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Editorial

Los profesores del Departamento de Ingenieria Quimica, Alimentos y Ambiental, estamos
conscientes de la gran importancia que la escritura de articulos cientificos tiene en la formacion
de los estudiantes de posgrado. Por ello, continuamos haciendo un esfuerzo por publicar la revista
“Temas Selectos de Ingenieria de Alimentos”.

En esta ocasion presentamos el numero 2 del volumen 4, correspondiente al periodo Agosto-
Diciembre de 2010, con el cual se cumplen tres afios de publicacion de la revista. Los articulos
que constituyen este numero estuvieron a cargo de las estudiantes que cursaron el tercer semestre
de la Maestria en Ciencia de Alimentos. Todos ellos son revisiones del estado de la ciencia de los
temas de tesis de las alumnas autoras.

Merece la pena comentar que el proceso de escritura y revision de los articulos publicados en esta
revista incluye varias etapas, de modo que los estudiantes centren su atencion en aspectos como
sintesis, andlisis, coherencia, consistencia, fondo y forma, entre otros. La escritura es supervisada
por los asesores de tesis y la revision es llevada a cabo por dos miembros del comité editorial,
teniendo presente que el propdsito de la elaboracion de los articulos es, mas que la publicacion, el
aprendizaje. Dicho comité estd formado por profesores del departamento, quienes participan en
esta actividad de manera voluntaria y con el unico fin de contribuir a la formacién integral de los
futuros investigadores. Por ello, a nombre de los estudiantes y de la facultad de la Maestria y el
Doctorado en Ciencia de Alimentos, deseo agradecer a los profesores Fidel T. Vergara Balderas,
Maria Teresa Jiménez Munguia y Emma Mani Lopez su labor entusiasta en la realizacion de cada
nimero de la revista, asi como el ejemplo de compromiso y colaboracion que con su
participacion brindan.

Maria Eugenia Barcenas Pozos

Coordinadora de la Maestria y el
Doctorado en Ciencia de Alimentos

il
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B. E. Enriquez - Fernandez y M. E. Sosa - Morales

Departamento de Ingenieria Quimica, Alimentos y Ambiental, Fundacion Universidad de las Américas Puebla. Sta.
Catarina Martir, Cholula, Puebla. C.P.72820. México.

Resumen

La acrilamida es un mondémero utilizado ampliamente en la industria quimica y textil. Su relevancia en la
industria alimentaria surgié luego de un estudio en 2002 en el cual se encontrd la presencia de este
compuesto en alimentos cocinados a altas temperaturas como papas fritas y galletas, entre otros. A partir
de entonces diversos estudios han sido realizados con el propdsito de conocer mas sobre éste compuesto,
sus caracteristicas y potenciales riesgos. Esta revision presenta estudios experimentales acerca del
contenido de acrilamida en diversos alimentos, sus métodos de analisis, asi como sus mecanismos de
formacion mas estudiados, los métodos que permiten disminuir su formacién clasificindolos con base en
sus propositos, y estudios realizados para determinar sus dafos a la salud, con objetivo de dar un
panorama general sobre el conocimiento actual de este compuesto, y las alternativas que existen a nivel
industrial y como consumidor de disminuir su ingesta.

Palabras clave: acrilamida, procesamiento de alimentos, seguridad de alimentos, disminucion, toxicidad.
Abstract

Acrylamide is a monomer widely used in the chemical and textile industries. In the food industry, it
became important since 2002, when an investigation showed the presence of this compound in food
cooked under high temperatures, such as potato chips, and cookies. Thereafter, several studies have been
developed with the purpose to understand the characteristics and behavior of this compound, as well as its
potential risks. This review summarizes some experimental studies about the acrylamide content in foods,
the most reliable and studied formation mechanisms, methods to reduce this content, classified according
to their purpose, and several studies to determine the potential risk to people. The objective is to present a
general overview about the actual knowledge of this compound, and alternatives for the industry and
consumers to diminish acrylamide intake from food.

Keywords: acrylamide, food processing, food security, reduction, toxicity.

Introduccion

La acrilamida (CH,=CH-CONH,) es un
mondmero utilizado a nivel industrial desde
"Programa de Maestria en Ciencia de Alimentos

Tel.: +52 222 229 2126, fax: +52 222 229 2727
Direccion electronica: blancae.enriquezfz@udlap.mx

los afos 50’s, esta presente en el humo del
tabaco, y es wusado en la sintesis de
poliacrilamida para su utilizacién en procesos
como purificacion de agua, separacion de
proteinas para bioquimica analitica 'y
acondicionamiento de suelos (Allan, 2002). Su
descubrimiento se origina a partir de
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resultados de la formacion de un aducto
especifico entre ésta y la hemoglobina humana
(Masson et al., 2007).

Es un compuesto muy reactivo y se ha
estudiado por los dafios que puede provocar
luego de exposiciones prolongadas. Al
estudiar acerca de la presencia de acrilamida
en la sangre, y encontrarla en personas que
nunca habian estado expuestas directamente,
Tareke et al. (2002) evaluaron diferentes
alimentos, encontrando  niveles  desde
moderados a altos de este compuesto en
algunos de ellos. De esta manera, surgié el
interés por evaluar la acrilamida en los
alimentos, asi como su origen y los dafios que
su ingesta puede ocasionar en el organismo
humano.

