos,
sesquiterpenos, p-cimen-7-ol, O-hidroxicun
Monoterpenos hidrocarburos, 1,2- &cido
bencenodicarboxilic

Monoterpeno, sesquiterpemdsocarbonos
Ginsenosidos
Carimo

Galato epigalocatequino,vitexino-2""-O-
ramnosido, galato galocatequ

Flavonoides

Flavonoides

Resveratrol, piceido (glicosidoematrol)
Magnolol

Faradiol-3-O-miristato

Acido ursélico, carnosol

Vitexino, orientino, rutino

Piperina

Carvacrol, carnosol, rosmanagcarnésico

Carnosol, acido carnésico, rosmadial, rosmanol,
epirosmanol y metil carnos

Sesamol, sesamilino, sesaminolo y sesamolinol

Genistino, genisteino, daidzeino

de alimentos a usar ingredientes naturalesaracteristicas sensoriales de productos
incluso aunque sean menos estables y maaturales son muy complicadas de imitar con
caros que los sintéticos alternativos. Lasina combinacion de productos artificiales.
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Tabla Ill. EFS de compuestos fenolicos con actividad antiox@ de hierbas y espeéimntinuacion)

Material Condiciones del proceso de EFS con GO Compuesto activo
vegetal P/T/tiempolvel. flujd
Hierbas de olorSatureja hortensis 1. 12/40/2.5/53.5 Carvacrol, linalol, mirceno, mirténo
Té verde Camelia sinensis 31/60/-I- Galato epigalocatequino, galato galocatequino,

epicatequino, acido gali
Timol, carvacrol, sesquiterpenos, monoterpe

Tomillo (T. vulgaris) 30-35/35-40/0.5-1/ 45 kg/h alcoholes terpenil

Aceite de curcumaQurcuma longa L) 30/40/3/0.6 Z-y-atlantono, By-atlantono

#Adaptado de Diaz-Reinoso al. (2006)
.bP: presion(MPa), T= temperatura (°C), tiempo (), flujo= velocidad de flujo (L/h)

Lo que es mas, el costo de la extraccion cae disolventes, extraccion de compuestos
CO, sera balanceada por los altos precios dspecificos. Sin  embargo, la principal
los extractos, ya que estos son de mayaesventaja es el alto costo inicial asociado
calidad. La industria de los sabores yon las altas presiones del equipo.
fragancias es un campo de aplicacién de la

EFS, la cual ha sido desarrollada

considerablemente y la cual tiene plantas de

extraccibn en  varios  paises. LosReferencias

antioxidantes naturales producidos por la

EFS son también de interés para la industrinese, M. y Nicoli, M. C. 2003. Antioxidant
alimenticia debido a que ellos no alteran el Properties of ready to drink coffee brewsurnal
aroma, sabor y color de los alimentos, estos °f Agdricultural and Food Chemistry51(4):942-
son facilmente dispersos, altamente solubles,

y no se evaporan durante el freido (Baumann, D., Adler, S., Griner, S., Otto, F.,

horneado, como sucede con los antioxidantes einreich, B. y Hamburger, M. 2004.
Supercritical carbon dioxide extraction of marigold

sintéticos (Raventdst al, 2002). at high pressures: Comparison of analytical and
pilot scale extraction.Phytochemical Analysis
15(4):226-230.

) Benzie, I. F. F. y Strain, J. J. 1996. The Ferric
Conclusiones reducing ability of plasma (FRAP) as a measure of
“antioxidant power”. The FRAP assafnalytical

Debido a la demanda de los consumidores, la Biochemistry239(1):70-76.

tecnologia de EFS(usando C@ como Brunner, G. 2005. Supercritical fluids: Technology

disolvente, debido a que no es flamable, N0 and application to food processingournal of

es toxico, no contamina, y es facil de Food Engineering67(1):21-33.

rec_up(_arar), apllcadg en _|a obtencion _d%avero, S., Jaime, L., Martin-Alvarez, P. J., Séfisy

antioxidantes a partir de hierbas y especias, F. j., Reglero, G. e Ibafiez, E. 2005. In vitro

es una buena alternativa, realizando la antioxidant analysis of supercritical fluid extmct

adecuada seleccion de las condiciones de from rosemary Rosmarinus officinalis L).

operacion, tales como: presién, temperatura, 5;;?5)8-298_42%0(1 Research and Technology

velocidad de flujo del disolvente, tiempo de ' '

extraccion, asi como el tratamiento previo d€himi, H., Cillard, J., Cillard, P. y Rahmani, Mo41.

la materia prima. Las principales ventajas de PfefS%Xn{La:st Vr‘;’ldroﬁgr'l(:ﬁ‘gigi'ﬁ j;%‘;ftgﬂr% ;}Cg;’ity
. . . (0] u

la tecnologia de EFS son: alta Ca“da.ld Y the American Oi[I) Chemist’s Societ§8(5):307-

pureza de los compuestos obtenidos, 377

extraccion rapida, extractos libres de residuos
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Viabilidad de un microorganismo probidtico en un pioducto carnico
fermentado tipo salami

R. |. Soto-del Castillg A. L6pez-Malo, F. San Martin y E. Palou-Garcia

Departamento de Ingenieria Quimica y Alimentosyersidad de las Américas Puebla.
San Andrés Cholula, Pue., México

Resumen

En la actualidad los productos probidticos han ttongran auge debido a los beneficios en la salud
gque esta clase de productos ofrecen al consunlidoindustria de los alimentos se ha enfocado en
desarrollar productos lacteos, sin embargo, exigtan cantidad de productos no lacteos que pueden
ser posibles vehiculos para los microorganismosiitioos. En este trabajo se evalud la viabilidad d
un microorganismo probidticd,actobacullus acidophilugn un producto carnico fermentado tipo
salami. Se elabor6 un salami empleando como culihiciador Lactobacillus plantarum, L.
acidophiluso una mezcla de ambos. El nimero de bacteriagicats inoculadas incrementé 2 ciclos
logaritmicos mientras que la mezcla de microorgaoss incrementa 6 ciclos, el embutido control
preparado com. plantarumaumenté 3 ciclos logaritmicos. Los resultados atites muestran que el

L. acidophilusse puede emplear como cultivo iniciador en un et carnico fermentado con las
ventajas de un producto probiotico.LElacidophiluses viable en la produccién de un producto carnico
fermentado tipo salami.

Palabras clave: Lactobacillus acidophilus, probiético, carnico feemtado, tipo salami.
Abstract

Now days the probiotics products have been takeh af peak because of the benefits that they offer
to consumer’s health. The food industry has beekingalairy products, but there are a lot of non
dairy products that could be possible vehiclestiier probiotic microorganisms. This work evaluated
the viability of a probiotic microorganism, thectobacillus acidophilusn a fermented sausage, like
salami. A salami were made using as starteplantarum, L. acidophilu®r both. The number of
inoculated probiotic bacteria increase in 2 logmmit cycles and the mixture increase 6 logarithmic
cycles, the control made from plantarumincrease 3 logarithmic cycles. The results shaat thel
acidophiluscould be used as a starter in a fermented sawgiiy¢he benefits of a probiotic product.
ThelL. acidophiluss viable in a fermented meat product, like salami.