Diversos estudios comprobaron la presencia
de acrilamida en alimentos, particularmente en
aquellos con alto contenido de carbohidratos
(El-Ziney et al., 2009). Posteriormente los

estudios fueron encaminados hacia los
mecanismos mediante los cuales pudiera
ocurrir la  formacion de  acrilamida,

conociéndose actualmente que el mecanismo
mas probable es mediante la reaccion de
Maillard, particularmente la que ocurre entre
la glucosa y la asparagina (Mottran et al.,
2002; Stadler et al,. 2002). Una vez conocidos
sus mecanismos de formacion, el énfasis ha
estado en encontrar métodos o ingredientes
que permiten la disminucion del contenido
final de acrilamida en alimentos, desde la
modificacion en las materias primas, hasta su
inactivacion y eliminacion una vez que ha sido
formada. Sin embargo, muchos de ellos no son
muy recomendables ya que modifican las
caracteristicas de calidad y sensoriales de los
productos (Anese et al., 2009).

Asi mismo, debido a que se conoce que la
exposicion prolongada a la acrilamida a través
de la piel puede provocar dafios desde
entumecimientos hasta carcinogénesis,
diversos estudios han evaluado los riesgos que

conlleva la ingesta de acrilamida a través de
los alimentos, realizando pruebas en animales
y analizando a pacientes con cancer, para
determinar si la acrilamida fue un factor de
riesgo (Friedman, 2003).

Esta revision pretende dar un panorama
general del conocimiento actual respecto a la
acrilamida, resumiendo sus caracteristicas
generales, enumerando los alimentos que la
contienen en mayor concentracion,
presentando los métodos méas comunes y mas
confiables para su deteccion, y los estudios
que han buscado determinar su riesgo a la
salud, y finalmente presentando los métodos
que permiten la reduccion del contenido final
de acrilamida.

Revision Bibliografica
1. Aspectos generales de la acrilamida

La acrilamida (2-propanamida) es un
compuesto altamente soluble en agua y su
peso molecular es bajo (71.09 g/mol). Es un
monoémero vinilico que se usa tanto a nivel
industrial como en procesos de laboratorio. Su
uso mdas importante es la produccién de
poliacrilamida de alto peso molecular,
utilizada para proporcionar a los materiales
propiedades ionicas (El-Ziney et al., 2009).
Algunas de las aplicaciones mas comunes de
esos polimeros son: tratamiento de agua para
beber, procesamiento de petroleo, papel,
minerales, concreto y textiles, en la industria
de los cosméticos, en cirugias oftalmicas, en
plasticos, en lentes de contacto, y en
emulsiones y adhesivos, ademas de estar
presente en el humo del tabaco (Sharma et al.,
2008).

A nivel comercial se produce por hidrolisis
catalitica del acrilonitrilo. Puede encontrarse
tanto en estado solido o cristalino, como
liquido o acuoso. El mondémero solido es
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incoloro y es un cristal soluble en agua,
metanol, etanol, acetona y dimetil éter, e
insoluble en benceno y heptano (Sharma et al.,
2008).

La acrilamida es absorbida por los animales
y los seres humanos, via ingestion, inhalacion
o0 a través de la piel. Tiene dos sitios reactivos,
el grupo amida y el doble enlace conjugado,
éste ultimo puede participar en reacciones
nucleofilicas con grupos funcionales que
tengan hidrégeno activo como los grupos SH
de la cisteina, homocisteina y el glutation, o
los radicales R-NH, de aminoécidos libres y
proteinas. La exposicion de la acrilamida a pH
muy alto o bajo provoca su hidrdlisis a acido
acrilico y amoniaco (Friedman, 2003).

2. Acrilamida en alimentos

Desde el 2002 se ha demostrado que la
acrilamida se forma en algunos alimentos,
especialmente aquellos que involucran durante
su procesamiento el uso de altas temperaturas
como el freido, horneado o secado (El-Ziney
et al.,, 2009). Tomando en cuenta que entre

H
|

mayor concentracion de acrilamida por cada
kg de peso corporal se tiene un mayor riesgo,
los nifios estdin en mayor peligro que los
adultos. En el caso de los bebés, Sorgel et al.
(2002) encontraron que de 10 a 50% de la
acrilamida consumida en la dieta de Ilas
mujeres embarazadas, es transferida via sangre
a los fetos, ademas de transferirse a través de
la leche materna. Por tanto, se recomienda a
mujeres embarazadas no consumir o reducir el
consumo de alimentos con alto contenido de
acrilamida.

2.1. Formacion de acrilamida en alimentos

Desde que se detectd la presencia de
acrilamida en alimentos, ha sido sumamente
estudiado su mecanismo de formacion. Entre
las hipdtesis de su formacion, la reaccion de
Maillard de pardeamiento, que involucra la
reaccion a altas temperaturas entre los
aminoacidos  libres  (especialmente la
asparagina) y azucares reductores como la
glucosa o fructosa, ha sido de las mas
estudiadas (Mottran et al., 2002; Stadler et al.,

glucosa, fructosa, lactosa, sacarosa, gliceraldehido o acrolema
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Fig. 1. Mecanismo de formacion de acrilamida. (Adaptada de Friedman y Levin, 2008).
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Fig. 2. Mecanismo de formacion de acrilamida directamente mediante el flujo de electrones (Adaptada de

Friedman y Levin, 2008).

2002). Ademas es necesario considerar que
otros aminoacidos que producen bajas
cantidades de acrilamida son: alanina,
arginina, acido aspartico, cisteina, glutamina,
metionina, treonina y valina (Masson et al.,
2007).

La reaccion de Maillard se ilustra mediante las
Fig. 1 y 2, donde se aprecia la reaccion entre la
asparagina y un azucar reductor mediante dos
mecanismos, el primero (1) con la
transformacion de la asparagina y el azucar a
una base de Schiff descarboxilada, que
posteriormente es transformada a acrilamida
con 3-aminopropionamida como
intermediario; mientras que en el mecanismo
2, el flujo de electrones lleva directamente a la
acrilamida sin la formacion del intermediario
3-aminopropionamida (Friedman y Levin,
2008).

Ademas del mecanismo anterior, se ha
investigado el mecanismo de formacion de
acrilamida a partir de lipidos (Ehling et al.,
2005), identificando al acido acrilico como un
precursor potencial. Esta teoria ha provocado
estudios sobre la influencia del aceite de freido

en el contenido final de acrilamida, pues se ha
observado que la acroleina (formada por la
rancidez oxidativa) puede reaccionar por
oxidacion para dar acido acrilico, o formar un
radical acrilico intermedio, ambos compuestos
en presencia de nitrégeno y bajo condiciones
de reaccion favorables, pueden dar lugar a la
formacion de acrilamida (Taeymans et al.,
2004). Dicha formacion puede ocurrir cuando
la acroleina (producto de la oxidacion de los
acidos grasos) es directamente transformada a
acrilamida por una reaccion con NHj3 para
luego oxidarse a acrilamida, o la acroleina
puede reaccionar con asparagina directamente
y formar un N-glicésido, que posteriormente
se transforma a acrilamida (Friedman, 2003).
Por su parte, en su estudio acerca del
mecanismo de formacién de acrilamida en

alimentos, Zyzak et al. (2003) evaluaron
diferentes compuestos carbonilicos (D-
glucosa, 2-desoxiglucosa, ribosa y

gliceraldehido) para observar la reaccion con
asparagina y el mecanismo de formacion de
acrilamida, confirmando mediante la presencia
de espectrometria de masas, la presencia de los
intermediarios de la reaccion.
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2.2. Métodos de analisis

Debido a la alta solubilidad y reactividad y la
carencia de un grupo cromoforo, la acrilamida
no es facilmente detectable (Mottran et al.,
2002). Sin embargo, existen diversos métodos
utilizados para su deteccion, inicialmente para
agua, fluidos bioldgicos, y alimentos no
cocinados, la mayoria de ellos basados en
cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) o cromatografia de gases. Sin
embargo, debido a la complejidad de los
sistemas alimenticios, ha sido necesario ir
desarrollando  otros métodos con alta
sensibilidad. Los métodos posteriores se
enfocaron en una  combinacion  de
cromatografia liquida o cromatografia de
gases, con espectrometria de masas (LC-MS, o
GC-MS, respectivamente, por sus nombres en
Inglés) (Taeymans et al., 2004; Tarcke et al.,
2002). La ventaja de los métodos basados en
LC-MS es que la acrilamida puede analizarse
sin necesidad de realizar una derivatizacion
previa, simplificando el andlisis (Masson et
al., 2007). Otro método es la Reaccion de
Transferencia de Protones seguida de
espectometria de masas (PTR-MS), el cual es
un método conveniente por sus rapidas
mediciones (Masson et al., 2007).

Los estudios realizados han mostrado que la
extraccion incompleta es la causa mas
probable de error en la determinacion de
acrilamida, ya sea porque el alimento no se
dividié correctamente, se usaron solventes
organicos en la extraccion, o el tiempo es corto
y la temperatura baja durante la extraccion.
Otra causa de error ha sido la destruccion de la
acrilamida durante la extraccion. Por tanto, un
reto existente es el desarrollo de métodos
confiables y aplicables a diferentes sistemas,
que permitan el analisis de alimentos
complejos, ya que actualmente los métodos
han mostrado gran variabilidad de una muestra
a otra y no existe un método confiable y con
alto umbral de deteccion aplicable a todos los

alimentos (Taeymans et al., 2004). Ademas, su
andlisis se complica debido a que la acrilamida
es una sustancia reactiva y volatil que puede
autodegradarse luego de su formacion
(Masson et al., 2007).

2.3. Alimentos con mayor contenido de
acrilamida

Como se ha
acrilamida en

expuesto, la presencia de
alimentos se ha observado
principalmente en aquellos ricos tanto en
glucosa como en asparagina, y que son
sometidos a procesos de calentamiento como
horneado o freido. La mayoria de esos
alimentos son derivados de origen vegetal
como las papas y cereales. Entre estos
alimentos, los que han presentado niveles mas
altos son: las papas a la francesa, papas y
tortillas fritas, corteza de pan, y pan tostado,
entre otros.

El-Ziney et al. (2009) evaluaron diferentes
alimentos de Arabia Saudita con alto
contenido de carbohidratos expuestos durante
su proceso de elaboracion a altas temperaturas.
Dichos alimentos los clasificaron en grupos
dependiendo de sus caracteristicas: papas
fritas, maiz y extruidos, berenjenas, panes,
bizcochos, galletas, pescados, dulces y
caramelos, formulas infantiles, y formulas
infantiles en polvo adicionadas con frutas o
cereales. Los resultados obtenidos se muestran
en la Tabla I junto con alimentos y su
contenido reportado de acrilamida.

Sin embargo, la informacion reportada debe
tomarse con precaucion, ya que el contenido
de acrilamida puede ser muy variable incluso
con el mismo alimento producido en diferentes
lugares, o entre productos de la misma marca,
ya que depende en gran medida de la cantidad
de precursores iniciales, y del proceso
mediante el cual fue realizado (Friedman y
Levin, 2008).
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2.4. Métodos para disminuir su formacién

Con el creciente interés en el contenido de
acrilamida en alimentos, se han realizado
diversos estudios con el propdsito de plantear
alternativas que permitan su reduccion. Para
lograrlo, se han tomado diferentes enfoques,

desde reducir la concentracion de los
precursores, hasta eliminar la acrilamida ya
formada. Es por esto que a continuacion se
mencionan algunos de los enfoques, asi como
estudios realizados en este respecto, y sus
resultados.