Keywords: Lactobacillus acidophilus, probiotics, fermentedisage, salami.
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Introduccion Havenaar y Huis In't Veld (1992)
definieron como probidtico a “una
A principios del tercer milenio, las preparacion de, o un producto que, contiene
enfermedades como alergias, rinitis alérgicayna gran cantidad de microorganismos
asma, enfermedades inflamatorias detspecificos los cuales alteran la microflora
intestino, enfermedad de Crohn, colitis(por implantacion y colonizacion) en el
ulcerativa, diabetes y artritis representamuésped y por ello ejerce un efecto benéfico
enfermedades cronicas de gran importancien ellos” (Rolfe, 2000). La mayoria de las
en este mundo industrializado. Las causas dmcterias probidticas se encuentran dentro del
estas enfermedades pueden ser diversas ygupo de microorganismos conocidos como
muchos casos se encuentran relacionadas doacterias productoras de &cido Ilactico
alteraciones en la funcion de la barrergdBAL) (Rowland, 2002).
intestinal (Isolauri, 2001).
Roberfroid (2000) menciona que las
La mucosa intestinal, la cual hace funciérbacterias que mas se usan como probioticos
de barrera intestinal, tiene como objetivason losLactobacillusy las Bifidobacterias,
proporcionar al huésped defensas contra lg@ que cumplen con los requisitos que Shortt
antigenos presentes en los alimentos y 1q4999) propone para que un producto sea
generados por los microorganismos detlenominado probiotico:
intestino. En esta defensa estan involucrados
diversos factores como son: la saliva, los Los microorganismos deben ser de la
acidos gastricos, peristalsis, mucosa, flora intestinal humana.
protedlisis intestinal, flora intestinal, y « Deben ser no patégenos.
células epiteliales (Isolauei al, 2001). e Tolerantes a los acidos
gastrointestinales y sales biliares.
La flora intestinal es el ecosistema de . Existir evidencia de gue proporciona
microorganismos del intestino que incluye alguin beneficio a la salud.
especies nativas que colonizan

permanentemente el tracto gastro intestinal, | os efectos benéficos de los probiéticos se

las cuales se adquieren al nacer y durante ﬁheden dividir en 7 &reas importantes
primer afio de vida, y una serie de(RowIand, 2002):

microorganismos vivos variables que

adquieren continuamente a travées de  |gctosa.

alimentos y bebidas. Los géneros 2 Efectos preventivos y terapéuticos

predominantes son Bifidobacterium, contra la diarrea.

Bacteroides  Eubacterium  Clostridium 3. Alivio del estrefiimiento y disminucion
Lactobacillus Fusobacterium (Guarner, en el tiempo de transito.

2007). 4. Efectos sobre el sistema inmunoldgico.

5. Reduccion del colesterol plasmaético.

El reconocimiento de la composicion g Enfermedad intestinal inflamatoria.
(ndmero y tipo de especies microbianas) de 7. prevencion del cancer.

la flora intestinal y el estudio de su funcion

aquellos microorganismos benéficos que soge |imitan a productos lacteos fermentados,

llamados probidticos cuando se ingieregomo el yogurt y las leches fermentadas
como alimentos o suplementos alimenticios.
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(Roberfroid, 2000), también se han Tabla I. Formulacién de Salami

encontrado en otros tipos de alimentos Ingrediente Porcentaje

fermentados como queso cottage y leches Carne magra de cerdo 68.67%
acidificadas, asi como en capsulas de Grasa 29.43%
microorganismos liofilizados. Sal comun 1.00%
Sal de cura 0.30%
El salami es el principal producto carnico  Azlcar 0.50%
fermentado, de consistencia dura y muy Ascorbato de Sodio 0.05%
sazonado. Se prepara a partir de carne Pimienta Negra 0.01%
selecta, triturada, la cual se mezcla con Ajo 0.20%
agentes curantes y especias, después se lleva Cultivo iniciador 10°UFClg

a bajas temperaturas y se embute, se seca ya
sea con aire o con humo a altas temperaturas
y condiciones de humedad controladas. Es en

este periodo cuando se lleva acabo a para |a elaboracion del carnico tipo salami
fermentacion y la produccion de acidoge sigui el diagrama de flujo como se
lactico, lo que le proporciona el sabor y colofyyesira en la Fig. 1.

caracteristico (Pederson, 1979).
Tradicionalmente se utilizan como cultivos La carne y la grasa se congelaron

iniciadores  cepas  delactobacillos no  hreviamente y se picaron en un cutter, los
probidticas, sin embargo, algunas cepas Ggyentes de cura como son la sal, los nitritos,

BAL-probioticas pueden utilizarse durante lag| 57(car y los condimentos se afiadieron una
fermentacion de productos carnicos como €)g, que se hizo la mezcla camel/grasa. El
salami ya que producen acido y cumplen cogyqqycto se embutié en una tripa artificial de
las  caracteristicas  para  considerarsgcm de diametro. La fermentacion se llevé a
probidticos. cabo en una incubadora Imperial Il (Lab
o _ . Line Instruments, E.U.A.) durante 10 horas a

El objetivo de este trabajo fue determinaiaoc  posteriormente el carnico se almacend

la viabilidad de los microorganismosen yna camara de refrigeracion a 7°C y 40 %

probioticos ~ durante la fermentacion yge HR durante 10 dias, posteriormente se
maduracion del producto tipo salami, asfepang y se empacé al vacio.

como evaluar los cambios microbiolégicos y
fisicoquimicos que ocurren durante laapgisis bromatolégico
fermentacion, y la aceptabilidad sensorial del

producto final. « Porcentaje de grasa

Se determing el porcentaje de grasa que
) i contenia el producto tipo salami por el
Materiales y métodos método 920.39 de la AOAC (1996), método

., . . . Soxhlet.
Elaboracion del carnico tipo salami

fermentado
Para su elaboracion se usaron los

ingredientes en los porcentajes presentados
en la tabla I.
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Carne hidrat6 1 mg en 9mL de agua estéril por
magra Grasa 30min  en bafio Maria a 30°C vy
—‘7 posteriormente fue mezclado con la carne.
- / Cultivo
P'Ca‘;"g@r'gs': carne iniciador Como microorganismo probiético se usé
(Fragmentos de 5 Lactobacillus acidophilusel cual se obtuvo
a8cm) Azlcares de las cépsulas Lactodilde los laboratorios
| Pharmacap<l cual se sembr6 en agar MRS
Mezcla de Nitratos y/o (Merck, Alemania) para aislarlo, una vez
ingredientes *< Nitritos aislado se inocul6 en caldo MRS (Merck,
| Alemania), por 24-48h a 35°C, una vez
Tripas || Embutido Sal transcurrido el periodo de incubacion, se
: centrifugaron 24mL de caldo, el sedimento
Especias . , ;.
se diluyd en 9mL de agua estéril y
\ posteriormente fue mezclado con la carne.

Fermentacién

Se elaboraron 3 muestras diferentes, la
Secado muestra control se inocul6é can plantarum
Maduracién la segunda muestra se elabordé cban
acidophilus y la tercera muestra se elaboro
con una mezcla de ambos microorganismos.

Producto . ) o
final Andlisis microbiologico
Fig. 1L Diagrama de flujo de la elaboracion de un produétnico
fermentado tipo salami Se llevé a cabo el recuento del cultivo

iniciador y de la bacteria probiotica (por
duplicado) inmediatamente después de la
« Contenido de humedad elaboracion,y a diferentes intervalos durante
la fermentacion y el secado. Para preparar la
Se us6 el método modificado de la AOACMuestra se pesé 1g de salami y se suspendio
(1996) 930.15, basado en la diferencia den 99 mL de agua peptonada. Se hicieron 3
pesos por evaporacion de agua en una estufduciones en agua de peptona esterilizada y
de vacio a 100°C. se sembro en profundidad, usando agar MRS
(Merck, Alemania).
» Porcentaje de proteina
El Lactobacillus acidophilugsi como el
Mediante método Micro-Kjeldahl, cultivo iniciador se incubaron en agar MRS

multiplicando por el factor 6.25 el porcentaje(Merck, Alemania) a 37°C por 3 dias

de nitrégeno, basado en el método 988.05 daerobiamente y se realizé el recuento con
la AOAC (1996). la ayuda de una plantilla de conteo.

Microorganismos Determinacion de pH

Como cultivo iniciador se usb. plantarum Se midi6 el pH con un potenciometro
(BioCarn& Protect ALC) liofilizado inmediatamente después de la elaboracion,

proporcionado por Danisco Cultor, Sedurante la fermentacién y el secado, con el
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método 32.016 de la AOAC (1996), por EI porcentaje de grasa de los salamis

inmersién de electrodo. comercials y los elaborados en el laboratorio
tienen valores de alrededor del 24%. El
Determinacion de acido lactico porcentaje de proteina obtenido para los

embutidos elaborados en el laboratorio fue
Se determiné la acidez del producto pomuy alto (45%) a comparacion de los
titulacion con NaOH al 0.1N y se expresécomerciales (26%)Estas diferencias pueden

como porcentaje de acido lactico. ser atribuibles a diferencias en la
formulacion, asi como a el método de
Evaluacion sensorial fermentacion y secado empleados.

La calidad sensorial del carnico tipo salamCambio de pH

elaborado se realiz6 mediante pruebas

sensoriales afectivas con escala hedénica d&rnam y Sutherland (1995) reportan que la
nueve puntos, siendo el 1 me disgustmaduracion de un salami termina cuando el
demasiado y el 9 me gusta demasiad@roducto ha alcanzado un pH de 5.1-5.2, este
realizadas por un panel de 24 jueces npH se logro después de 11 dias de secado
entrenados quienes evaluaron parametra®mo se puede observar en la Figura 2.

como sabor, olor, color, textura 'y

aceptabilidad general, de la muestra control y El producto tipo salami inoculado con la
de las dos muestras a evaluar, decidiendo asezcla de cultivos alcanz6 un pH

sobre el carnico de su preferencia. relativamente menor que los embutidos
elaborados con un sélo cultivo, ya que éstos

Analisis estadistico llegan al mismo nivel de pH al cabo de 11
dias.

Todos los datos se analizaron por medio de

un ANOVA de una via, con la ayuda del En la Fig. 2 se muestra como fue

programa MiniTab (14.1.0.0, Minitab, Inc.) disminuyendo el pH conforme al tiempo. Se
puede observar que en el embutido inoculado
conL. acidophilusel pH disminuye en mayor
proporcion que cuando se inocula cbn

Resultados y discusion plantarumo con la mezcla, sin embargo no
existe diferencia significativa (p<0.05) entre

Caracterizacion del producto carnico los valores de los tres embutidos, alcanzando

fermentado los valores de pH propuestos para su
maduracion.

Los porcentajes de humedad obtenidos para

los embutidos tipo salami elaborados a partir El embutido elaborado coi.. plantarum

de L. plantarum, L. acidophiluy mezclade y el inoculado con la mezcla de

microorganismos tienen valores de alrededdnicroorganismos siguen la misma tendencia

de 27%, esto es una diferencia menor al 79%ientras que el embutido preparado d¢on

comparado con lo reportado por Pedersoacidophilussigue una tendencia lineal. Esto

(1979) los valores son cercanos, los salanmios lleva a inferir que el microorganismo

comerciales presenta mas del 43.6% deredominante en la fermentacion del

humedad. producto tipo salami inoculado con la mezcla
es elL. plantarum,sin embargo se requieren
mas estudios para poder confirmar esto.
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Fig. 2.Cambio de pH en el embutido tipo salami inoculeatodiferentes cultivos iniciadores

Los valores obtenidos en estaacido lactico fue el preparado con la mezcla
investigacion (5.1-5.2) estan muy en lineale cultivos.
con los reportados por Tyopponehal en
2003 ya que ellos obtiene valores de pH de Por otro lado el embutido elaborado con
5.0 en productos carnicos fermentados B. acidophiluses el que menor produccion de
partir de BAL en los primeros dias deacido lactico presentd. No se presento
fermentacion, y Erkkil&t al. (2001) reporta ninguna tendencia en la produccion de acido.
valores de 5.1 para un producto carnica que ambos microorganismos son
fermentado a partir de. rhamnosusen los productores de acido lactico, no se puede
primeros 7 dias de maduracion. inferir sobre el predominio de un
microorganismo en especifico.
Cambio de acidez
Viabilidad de microorganismos probiéticos
Las bacterias empleadas como cultivo
iniciador y probiodtico son productoras deEl andlisis se llevd acabo inmediatamente
acido lactico. En la Figura 3 se puedalespués de la elaboracién del embutido tipo
observar que el aumento de acido lactico esalami, durante la fermentacion y el secado,
casi del 100% en los 3 casos. Sin embargo, basta cumplir con los 11 dias. En la Fig. 4 se
embutido que presentdé mayor produccion dpuede observar la viabilidad de los
microorganismos L. plantarum (cultivo
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Fig. 3.Aumento de acidez en el embutido tipo salamiinadoicon diferentes microorganismos probiéticos

iniciador), L. acidophilus(probiético) y la Por otro lado se puede observar que el

mezcla inoculados en el producto carnicembutido inoculado con la mezcla de

fermentado tipo salami. microorganismos presenta una tendencia
exponencial, mientas que los inoculados con

En la grafica se observa que losun solo microorganismo a partir de los 6 dias

Lactobacillus crecieron en todos los casosempiezan a presentar una tendencia

Para que un alimento sea considerado estacionaria, ya que en 6 dias no aumentaron
mas de un ciclo logaritmico.

como probidtico debe tener al menos’® 10

UFC/g (Shah, 2001) y el producto obtenido Erkkila et al. (2001) reportan que el

tuvo al menos 10UFC/g, por lo que se nimero de bacterias aument6 un ciclo

puede decir que es viable el crecimiento ddbgaritmico en el producto céarnico

L. acidophilusen el salami, asi mismo sefermentado a partir de. rhamnosud.C-705

pudo observar que la mezcla dey GG mientras que el control inoculado con

microorganismos resulté en un mayor Pediococcusno alcanza a incrementarse ni
un ciclo logaritmico.

crecimiento, a pesar que no se logro

determinar si los microorganismos presentes Arihara et al. (1996) reportaron que la

en el salami inoculado con la mezcla fueromepa de Lactobacillus gasseriJCM1131,

L. plantarumo L. acidophiluso ambos. como microorganismo probidtico, se puede
ocupar para mejorar la seguridad del
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Fig. 4.Crecimiento de microorganismos durante la fermeamacsecado del embutido tipo salami

producto. Sameshima et al. (1998) Por lo que en principio se podria decir que es
demostraron el uso de microorganismogactible elaborar un embutido probidtico.
probioticos comoL. rhamnosusFERM P-

15120 yL. paracaseiFERM P-15121 en

carnes fermentadas. Anderson (1998)

fermentd un producto carnico a partir de un&onclusiones

mezcla de Bactoferm, como cultivo

iniciador, y L casei LC -01 como Los productos carnicos, en particular la

microorganismo probiotico. formulacion del embutido tipo salami
utilizada, son un medio que permite el buen
Analisis sensorial crecimiento de los microorganismos

empleados ya que no se observé decremento
Los resultados del ANOVA indican que noen la cantidad de microorganismos. La
existe diferencia significativa en ninguno depoblacién de microorganismos probioticos en
los parametros evaluados>@05). Por lo el producto carnico fermentado tipo salami
que podemos decir que no existe unéue superior a 1WFC/g.
preferencia por algun embutido tipo salami,
los 3 muestran el mismo grado deEl analisis sensorial aplicado en este estudio,
aceptabilidad. nos muestra que las caracteristicas del
producto no se ven afectadas por el tipo de
No afecta el tipo de -cultivo iniciador bacteria empleada, ya que no existio
utilizado en la elaboraciéon del carnico tipodiferencia significativa en la prueba afectiva,
salami sobre las caracteristicas sensorialegendo el sabor una de las caracteristicas mas
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Tabla Il . Resultados de la evaluaciéon sensorial Referencias