Tabla I. Niveles de acrilamida en algunos alimentos y bebidas.

Grupo Alimento Niveles de acrilamida (ug/kg)
Palomitas de maiz 180"
Maiz Totopos 199 °
Extruidos con sal 272°
Tortillas (de harina y maiz) 6"
Papas Papas fritas 466"
Papas a la francesa 206" ; 413°
Pan tostado 213°
Pan integral 39°
Bagels 31°
Pan Donas con levadura 18°
Hot cakes y waffles 15°
Pan blanco 11°
Pastel 10°
Café soluble variedad Robusta 820 °
Café Café tostado variedad Arébica 290
Café de grano 7°
Integrales 458"
Galletas Con chispas de chocolate 130°
Con miel 50 °
Chile con carne 130°
Chrnicos Pescado a la parrilla 35"
Nuggets de pollo 24"
Pescado frito 17 °
Semilas Almendras (fritas o tostadas) 320°
Cacahuates tostados 27°
Cereal de avena 174°
Cereales listos para Hojuelas de maiz 61°
comer Arroz inflado 56°
Granola 51°
Otros Pieza 20°
Formulas para bebés 10-30°

* El-Ziney et al. (2009); ° Friedman y Levin (2008)
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a) Reduccion en la concentracion de los
precursores:

Una disminucién en el contenido de
asparagina puede darse de varias maneras, una
es seleccionar de los vegetales disponibles y
sus variedades aquellos con el menor
contenido de este aminoacido, ya que al
estudiar la formacion de acrilamida en
productos derivados de cereales, se ha
observado que mientras mas alto es el
contenido de asparagina inicial en el trigo,
mayor es la concentracion de acrilamida en el
producto final. Se han evaluado los factores
que propician la alta concentracion de este
aminoacido, encontrando por ejemplo que el
trigo cultivado en suelos con bajos niveles de
sulfatos tiene hasta 30 veces mas asparagina
que el cultivado en suelos regulares (Friedman
y Levin, 2008). Lo mismo ocurre con las
papas, donde la variedad y el suelo de cultivo
generan diversas cantidades de carbohidratos y
de asparagina, por lo que es necesario
seleccionar la variedad con menor cantidad de
esos azucares reductores (Taeymans et al.,
2004).

Otro método para disminuir el contenido de
asparagina seria inducir su hidrélisis a acido
aspartico y amoniaco mediante bajos pH y/o
catalizada por asparaginasa, y finalmente otra
opcion seria acetilar la asparagina a N-
acetilasparagina, previniendo de esta manera
la formaciéon de intermediarios N-glicosidicos
que forman la acrilamida. También debe
cuidarse la temperatura de almacenamiento de
papas ya que influye en la cantidad de almidon
que es degradado a glucosa, pues se favorece a
temperaturas menores a 8°C, pero por
estabilidad se almacenan a menores
temperaturas (Friedman, 2003).

b) Condiciones de procesamiento durante el
horneado y tostado de pan:

Surdyk et al. (2004) evaluaron el contenido de
acrilamida en pan, encontrando que mas del

99% de la acrilamida, se encuentra en la
corteza, debido a las temperaturas alcanzadas,
y ademds ese contenido estd fuertemente
relacionado con el color final adquirido. En
otro estudio, se concluy6 que un mayor tiempo
de horneado causa un incremento en la
concentracion de acrilamida, y que las partes
mas tostadas o ennegrecidas del pan son las
del contenido mas alto de acrilamida, por lo
que se recomienda como consumidor no tostar
en exceso el pan, o raspar para remover las
partes ennegrecidas (Friedman y Levin, 2008).

Otra opcién es la fermentacion de la masa,
pues por ejemplo en masa de trigo y centeno
para la elaboracion de donas, permite una
reduccion en el contenido de asparagina,
siendo ésta reduccion directamente
proporcional al tiempo de fermentacion
(Friedman y Levin, 2008).

c) Efecto de los ingredientes:

La adicibn o sustitucion de algunos
ingredientes puede ser benéfica o inducir un
mayor desarrollo de acrilamida, como en el
caso del bicarbonato de amonio que causa
mayor desarrollo, en comparacion con el uso
de bicarbonato de sodio (Amrein et al., 2006).
En cambio, la adicion de glicina permite una
reduccion en el contenido de acrilamida, por lo
que se sugiere rociarla sobre la superficie de la
masa fermentada (Friedman y Levin, 2008).

El reemplazo de azuicares reductores por
otros edulcorantes como la sacarosa (siempre
y cuando no se realice también un descenso en
el pH), y trehalosa permiten reducir el
contenido de acrilamida, lo cual también
ocurre con adicion de 4cido citrico a sistemas
con glucosa. Por otro lado, la adicion de
antioxidantes en alas de pollo fritas, papas
fritas y galletas permite disminuir la cantidad
final de acrilamida, a diferencia de lo ocurrido
en t¢ donde a pesar de los antioxidantes, la
cantidad de acrilamida llega a ser muy alta.
También, el contenido de humedad juega un
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papel muy importante en la formacion de
acrilamida ya que una baja humedad provoca
que la energia de activacion de la reaccidon sea
mayor. De esta forma, a actividades de agua
intermedias el contenido de acrilamida final
serda mayor, y a humedades muy altas el
contenido de acrilamida y el oscurecimiento
disminuyen (Friedman y Levin, 2008).

d) Efectos del procesamiento:

El uso de microondas para elaborar palomitas
de maiz permite una reduccion de la
acrilamida en  comparacion con el
procesamiento normal. De igual forma, un
tratamiento de precoccion con microondas de
tiras de papa redujo la concentracion de
acrilamida hasta en un 60%, aun a
temperaturas de 190°C (Friedman y Levin,
2008).