Media o
Color AOAC. 1996. Official Methods of Analysis of
L. plantarum 7.13 1.54 Associqtion qf. Analytipal Communities
L. acidophilus 746 1.02 Internat!onal William Horwitz (Ed.). AOAC

International.
Mezcla 7.50 1.10
Olor Anderson, L. 1998. Fermented dry sausage products
L. plantarum 7.63 1.28 with the admixture of probiotic cutures. Int Proc.
L. acidophilus 7.13 1.36 44" |CoMST, 826-827.
Mezcla 6.75 1.19
Textura Arihara, K., Ota, H., Otoh, M., Kondo, Y.,
L. plantarum 7.21 1.62 Sameshima, T., Yamanaka, H., Akimoto, M.,
L. acidophilus 6.5 1.59 Kan_ai, S y Miki, _T. 1996. Utilization of probiotic
Mezcl 6.83 197 lactic acid bacteria for meat products. Int Prot. 2
ezcla ' ' th ICOMST, 501-502.
Sabor
L. plantarum 6.46 1.87 Erkkila, S., Suihko, M-L., Eerola, S., Petaja, E. y
L. acidophilus 7.21 1.14 Mattila-Sandholm, T. 2001. Dry sausage
Mezcla 6.92 1.61 fermented byLactobacillus rhamnosustrains.Int
Aceptabilidad J Food Microbiol.64:205-210.
General
L. plantarum 6.92 1.67 Guarner, F. 2007Papel de la flora intestinal en la
L. acidophilus 7.00 1.25 salud y en la enfermedad Nutr Hosp
Mezcla 7.04 0.99 http://scielo.isciii.es/scielo.php accesada
25/02/2009.

importantes debido al tipo de pl’OdUCtOHavenaar, R. y Huis Int Veld, J.H.J. 1992.
elaborado. Probiotics:a general view. Citado por: Rolfe, R.D.

2000. The role of probiotic cultures in the control
Los resu'tados Obtenidos muestran que el of gastrointestinal healtd. Nutr. 130:396S-402S
Lactobacillus acidophiluse puede emplear
como cultivo iniciador en un producto
carnico fermentado con las ventajas de un
Prqducto _prOb'Ot'CO ya que_ la_produccion _dQSolauri, E., Sutas, Y., Kankaanpad, P., Arvilomhhi,
acido lactico es muy parecida a la del cultivo y saiminen, S. 2001. Probiotics: effects on
iniciador asi como la reduccion del valor de immunity. Am J Clin Nutr.73(suppl):444S-450S.
pH.

Isolauri, E. 2001. Probiotics in human diseasm J
Clin Nutr. 73(suppl):399S-405S.

Pederson, C. S. 1979Microbiology of food

La mezcla de microorganismos da mejor fermentations Segunda Edicién. AVI Publishing
Lo . . Co., Inc.. Westport, Connecticut.

resultado en un producto cérnico tipo salami

con bl_Jen_sabor y con las Carac_tensu_cas de %berfroid, M. B. 2000. Prebiotics and probiotiase

salami. Sin embargo falta analizar si duranté they functional foods?.Am J Clin Nutr.

el recuento de las BAL en la mezcla 71(suppl):1682S-1687S.

predomina alguna de ellas. Los resultados

obtenidos cuando se inoculd de manerBolfe, R.D. 2000. The role of probiotic culturestire

individual indican que la formulacién es control of gastrointestinal health.J Nutr.
i 130:396S-402S

adecuada para su crecimiento.

Rowland, I. 2002. Alimentos funcionales. Nuevas
tendencias. En: R.M. Ortega, A. Marcos, J.
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Aranceta, J.A. Mateos, A.M. Requejo, L. Serra.Shortt, C. 1999. The Probiotic Century: Historiaal
Editores Alimentos Funcionales Probioticos Current PerspectivesTrends Food Sci Tech
Editorial Médica Panamericana. Madrid, Espafa. 10:411-417.

Sameshima, T., Magome, C., Takeshita, K., Arihara]Jydppodnen S., Petdja, E. y Mattila-Sandholm T. 2003
K., Itoh, M. y Kondo, Y. 1998. Efect of intestinal Bioprotectives and probiotics for dry sausages.
Lactobacillus starter cultures on the behavior of International Journal of food microbiology
Staphylococcus aureus fermented sausagkat J 83:233-244.
food Mocrobiol 41:1-7.

Varnam, A. H. y Sutherland, J. P. 199eat and
Shah, N.P. 2001. Functional foods from probiotics meat productsChapman & Hall. Food Products
and prebioticsFood Technol55(11): 46-53. Series. Londres, Reino Unido.
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Resumen

Los componentes fendlicos constituyen uno de lapag de micronutrientes presentes en el reino
vegetal, que forman parte importante de la dietanama. Dentro de la clasificaciéon general se
encuentran los fenoles, acidos fendlicos y flavdesi que constituyen un amplio grupo de sustancias
guimicas consideradas metabolitos secundariossdpldamtas, con diferentes estructuras quimicas y
propiedades. Existe un gran interés en estudiatidsdo a sus propiedades antioxidantes, su
participacién en procesos sensoriales de los aloeamaturales y procesados, ademas de sus posibles
aplicaciones benéficas para la salud humana, tale® el tratamiento y prevencion del cancer,
enfermedades cardiovasculares y otras patologiasmmdeter inflamatorio. Esta revisién ofrece una
visién de los grupos mas importantes de compudstagicos existentes en los alimentos vegetales,
su metabolismo y biodisponibilidad. Al mismo tiemp® hace relevante la importancia de continuar
con estudios que permitan poner de manifiesto elanismo de accion, asi como la constitucion
intrinseca de los alimentos que contienen grupodlifms, utilizando sus caracteristicas antioxidant
para el beneficio del ser humano.

Palabras clave: fendlicos, polifenoles, flavonoides, cumarinégnanos, taninos, antioxidante.
Abstract

Phenolic compounds belong to the micronutrientsigrio plants, being an important group of human
diet. Within the general classification of these phenols, flavonoids and phenolic acids that are p
of a large group of chemicals, considered secongdayt metabolites with different chemical
structures and properties. There is a great irtévestudy them, due to its antioxidant propertits,
influence in the sensory aspect of natural andgased foods, in addition, to its beneficial appiares

for human health, such as the treatment and prieneicancer, cardiovascular disease and other
inflammatory pathologies. This review provides awerview of the major groups of phenolic
compounds in plant foods, their metabolism and \@dability. At the same time, it is of relevant
priority the research on this subjects in ordetltoify the mechanism of action, as well as théristc
constitution of food matter that contains phenalitioxidants, using its features for the benefithaf

human health

Keywords. phenolic, polyphenols, flavonoids, cumarinic, lignianin, antioxidant.
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Introduccion Actualmente las hierbas culinarias cada
vez son mas populares por sus caracteristicas
Los fenoles son compuestos quimicos que saborizantes en gran cantidad de alimentos.
encuentran ampliamente distribuidos en lafdemas, son fuentes importantes de
frutas y vegetales. Originan una de las claseompuestos fendlicos; sin embargo los datos
mas importantes de metabolitos secundariafe composicion especifica son insuficientes
en plantas, en su mayoria derivados de knfatizando la necesidad de ser estudiados
fenilalanina y en menor cantidad de la(Zhengy Wang, 2001).
tirosina (Lopez, 2008). Estos compuestos
constituyen un amplio grupo de sustancias, El propoésito de este articulo es presentar
presentes en las plantas con diferentasa breve revision sobre los compuestos
estructuras  quimicas y  actividadedenolicos, su estructura guimica,
metabdlicas. Existen mas de 800Qlasificacion, funciones e importancia, para
compuestos fendlicos identificados (Shahidconocer de manera especifica sus
y Nazk, 1995). propiedades.

Los compuestos fendlicos  estan
relacionados con la calidad sensorial de los
alimentos de origen vegetal, frescos JRevision bibliografica
procesados. Actualmente este grupo de
compuestos fitoquimicos es de gran interéBstructura quimica y clasificacion
nutricional por su  contribuciéon  al
mantenimiento de la salud humana (CliffordLos tres grupos mas importantes en los que
1992). se dividen los compuestos fendlicos son:
flavonoides, acidos fendlicos y polifenoles.
Ademas, los compuestos fendlicosQuimicamente los fenoles pueden ser
intervienen como antioxidantes naturales edefinidos como substancias que poseen un
los alimentos, por lo que la obtencién yanillo aromatico con uno o0 mas grupos
preparacion de productos con un altdidroxilo, incluyendo a sus derivados
contenido de estos compuestos supone ufiancionales.
reduccion en la utilizacion de aditivos
antioxidantes, pudiendo incluso englobarlo Las plantas y alimentos contienen una
dentro de los llamados alimentos funcionaletamplia variedad de derivados fendlicos
Desde un punto de vista nutricional, estincluyendo fenoles simples,
actividad antioxidante se asocia con su papfenilpropanoides, derivados del &cido
protector en las enfermedadesbenzoico, flavonoides, estilbenos, taninos,
cardiovasculares y el cancer (Bewt al., lignanos y ligninas, ademas los fenoles
1995; Posadat al, 2003). unidos a una cadena larga de acidos
carboxilicos son componentes de la suberina
El comportamiento antioxidante de losy de la cutina (Fig.1); estas substancias son
compuestos  fendlicos parece estcesenciales para el crecimiento y la
relacionado con su capacidad para quelreproducciéon de plantas. Dentro de otras
metales, ya sea manteniendo (propiedades que se les confiere a los fenoles
incrementando su actividad catalitica (son la funcién de antibiéticos, uso como
reduciéndolos (Decker, 1997). pesticidas naturales, agentes protectores de
los rayos UV vy aislantes en las paredes
celulares (Shahidi y Naczk, 2004).
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Las antocianinas son otro grupo derivadé-enoles, acidos fendlicos y &cidos
de los fenoles, las cuales estan distribuiddenilacéticos
ampliamente en alimentos, especialmente en
frutas y tejidos florales; son utilizadas coma_os fenoles simples como el fenol, cresol,
nutracéuticos en su forma seca y pulverizadéimol y resorcinol estdn ampliamente
Son responsables del color rojo, azul, violetdistribuidos entre todas las especies
y morado de casi todas las plantasyegetales. Igualmente, los acidos fendlicos
utilizandose en la industria alimenticia comccomo el  gdalico,  vainillinico, p-
colorantes (Shahidi y Naczk, 2004). hidroxibenzoico, y los aldehidos como la
vainillina, también son abundantes en plantas
Lo anterior ha generado el interés desuperiores y helechos. Por el contrario, existe
estudiar y cuantificar los compuestos y lgoca informacion en la literatura cientifica
generacion de metabolitos a partir de losobre los acidos fenilacéticos en los vegetales
grupos fendlicos, midiendo su capacidad
antioxidante entre otras propiedades (&il

al., 2002).
Fenilalanina
Acido cindmice
Lignano ) | 3 Maloml Cod
el Ca, Sintasa —
i L T Estilbeno |
X ' Ferul propanoide _ Estilbeno
Lignina Maloml Cod
|/ ' - Calcona =
: | smtasa
Subenna, Cutina Calcona

-Acidos grasos
-Acidos grasos hidrozlados ,
-Acidos dicarbomhbeos '

Flavonoides
Taninos -Flavona

-Flawonal
-Flavonona
-Flavan
-Favononol

Fig. 1. Produccion de fenilpropanoides, estilbenos, lignanmgiias, suberinas, cutinas,
flavonoidesytaninosde la fenilalanina. Adaptado de Stighiaczk (2004).
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Tabla |. Radicales de algunos acidos fendlitos

Acido Nombre cientifico Radical 1 Radical 2 Radical 3
p -Hidroxibenzoico 4-Hidroxibenzoico H OH H
Protocatecoico 3,4-Dihidroxibenzoico OH OH H
Vainillinico 4-Hidroxi-3-Metoxibenzoico OcCH OH H
Siringico 3,5-Dimetoxibenzoico OCH OH OCH,
Galico 3,4,5-Trihidroxibenzoico OH OH OH

2 Shahidi y Naczk (2004)

(Martinez et al., 2000).
Estos son metabolitos de plantas de bajo
Los acidos  fendlicos presentanpeso  molecular formados por el

generalmente actividad antioxidante eracoplamiento oxidativo de unidades de
frutas, verduras y otras plantas (Zheng Yidroxifenilpropano, las cuales se unen
Wang, 2001). En la Tabla I, se muestramediante puentes de hidrogeno. Los lignanos
algunos de los acidos fendlicos de interés eronstituyen mondmeros y dimeros del acido
alimentos, con sus respectivos radicales.  hidroxicinamico y también del alcohol

cindmico, propenilbenceno y alilbenceno. El
Acidos cinamicos, cumarinas e isocumarinagérmino lignano se aplica cuando el

compuesto estd formado a partir de uniones
Los acidos cinamicos (cafeico, ferdlico; entre el acido y/o el alcohol, mientras que
cumarico y sinaptico) se encuentrarcuando se unen las moléculas de
raramente libres, ya que por regla general, ggopenilbenceno y/o alilbenceno la molécula
hallan presentes en forma de derivados. Asésultante se denomina neolignano (Martinez
por ejemplo, el acido cafeico se encuentrat al, 2000).
esterificado con el acido quinico como acido
clorogénico, isoclorogénico, neoclorogénicolaninos
y criptoclorogénico. Las cumarinas e
isocumarinas se encuentran generalmente &tuchos flavonoides de los alimentos se
forma de glicésido, mientras que lospolimerizan en las propias plantas o como
cromonoles son menos conocidos y seesultado del procesado de los alimentos.
forman a partir de las antocianidinas ante distos polimeros se conocen como taninos,
incremento del pH del medio (Martinet los cuales son responsables de precipitar
al., 2000). algunas proteinas y alcaloides para convertir

la piel del animal en cuero (Sarria, 2005).
Lignanos y neolignanos

Los taninos son compuestos fendlicos

Los lignanos, otra subclase de polifenoledidrosolubles con un peso molecular
biol6gicamente activos, tienen un puente deomprendido entre 500 a 3000 Da (Daltons,
cuatro carbonos y dan origen a muchas ynidad de masa atomica). Estos compuestos
diferentes estructuras quimicas presentes eontienen un ndmero importante de grupos
la naturaleza (Sarria, 2005). hidroxilos entre otros grupos funcionales,