En el proceso de freido, la temperatura y el
tiempo de freido son los factores que mas
afectan el contenido de acrilamida, por
ejemplo se ha estudiado que el uso de
presiones de vacio y menores temperaturas
permiten reducciones de hasta 94% de
acrilamida (Granda et al., 2004).

En relacién con la temperatura, estudios de
distintos autores demostraron que el limite
inferior para formacion de acrilamida es
120°C (Mottran et al., 2002; Becalski et al.,
2003). A mas de 150°C la produccion de
acrilamida aumenta significativamente,
probablemente debido a que a esa temperatura
la humedad del producto se encuentra debajo
de los minimos criticos y la reaccién se
acelera, aunque otros autores establecen que la
temperatura critica es 175°C (Masson et al.,
2007). En la misma linea, Romani et al. (2008)
evaluaron el tiempo de freido en papas fritas y
su relacion con el contenido de acrilamida,
observando que este ultimo se incremento
exponencialmente con el aumento tanto del
tiempo como de la temperatura de freido. Y de
acuerdo con el contenido de acrilamida, asi

como la textura, contenido de grasa y color
final del producto, concluyeron que 5 minutos
de freido permitia las mejores condiciones
finales.

La reutilizacion del aceite de freido ha sido
también estudiada, encontrando que aunque
los productos de la oxidacion pueden ser
precursores en la formacion de acrilamida, no
existi6 diferencia significativa en una prueba
con papas a la francesa (Friedman y Levin,
2008). De la misma manera, Gertz et al.
(2003) concluyeron que el tipo de aceite y su
estado de rancidez no influyen
significativamente en el contenido final de
acrilamida. Sin embargo, en otro estudio, el
contenido de acrilamida se incrementd hasta
10 veces en papas fritas a 150°C en aceite
usado, comparadas con el freido en aceite
fresco (Dunovska et al., 2004).

Un tratamiento alternativo propone el uso
de radiofrecuencia para calentar las muestras
durante el horneado, lo cual permite una
reduccion de hasta 50% respecto a aquéllos
calentados tnicamente mediante calentamiento
convencional. Dichos tratamientos se basan en
que los mecanismos de transferencia de calor
cambian, de ser principalmente conducciéon a
involucrar también la radiacion. El proceso de
horneado asistido con radiofrecuencia puede
incluso ser aplicado a nivel industrial sin
muchas dificultades (Anese et al., 2009).

e) Destruccion o inactivacion de la acrilamida
una vez formada:

Puede realizarse mediante hidrolisis acida, con
radiacion UV o la induccion de la
polimerizacién de la acrilamida para formar
poliacrilamida, mediante la reaccion con
aminoacidos, ésteres o proteinas conteniendo
el radical SH. En todos los casos, siempre y
cuando no se afecte la calidad y segurida del
producto (Friedman, 2003).
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Fan y Mastovska (2006) evaluaron la
posibilidad de utilizar radiacion ionizante para
reducir los niveles de furano y acrilamida en
agua y algunos alimentos como embutidos y
papas fritas. Los resultados mostraron que
después de ser irradiada con 1.5 kGy, se logrd
la degradacion de la mayor parte de la
acrilamida contenida en el agua, sin embargo
en aceite y las papas fritas, aun a dosis de
hasta 10kGy, no se logré una inactivacion
significativa.

Es importante mencionar que aunque la
Reaccion de Maillard provoca el desarrollo de
acrilamida, como sabemos es una reaccion
deseable en diversos alimentos por su
aportacion al sabor, color y aroma de los
mismos, por lo que cualquier cambio en los
procesos que se realice con el objetivo de
disminuir la formacion de acrilamida debe
buscar también la menor alteracion a las
propiedades organolépticas finales de los
alimentos (Taeymans et al., 2004).

2.5. Toxicidad

Los estudios en animales reportan que dosis de
acrilamida mayores a 203mg/kg de peso
corporal causan dafos en el desarrollo y en el
sistema reproductivo de roedores (Friedman,
2003). Y aunque en seres humanos no se ha
establecido un limite exacto, debido a que la
Organizacion Mundial de la Salud ha
establecido que el consumo de acrilamida
proveniente de los alimentos en paises
desarrollados puede ser de 0.3 a 0.8 pg/kg de
peso corporal/dia (aunque puede variar mucho
de un pais a otro), es importante determinar los
dafios que la ingesta de alimentos conteniendo
acrilamida pueden causar en el organismo
humano (WHO, 2002).

Aunque la poliacrilamida es reportada
como una sustancia no-toxica, su forma
monomérica, la acrilamida, ha sido estudiada
por causar un amplio espectro de efectos
toxicos (Sharma et al., 2008), ya que ha sido

clasificada dentro del Grupo 2A de las
sustancias carcinogénicas, es decir un posible
carcinogénico para humanos por la Agencia
Internacional para la Investigacion del Cancer,
IARC por sus siglas en inglés, debido a la
suficiente evidencia cientifica de provocar
cancer en experimentos con animales (IARC,
1994), y dentro de la Categoria 2 como
carginogénico y como mutagénico por la
Unidén Europea (El-Ziney et al., 2009).