siendo capaces de unirse a proteinas y otras

macromoléculas (Martinezt al.,2000).
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Los taninos se clasifican en dos grupo$e y café. A causa de la complejidad de los
hidrolizables y no hidrolizables o compuestos, ha sido dificil utilizar una
condensados, estos Ultimos tienen comestricta denominacion quimica y con
ndcleo central un alcohol polihidrico como lafrecuencia se les han asignado nombres
glucosa y grupos hidroxilo que se encuentrapopulares (Clifford, 1992). De los tés oolong
esterificados parcial o completamente ya seanegro se derivan las teoflavinas y derivados
con el &cido gélico o el Aacidodel flavanol. La caracteristica de las
hexahidroxidifénico, formando los teoflavinas es un anillo de siete miembros.
galotaninos y elagitaninos respectivamente
(Chung et al., 1998). Los taninos Otra clase de taninos hidrolizables en los
condensados también llamadosalimentos, constan de acido galico o acido
proantocianidinas constan de unidadeslagico, al que se esterifica un poliol no
monomeéricas de flavanos ligados por mediaromatico, como el aztcar o el acido quinico.
de carbono-carbono y uniones éter. Se hdbn esta clase de taninos, también pueden
identificado quince subclases deproducirse otras uniones (C-C 6 C-O-C),
proantocianidinas, pero sin embargo, soélpara formar dimeros y complejos superiores,
tres tienen hasta el momento, importancia eque tienen varios grados de resistencia a la
alimentos de origen vegetal para humanogtactura quimica. Se ha demostrado el efecto
procianidinas (catecina y sus polimeros)de la mejora en las caracteristicas sensoriales
prodelfinidinas  (galocatecina y  susde los vinos, derivado de la accién de los
polimeros) y propelargonidinas (afselecina yaninos hidrolizables (Sarria, 2005).
sus polimeros) o sus mezclas. En estos
taninos, las unidades monoméricas estarlavonoides
primariamente unidas por medio de uniones
4 — 6 0 4— 8 carbono-carbono (unid¥), o En la Fig. 2 se presentan algunos compuestos
por medio de uniones 4- 8 carbono- bioactivos de tipo flavonoides presentes en
carbono y 2— 7 uniones éter (unioneg. Se  alimentos, también denominados
han identificado otras uniones aisladas efitonutrientes. Son una subclase de los
plantas no alimenticias o constituyendgolifenoles que se caracterizan por poseer
compuestos menores en algunos alimentosstructuras C6-C3-C6 y dos o mas anillos
como en el cacao. Los taninos pueden vari@romaticos, y por tener cada uno, al menos
desde dimeros hasta grandes polimeros. &a hidroxilo aromatico y conectar con un
encuentran en una amplia variedad dpuente de carbono como lo muestra la Fig. 3.
alimentos como manzanas, bayas, chocolatPara los flavonoides, este puente consta de
vinos rojos, frutos secos y otros (Sarriaires carbonos que se combinan con un
2005). oxigeno y dos carbonos de uno de los anillos

aromaticos (anillo A) para formar un tercer

Una segunda clase de taninos presentes anillo de 6-miembros (anillo C). Los
alimentos son los derivados que se formaflavonoides se dividen, a su vez, en subclases
principalmente bajo condiciones enzimaticakasadas en la conexion del anillo B al anillo
oxidativas y atmosféricas o durante elC, asi como en el estado de oxidacion y en
procesamiento de los alimentos, como pdos grupos funcionales del anillo C, como se
ejemplo los que se encuentran en vinos rojosuestra en la Fig. 4 (Shahidi y Naczk, 2004).
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Fig. 2. Produccion de flavonoides y estilbenos a partir de feagpmoides.
Adaptado de Shahidiy Naczk (2004).

o _ 4. Isoflavonoides: con el anillo B en la
La clasificacion de los flavonoides en posicién 3 (3-fenil-gamma-cromona).

base a sus variaciones estructurales es:

o Existen también dimeros de flavonoides,

1. Con doble enlace entre las posicionegenominados diflavonoides (Sarria, 2005).

2y 3: @) flavonas: con H en lagn general los flavonoides que contienen
posicion 3y b) flavonoles: con OH enqitiples grupos  hidroxilo tienen mayor

la_posicion 3. . actividad antioxidante que los &cidos

2. Sin doble enlace entre las posicionegenglicos contra los radicales peréxidos. Sin
2y 3 @ flavononas: con gmpargo el flavonoide glicosidapasee una

H en la posicion 3 y b) flavonololes: paja capacidad antioxidante (Zheng y Wang,
con OH en la posicion 3. 2001).

3. Chalconas: con el anillo C abierto.
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Fig. 3. Estructuras quimicas de diversos compuestos C6-C3-Ghénacos
en alimentosy nutracéuticos. Adaptado de Shahidiy Na dx842

En la Tabla Il se presenta el contenido e/0 t@ninos. Sin embargo, una porcide
flavonoides y taninos de algunos alimentos?rocoli o de zumo de naranja proporciona
En general estos datos muestran que u,pa?\jas' concentraciones de estos fitonutrientes
porcién de frutas de manzanas o arandano§Sarria, 2005).
de chocolate negro y de vino rojo tienen un
contenido, de moderado alto, en flavonoides

127



A. P. Porras - Loaizet al./ Temas Selectos de Ingenieria de Alimentos 32009): 121 — 134

Fig. 4. Estructura general y numeracion de los flavonoides de
alimentos. Adaptada de Shahidiy Naczk (2004).

Compuestos fendlicos presentes en vegetaledntocianinas de los colores rosa, escarlata,
rojo, malva, azul y violeta de los vegetales,
Hay un gran interés en conocer el potencidlgos de frutas y vinos. Numerosas
antioxidante de las plantas con compuestdd/stancias encontradas en los vegetales,
fendlicos como los flavonoides y comoconsideradas como componentes no
pueden reducir la oxidacion de las célulagiutritivos del alimento se comportan como
Estudios recientes muestran que alguno’ij\tioxidantes efectivos en estudiasvitro e
grupos fenodlicos aparecen en el plasma Iyl vivo. Las flavononas son los compuestos
cuerpo de estas plantas, por lo que se podriggsponsables del sabor amargo en los citricos
considerar nutrientes importantes.  Sir{Martinezet al, 2000).
embargo, esto no se puede establecer con
certeza hasta que sus efectos en las marcasOtros compuestos fendlicos, entre los que
biologicas  del proceso oxidativo seardestaca el acido clorogénico, han sido
establecidas (Duthie y Crozier, 2000). asociados al sabor amargo de la cerveza, el
vino y la sidra. Mientras que los acidos
Los flavonoides son los responsables ddiidroxicinamicos y sus derivados  son
color natural de los alimentos, como lagesponsables del sabor amargo de los

Tabla Il . Flavonoides y taninos contenidos en algunoseaiios (mg/porcior)

Alimento Proantocianidinas  Antocianidinas Flavan-3-ols  Flavonoles Flavanonas Tearubiginas
Arandano 131 82 1 3
Brécoli Crudo - - 0 3
Chocolate negro 165 - 24
Manzana con piel 147 - 13 6
Naranja, zumo - - - >1 28 -
Té negro, infusion - - 6 10 - 116
Té verde, infusion - - 304 12 - 3
Vino blanco 2a3 - 3al2 -
Vino rojo 77 a 103 9a 405 10a20 10

& Adaptado de Sarria (2005)
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arandanos. El pardeamiento de las frutas taninos y los grupos carboxilos de los enlaces
vegetales estd también relacionado con @eptidicos de las proteinas, presentando los
contenido de compuestos fendlicos. Asi, l@aninos una alta afinidad por las proteinas
formacibn de pigmentos amarillos yricas en prolina (Martineat al,, 2000).
marrones durante la manipulacion 'y
procesado de los alimentos vegetales, esta Ademas del efecto inhibidor en la
controlada por los niveles de polifenoles, labsorcion de los nutrientes, la formacion de
presencia de oxigeno y la actividad de l@omplejos entre los taninos y las proteinas
polifenoloxidasa. Esta enzima contiene cobreupone un gran problema tecnoldgico, ya que
y cataliza la reaccion entre un grupo fenol yueden dar lugar a la formacion de
el oxigeno para dar agua y quinonadispersiones coloidales, que pueden llegar a
compuesto responsable de los pigmentdsacerse incluso mas grandes con la
amarillos y marrones (Martinet al, 2000).  sedimentacion. Este hecho se ha observado
en bebidas como cervezas, vinos, zumos de
Efecto sobre macro nutrientes frutas, cafés y tés, dando lugar a la aparicion
de turbidez, afectando la vida util de los
Algunos polifenoles son consideradosproductos (Martineet al, 2000).
inhibidores de nutrientes ya que pueden
formar complejos con las proteinas, almidon Los taninos pueden unir proteinas
y enzimas digestivas, causando unanddgenas en el intestino, principalmente
reduccion en el valor nutritivo de losenzimas digestivas, lo que afecta a la
alimentos (Martineet al.,2000). Este efecto absorcién de otros macronutrientes, debido
se ha asociado generalmente a los taningsincipalmente a la inhibicidbn enzimética de
hidrolizados que se encuentran en cantidadg@socesos digestivos y de las enzimas
trazas en los alimentos consumidosnicrobianas que intervienen en la
habitualmente; se considera a los taninoermentacion (Martineet al.,2000).
condensados o proantocianidinas como los
principales inhibidores de la absorcion deEfecto sobre biodisponibilidad de minerales
nutrientes de entre todos los polifenoles.
Numerosos estudios realizados en animaléSada vez se dispone de mayor evidencia
de granja y experimentacion, para evaluar edobre la absorcion y la biodisponibilidad de
efecto de los taninos sobre las proteinas, has flavonoides (Ross y Kasum, 2002).
mostrado que estos compuestos intervienen
negativamente sobre la ingesta, la tasa de Los polifenoles estan reconocidos como
crecimiento, la digestibilidad de las proteinasnhibidores de la absorcion de distintos
y la disponibilidad de los aminoacidos,minerales, ya que tienen la capacidad de
pudiendo incluso llegar a ocasionar la muertquelar cationes divalentes, principalmente Fe
(Martinezet al, 2000). y Zn, a través de su union a los grupos
hidroxilos y carboxilos, reduciendo la
Para que se produzca la unién entre losiodisponibilidad de los mismos en el
taninos y las proteinas se requierelntestino. Los compuestos fendlicos son
moléculas con un peso superior a 350 Ddiberados de los alimentos durante la
por lo que un flavonoide dimérico o unadigestion y pueden unirse al Fe en el lumen
molécula de &cido elagico serian suficientemitestinal haciéndolo no biodisponible. La
para formar este complejo. La union seapacidad de quelar este catién varia de unos
realiza mediante enlaces por puentes dsompuestos fendlicos a otros, al estar
hidrogeno entre los grupos hidroxilos de loglirectamente relacionada con la estructura
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guimica. Asi, la reduccion en lacacao semidulce rico en procianidinas y
biodisponibilidad del Fe se encuentradespués de dos horas de su ingestién se
relacionada con la presencia en la dieta de Iggesenté un incremento significativo en los
flavonoides monoméricos, catequinas yniveles de epicatequina plasmatica.
ésteres del acido galico, que se hallan en el
té, de las catequinas del cacao, del acido De igual manera dentro del mismo
clorogénico del café, de los &cidos fendlicogperiodo se presenté un incremento en la
flavonoides monoméricos y poliméricos delcapacidad antioxidante del plasma a un 31%
vino y de los taninos del sorgo y de las habag una reduccién de 40% de las sustancias
(Lunte et al, 1988). Estudios realizados poroxido-reactivas. Estos resultados apoyan el
Hurrell et al, (1997), han demostrado que laconcepto de que los flavonoides del
presencia de polifenoles en té y en distintashocolate son bien absorbidos y que su
infusiones de hierbas, causan una reducci@onsumo disminuye las concentraciones
en la biodisponibilidad del Fe del panplasmaticas de  sustancias  oxidantes
enriquecido con sulfato ferroso, cuando séBalasundranet al, 2005).
administran de forma conjunta durante el
desayuno, siendo esta reduccibn mas Investigaciones recientes se han centrando
evidente en el t¢é que en otras infusionesn la biodisponibilidad de los polifenoles
como consecuencia del mayor contenido emediante el estudio de la ingesta y excrecién
polifenoles (Martineet al.,2000). en sus formas conjugadas. Pocas de éstas
enfatizan la presencia de metabolitowivo,

El efecto de los polifenoles sobre laformados via degradacion por las enzimas de
absorcion de Zn y Cu ha recibido pocdas bacterias presentes en el colon, para
atencion, aunque la informacion disponibledespués ser metabolizadas en el higado.
sugiere que tales compuestos pueden quelgstos metabolitos son: glucuronidas de 3-

dichos minerales, afectando suhidroxifenilacético, acido vanillico,
biodisponibilidad. Estudios realizados porhomovanillico, e isoferulico, asi como los
Ganjii y Kies (1994), mostraron que elacidos propiénicos 3-(3-metoxi-4-

consumo de té provocaba un efecto naidroxifenil), 3-(3-hidroxifenil), y el acido 3-
significativo sobre el balance de Zn erhidroxihiparico, en contraste con los
humanos. Esto fue confirmado con estudiopolifenoles conjugados como las
posteriores realizados en ratas no mostraraiucuronidas de la quercetina, naringenina,
efecto alguno de los polifenoles presentes ecido sinapico, ferulico yp-cumarico, que
el té sobre la absorcion de Zn (Martiretz fueron detectados en menores
al., 2000). concentraciones. Esto sugiere que se le debe
dar mayor atencibn a productos que
De forma general, los polifenolescontengan derivados polifendlicos, por
estudiados en la bibliografia cientifica sedemostrar una funcion importante como
pueden ordenar del siguiente modo, cowsomponentes bioactivas-vivo (Rechneret
relacidon a su mayor o menor efecto sobre lal., 2003).
biodisponibilidad mineral: &cido galico>
acido clorogénico = acido cafeico >Actividad antioxidante de los compuestos
catequinas (Martinezt al.,2000). fendlicos

Se ha investigado acerca de ldJn antioxidante es un compuesto quimico
biodisponibilidadin vitro de los polifenoles que hallandose presente a bajas
del cacao. Se evalud la absorcion de 80g dmncentraciones con respecto a las de un
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sustrato oxidable, retarda o previene laeaccionar con el radical libre le cede un

oxidacion de dicho sustrato. Igualmente selectrén, oxidandose a su vez y

definen como compuestos que protegen étansformandose en un radical libre débil no
sistema celular de efectos potencialment®xico, que en algunos casos como el de la
perjudiciales en los procesos que puedavitamina E, puede regenerarse a su forma
causar una oxidacion excesiva (Posedal., primitiva por la accion de otros antioxidantes

2003). (Posadaet al.,2003).

En el organismo existen sistemas La actividad antioxidante de muchas
biol6gicamente activos conocidos comaosustancias depende del metabolismo celular y
antioxidantes que actlan para proteger son conocidas como  antioxidantes
contribuir al equilibrio fisiologico enddgenos, como lo muestra la Tabla I,
garantizando la vida. Los estudiosentre los cuales estan la superoxido
epidemioldgicos, experimentales y clinicogddismutasa, las catalasas y la glutation
han demostrado que los antioxidanteperoxidasa. También existen factores
proveen una eficacia biolégica en lanutricionales conocidos como antioxidantes
prevencion y en la disminucion de los efectogxdgenos, siendo los mas estudiados el alfa
negativos de las enfermedades produciddscoferol, el beta-caroteno, el acido ascorbico
por el estrés oxidativo (Posaeiaal, 2003). vy los polifenoles.