De acuerdo con Friedman (2003), el
metabolismo de la acrilamida ocurre mediante
su reaccion con el glutation en el higado,
dando como resultado la excrecion de acido
mercaptirico, excretado en la orina. En un
estudio, Wu et al. (1993) usando un modelo
del sistema digestivo humano observaron que
la acrilamida es altamente permeable y puede
pasar a través de la monocapa del epitelio
intestinal via difusion pasiva, y en ese sistema
la  albimina de huevo redujo la
biodisponibilidad de éstos compuestos. Por lo
que se sugiere que una dieta alta en proteinas
permitiria reducir la absorcion intestinal de
éste mondmero hacia la circulacion.

La exposicion a la acrilamida en fabricas
donde se maneja en altas cantidades, ha
demostrado causar dafios como debilidad,
pérdida de reflejos y sensaciones en las
extremidades, y entumecimiento de pies y
manos. Mientras que la exposicidon en mas
altos niveles provoca dafios mas severos como
disfunciones cerebrales y severas neuropatias
(Friedman, 2003). Diversos estudios se han
realizado con el proposito de evaluar el efecto
de la acrilamida en la salud, a continuacion se
clasifican algunas de esas investigaciones de
acuerdo con los efectos estudiados, asi como
los resultados obtenidos:

a) Efectos adversos en la reproduccion
Se ha evaluado el efecto de la acrilamida en la

disminucion de la fertilidad, ya que afecta la
movilidad y morfologia del espermatozoide,
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ademas de alterar los balances de estrogenos y
progesterona (Tyl y Crump, 2002). De Ia
misma manera, Friedman (2003) menciona
que altas dosis de acrilamida (>203mg/kg)
provocaron efectos adversos en el desarrollo y
reproduccion de roedores recién nacidos,
como degeneracion nerviosa, deficiencia de
enzimas intestinales y reduccion en la
fertilidad.

b) Carcinogénesis

Diversos estudios en animales han mostrado
mayor incidencia de algunos tumores
relacionados con alto consumo de acrilamida
en alimentos. Por ejemplo, induce tumores en
las glandulas tiroides, suprarrenales, mamaria,
y en la cavidad oral (Rice, 2005), asi como
tumores en el cerebro y 6rganos reproductivos
de roedores (Friedman, 2003). De la misma
manera, en un estudio con ratas que recibieron
acrilamida en su agua, se encontr6 un
incremento en la incidencia de tumores de
tiroides y de cancer de mama (Pelucchi et al.,
2005).

En lo que respecta a seres humanos, Pelucchi
et al. (2005) evaluaron la relacién entre
algunos tipos de cancer, y el consumo de
acrilamida proveniente de los alimentos. Para
lograrlo, realizaron cuestionarios a pacientes
diagnosticados con cancer de mama o en
organos como el esofago, la faringe, el ovario
y los intestinos. Al averiguar la dieta de los
pacientes, encontraron que no habia relacién
entre el contenido de acrilamida consumida en
los alimentos, y el desarrollo de ningtn tipo de
cancer. Lo mismo ocurri6 en un estudio
realizado por Mucci et al. (2003), para cancer
de intestino, vejiga y riiion. En cambio, en una
investigacion similar realizada por Hogervorst
et al. (2007), se concluyd que si existi6 un
incremento en el riesgo de cadncer endometrial
y de ovario en pacientes postmenopausicos por
un aumento en el consumo de acrilamida en la
dieta, no observandose esa tendencia en cancer
de seno.
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c¢) Genotoxicidad

Se ha encontrado que la acrilamida es
genotoxica, ya que produce dafios a nivel
cromosdmico, y sintesis anormal de ADN
(Sharma et al., 2008). Asi mismo, en estudios
celulares, se mostré que la acrilamida y su
principal metabolito, la glicilamida inducen un
quiebre cromosémico y puntos de mutacion
(Rice, 2005).

d) Dafios al sistema nervioso

La acrilamida se ha reportado también como
neurotoxina que induce parestesia (sensacion
anormal de los sentidos o de la sensibilidad
general) en los dedos, y ademas provoca
debilidad en las manos, alucinaciones,
convulsiones, y dafios en el Sistema Nervioso
Central, degeneracion nerviosa Yy dafio
neuronal (Sharma et al., 2008).

La posible explicacion para la neurotoxicidad
de la acrilamida es que es una molécula
bipolar, donde en el doble enlace CH,=CH
puede experimentar interacciones hidrofobicas
con los componentes celulares. Esa propiedad
le daria la habilidad de alterar las estructuras
de la membrana celular y acelerar su difusion
y penetracion a los sitios de las terminales
nerviosas, asociados con sus funciones
normales y las del sistema nervioso (Friedman,
2003).

e) Otros efectos

Al evaluar la hepatotoxicidad de la acrilamida,
en ratones albinos suizos, Sharma et al.
(2008), los resultados mostraron pérdida de
peso corporal y aumento del peso del higado a
concentraciones altas, sin embargo dentro de
sus conclusiones remarcan el hecho de que son
necesarios ain mas estudios que permitan
extrapolar los dafios en animales, a lo que
podria causar en seres humanos.
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Con base en lo anterior, se observa que aunque
en animales se ha demostrado la
carcinogénesis, genotoxicidad y la
hepatotoxicidad de la acrilamida, en seres
humanos los unicos efectos comprobados han
sido los dafios al sistema nervioso, y un mayor
riesgo de cancer en pacientes
postmenopdusicos. Por tanto, aun son
necesarios mas estudios que permitan conocer
sus efectos en la salud humana.