Los antioxidantes deben estar presentes en Es importante destacar que algunos
el organismo en una concentracion suficienteinerales como el hierro, el zinc, el cobre, el
gue permita prevenir la acumulacion deselenio y el manganeso actdan como
elementos prooxidantes, estado conocidoofactores para la  produccion de
como estrés oxidativo. El antioxidante alantioxidantes endogenos (Posada al.,

Tabla Il . Clasificacion de antioxidantes exdgenos y endoge
Antioxidantes exdgenos Antioxidantes endégenos
Acido-ascorbico Glutation
Alfa-tocoferol Coenzima Q
Beta-carotenos, carotenos, luteina, licopeno Proteinas: Ceutoplasmina, lactoferrina,
y zeaxantina transferrina y ferritina
Flavonoides Bilirrubina
Cofactores enzimaticos: Uratos
Minerales: Enzimas:
Selenio, cobre, zinc, hierro, manganeso Glutation

Glutation reductasa

Glutation transferasa

Glutation proxidasa

Superéxido dismutasa

Catalasa

Glucosa 6-fosfato-dehidrogenasa
NADPH-FADH+H

#Posadat al. (2003)
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2003). Compuestos fendlicos y su relacion con
diversas patologias
La actividad antioxidante de los
compuestos fendlicos es debida a susas hierbas medicinales en las que se
propiedades redox, las cuales juegan uencontr6 mayor contenido de compuestos
papel importante en la absorcibn yfendlicos fueron Catharanthus roseus,
neutralizacion de radicales libres y en larhymus vulgaris, Hypericum perforatugn
descomposicién de peroxidos. Existen doMenta piperita La primera se ha utilizado en
tipos de antioxidantes, los naturales y losratamientos de leucemia, linfomas y cancer
sintéticos. La desventaja de los ultimos sollypericum perforatum se ha utilizado
las caracteristicas carcindgenas atribuidas. lteadicionalmente de forma externa para tratar
relacion entre los contenidos fendlicos y lderidas y quemaduras; como forma interna se
actividad antioxidante en las hierbasha utilizado como ténico, antidepresivo y
medicinales tuvo una correlacion linealtranquilizador.Thymus. vulgarise utiliza de
positiva; el resultado fue el mismo para lagorma tdpica en cremas por su accion
hierbas culinarias, en especial para los tremntibacterial. Menta piperitaes un hibrido
tipos de oréganoP( longiflora, Origanum natural, empleado en el tratamiento de
Majoricumy O. vulgaressp. colicos, indigestion y flatulencia (Zheng y
Wang, 2001).
Sin embargo, éstas presentaron mayor
composicion de grupos fendlicos y actividad EI cacao parece ser efectivo al poseer
antioxidante. Los resultados muestran que Idsioactivadores  que disminuyen las
componentes fendlicos presentes en lanfermedades cardiovasculares y el cancer
hierbas tienen una mayor capacidadSarria, 2005). A los compuestos fendlicos,
antioxidante (Zheng y Wang, 2001). se les han atribuido  actividades
farmacologicas y médicas relacionadas con
Para comprender mejor la actividadla prevencion y/o mejora del estado de salud,
fisiolégica de los fendlicos, se debe tener edestacando sus efectos vasodilatadores,
cuenta que la capacidad antioxidante varia eanticarcinogénicos, antiinflamatorios,
funcion del grupo de compuestos estudiaddsactericidas, estimuladores de la respuesta
y de su solubilidad en fase acuosa o lipidicanmune, antialérgicos, antivirales, efectos
Asimismo, la gran diversidad de métodosstrogénicos e inhibidores de la fosfolipasa
empleados proporciona diferentes resultado$2, de la cicloxigenasa, lipoxigenasa,
dificiles de comparar. Para solventar estglutation reductasa y xantina oxidasa (Jiang y
problema en la mayoria de los estudio®usting 2003).
cientificos en los que se valora la actividad
antioxidante, ya sea de compuestos puros o Los polifenoles pueden interferir distintas
de extractos vegetales, se utiliza el Troloxtapas que conducen al desarrollo de tumores
(acido 6-hidroxi-2,5,7 S-tetrametilcroman-2-malignos al proteger al ADN del dafio
carboxilico), como patrén, sustancia que sexidativo, inactivando los carcindbgenos e
caracteriza por ser un analogo hidrosolublenhibiendo los genes mutagénicos de la
de la vitamina E (Oweet al, 2000). Todas actividad de las enzimas encargadas de la
las clases de fenoles han demostrado sactivacion de procarcinégenos. Numerosos
antioxidantes potentes, como se demuestra estudios in vivo con animales se han
el aceite de oliva, relacionandolo con ladesarrollado para establecer los efectos
actividad anti cancerigena (Oweet al., anticarcinogénicos de los polifenoles,
2000). mediante aplicaciones tdpicas, o bien con la
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administracion de dietas enriquecidas coy los efectosin vivo de los diferentes
polifenoles y/o con alto contenido en estogompuestos fendlicos presentes en la gran
compuestos, siendo necesarias altadiversidad de alimentos endémicos de
concentraciones para poder observar este tiéxico.
de respuesta. Diferentes estudios
epidemioldgicos han puesto en evidencia el
efecto preventivo de los polifenoles frente al
cancer de vejiga asi como frente a otros tipaSonclusion
de canceres, como el de pulmdén, aunque en
algunos casos los resultados obtenidasas investigaciones cientificas reportan una
pueden no ser concluyentes o segran variedad de compuestos fendlicos
contradictorios (Galati y O’Brien, 2004). disponibles en el reino vegetal, asi como su
relacion entre los polifenoles y los efectos
Estudios epidemiologicos han demostraddisiol6gicos positivos para la salud, como en
que la dieta que incluye compuestoda prevencién y tratamiento de enfermedades
fendlicos provenientes de las plantas reduagardiovasculares, cancetr, procesos
el riesgo de enfermedades coronarias d@latolégicos de caracter inflamatorio,
corazon. La actividad antioxidante einfecciones, entre otros; ademas de tener una
hipolipidémica de estos compuestos tienenmportante participacion en la calidad
importantes funciones en la prevencion de laensorial de los alimentos naturales vy
oxidacion lipoproteica y en lesionesprocesados. Por lo tanto, se recomienda
arteriosclerdticas. Los compuestos fendlicoprofundizar las investigaciones en diferentes
tienen efectos antiinflamatorios incluyendo lgproductos  naturales que  contengan,
inhibicion del proceso de adicion de lacompuestos fendlicos para definir tipos,
molécula citosina y quemoquina y supresiomoncentraciones, biodisponibilidad y sus
suave de la actividad muscular entre otromecanismos de accion, asi como su posible
efectos pro-inflamatorios. Sin embargo lasinergismo y/o antagonismo con otros
evidencia terapéutica de los beneficios deomponentes de la dieta o del organismo, con
estos compuestos es aun dispersa (Jiangey fin de aprovechar mejor todas sus
Dusting 2003). propiedades.

Los alimentos de origen vegetal, poseen
una gran diversidad de compuestos fendlicos,
gue pueden significar una fuente natural dReferencias
antioxidantes como los flavonoides, otros
como las antocianinas que mejoran laBalasundram, N., Sundram, K. y Samman, S. 2005.
caracteristicas sensoriales de color en los Ehenogc ‘Eompik‘g‘x‘?jai:t F;;?Jﬁyagdccig:gwgeuizg'
alimentos procesados y los taninos que -YProducts. an . ~
contribuyenpa mejorar los padecimientos de potential usesFood Chemistn99(1):191-203.
origen cardiovascular. La importancia deBerra, B., Caruso, D., Cortesi, N., Fedeli, E., é¥&s
consumir estos productos como parte de la M. F. y Galli, G. 1995. Antioxidant properties of

dieta. b ficiara a | blacién debid | minor polar components of olive oil on the
I€ta, benenciara a la poblacion Gebido a los  qyiqative processes of cholesterol in human LDL

antiO_XidanteS que poseen los ~ Qrupos  Rivista Italiana Sost Grass&2:285-291.
fendlicos. Con base a lo anteriormente , ,
lifford, M. N. 1992. Sensory and dietary properties

_expue_sto,_ es |mporta_nte continuar con Iag of phenolsProceedings of the f6international
investigaciones relacionadas con aspectos ¢onference of grape polyphend®(11):18-23.
quimicos, estudios sobre la biodisponibilidad
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