Conclusiones

La acrilamida estd presente en alimentos
sometidos a altas temperaturas durante su
procesamiento que involucran la reaccion de
Maillard principalmente entre la asparagina y
la glucosa. Existen diversos métodos para la
deteccion de acrilamida, sin embargo, debido a
la gran diversidad de matrices alimenticias, no
existe un método general aplicable a todas, por
lo que es atn un tema a desarrollar y para
investigar al respecto.

La informacion de diferentes estudios
realizados demuestra manifestaciones de que
la acrilamida y su principal metabolito, la
glicidamida producen neurotoxicidad en seres
humanos. Otros efectos como la
carcinogénesis, problemas reproductivos, y
genotoxicidad s6lo se han comprobado en
estudios con animales, no asi en seres
humanos. Sin embargo, los efectos adversos
que se han comprobado sugieren que como
consumidores, debemos tratar de consumir en
menor cantidad aquellos alimentos en los que
se ha encontrado alto contenido de acrilamida,
y a nivel industrial, deben empezar a
implementarse métodos que permitan su
reduccion, sin afectar las caracteristicas de
calidad del producto.
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Hongos fitopatogenos de alta importancia economica: descripcion y metodos
de control
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Resumen

Las plantas sufren una serie de enfermedades y plagas durante su fase de crecimiento. Los hongos
fitopatdgenos no s6lo manchan, desfiguran o causan la podredumbre de un nimero de frutos, sino también
reducen su valor en el mercado. Las pérdidas econdomicas causadas por hongos fitopatdgenos pueden ser
altas. Los hongos, como Botrytis cinerea, Colletotrichum gloeosporioides y Penicillium spp, afectan a
cultivos de alta importancia econdémica. anualmente, se aplican miles de toneladas de agroquimicos en
todo el mundo, ante la necesidad de establecer un sistema de control. Esta revision presenta informacion
sobre algunos hongos fitopatégenos y las medidas de control que se han propuesto como alternativas al
uso de pesticidas quimicos y fungicidas, que ha sido cuestionado debido a los peligros de salud ambiental
y humana.

Palabras clave: hongo, fitopatogenos, métodos de control.

Plants suffer a wide number of diseases and pest during their growth phase. Phytopathogenic fungi not
only blemish, disfigure or cause rot to fruits, but also reduce their market value. Economic losses caused
by phytopathogenic molds can be high. Fungi such as Botrytis cinerea, Colletotrichum gloeosporioides
and Penicillium, affect every day to crops and annually lead to the implementation of thousands of tons of
chemicals worldwide, before the need to establish a control system. This review shows information about
some phytopathogenic fungi and the control system proposed as alternative to use of chemical pesticides
and fungicides, which have been restricted due to environmental and human health hazards.

Keywords: fungi, phytopathogens, control methods.

Introduccién hortalizas, cereales y frutas, siendo éstos

responsables de  pérdidas  econdmicas
En 1la agricultura mundial los hongos cuantiosas; el dafio que ocasionan no sélo se
fitopatogenos son causantes de enfermedades refiere a las pérdidas de produccion
de pre y poscosecha en los cultivos de econdmica, sino también a las pérdidas en la

produccion bioldgica, es decir, a la alteracion
“Programa de Maestria en Ciencia de Alimentos que existe en el crecimiento y desarrollo de las
Tel.: +52 222 229 2126, fax: +52 222 229 2727 plantas hospedantes atacadas por estos
Direccion electronica: gladys.juarezba@udlap.mx microorganismos (Agrios, 2005).
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Los patdégenos mas importantes que causan
elevadas pérdidas de frutas y hortalizas son
normalmente las bacterias y los hongos, sin
embargo, con mayor frecuencia son especies
de hongos las causantes del deterioro
patoldgico de frutas, hojas, tallos y productos
subterraneos (raices, tubérculos, cormos, etc.).
Algunas fuentes estiman que dichas pérdidas
son del orden de 5-25% en paises
desarrollados y 20-50% en paises en desarrollo
(FHIA, 2007).

Una amplia gama de hongos han sido
caracterizados como causantes del deterioro
patologico en una variedad de productos,

siendo los mas comunes especies de
Alternaria, Botrytis, Diplodia, Monilinia,
Penicillium,  Colletotrichum,  Phomopsis,

Fusarium, Rhizopus y Mucor (FHIA, 2007).

Las enfermedades de las plantas suelen ser
una limitante en la produccién de cualquier
cultivo, por lo que un factor importante a
considerar es su control (Investigacion y
Desarrollo, 2010). Existen diferentes métodos
que pueden ser usados para el control de
fitopatogenos, dentro de los que se pueden
mencionar la aplicacion de fungicidas
quimicos, tratamientos térmicos, aplicacion de
aceites esenciales entre otros.

Es por esto que la importancia de este
trabajo radica en proporcionar informacién
relevante de algunos hongos fitopatdogenos que
causan enfermedades en cultivos de alta
importancia econdmica y dar a conocer los
diferentes métodos de control que existen para
erradicarlos.

Revision bibliografica
1. Hongos fitopatdgenos

Las frutas son productos perecederos,
susceptibles al ataque de microorganismos

causantes de enfermedades, antes o después de
la cosecha y durante su almacenamiento; los
hongos que causan estas enfermedades son
denominados fitopatogenos (phyton: “planta”;
pathos: “dolencia, enfermedad”) (Trigos et al.,
2008; Garcia, 2004).

Estos microorganismos constituyen un
grupo de mucha importancia en la agricultura
debido a su gran nimero y su enorme
capacidad de reproduccion, lo que con
frecuencia dificulta su control. Estos hongos
ocasionan grandes pérdidas econdémicas y
aumentan, ademas, los costos de produccion,
al tener que establecer medidas para tratar de
controlarlos (Garcia, 2004). A nivel mundial
los hongos fitopatdogenos constituyen el grupo
mas importante desde el punto de vista
econdmico en cuanto a su frecuencia de
aparicion y dafio que pueden causar. El dafio
que ocasionan no solo se refiere a las pérdidas
de produccion econdmica, sino también a las
pérdidas en la produccion biolégica (FAO,
2004; Agrios, 2005).

Se considera que existen mas de 8 000
especies de  hongos que  producen
enfermedades en las plantas. La mayoria de las
plantas pueden ser atacadas por algin tipo de
hongo (por uno o varios) y también se sabe
que un mismo hongo fitopatégeno puede
infectar a uno o mas tipos de plantas, aunque
sean de diferentes familias. La mayor parte de
los hongos fitopatdogenos pasan la mayoria de
su ciclo de vida en la planta que les sirve de
huésped (como parasitos) y otra parte en el
suelo, en los residuos vegetales que se
encuentran ahi (como sapréfitos), aunque
algunos so6lo se desarrollan como parasitos.
Generalmente, los cuerpos reproductores del
hongo se forman en la superficie de los tejidos
de la planta huésped (o muy cerca de ella), lo
cual causa que las esporas se dispersen rapida
y facilmente (Garcia, 2004).

Los efectos que producen los hongos en las
plantas pueden ser de tipo local, cuando
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afectan una porcion pequeiia del tejido, o
general, si causan un dafio completo a toda la
planta, lo cual depende del tipo de planta que
parasiten. Sin embargo, en una misma planta
pueden producir primero un efecto local y
luego uno generalizado. El dafio producido por
los hongos es, principalmente, una muerte del
tejido (necrosis) que infectan. También pueden
producir atrofia de la planta completa o de
algunas de sus partes y, en otros casos, pueden
causar un crecimiento excesivo (hipertrofia).
Ademas, los hongos que afectan la raiz, o bien
el sistema vascular de la planta, tienden a
producir color amarillo en la planta y
marchitez (Garcia, 2004).

Las manchas foliares, el tizon, la
putrefaccion de la raiz son algunos ejemplos
de signos necroéticos, mientras que los signos
asociados con la hipertrofia de partes de las
plantas pueden ser agallas de las raices,
verrugas o tumores. Todos los efectos
mencionados pueden causar atrofia o
disminucién de la vitalidad de las plantas (o de
los d6rganos infectados), lo que puede llevar a
la muerte de la planta 0o a que ésta sea
improductiva (Garcia, 2004).

2. Especies de hongos fitopatogenos de
importancia econémica

2.1 Colletrotrichum gloeosporioides

C. gloeosporioides es un moho que forma
conidios simples, aunque alargados y conidios
hialinos, que son unicelulares, céreos, y
generalmente de color oscuro (Fig. 1) (Jay,
1994).

Es una especie de interés en los alimentos,
ya que produce la antracnosis (manchas
pardas/negras) en muchos cultivos de
importancia econdémica, como mangos Yy
papayas (Jay, 1994), citricos, guanabana,
aguacate, café, cultivos ornamentales, entre
otros (Silva et al., 2006). Entre las
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Fig. 1. Crecimiento de Colletotrichum
gloeosporioides en agar papa dextrosa.

enfermedades poscosecha del mango, Ia
antracnosis es prevalente en las zonas
hiimedas y muy hiimedas de crecimiento, la
incidencia de esta enfermedad puede llegar a
casi el 100% de las frutas bajo estas
condiciones (Arauz, 2000).

La antracnosis de mango es una de las
enfermedades mas serias de este cultivo. El
dafio puede ocurrir en hojas, tallos y paniculas
florales, siendo el mas el dafio en los frutos
(Holliday, 1995; Ploetz, 1999). Su efecto es
limitante en la produccién, debido a que
ocasiona grandes pérdidas de frutos en el
campo; durante la cosecha y poscosecha en
algunos afios ha afectado al 50% de la
produccion (Mendoza y Moreno, 2006).

En las hojas aparecen pequeiias manchas de
color marrdn, de forma circular o irregular, por
lo general rodeadas por una zona mas palida
que el tejido sano. Las manchas se ubican en
los bordes o el apice y pocas veces en la parte
central del limbo de la hoja. Las lesiones se
extienden y se unen unas con otras, formando
grandes areas, secas y oscuras, que luego se
quiebran 'y caen. Los dafos en las
inflorescencias se manifiestan por pequefias
manchas oscuras que aparecen inicialmente en
las flores. La invasion puede continuar en ejes,
causar caida de flores y frutos o muerte parcial
de la inflorescencia. Cuando estan recién
formados, los frutos toman una coloracion
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oscura, luego se momifican y caen. En frutos
inmaduros, la enfermedad se expresa por
medio de manchas de color pardo claro y de
aspecto aceitoso, ubicadas en la zona aledana
al pedunculo (Mendoza y Moreno, 2006).

Aunque la infeccion ocurre en etapas
tempranas del crecimiento del fruto, las
lesiones tipicas de la antracnosis se hacen
visibles con la maduracion. En esta etapa se

observan manchas circulares, hundidas y
oscuras, con una superficie quebradiza.
Cuando las lesiones crecen terminan

uniéndose, formando una necrosis completa
del fruto (Mendoza y Moreno, 2006).

La incidencia de la antracnosis se
incrementa debido a practicas inadecuadas,
como la deficiente recoleccion de frutos
afectados y el uso inadecuado de fungicidas.
Para controlar la enfermedad se requiere
conocer y entender la sintomatologia y las
caracteristicas del agente causal (Sosa-
Morales, 2009).

2.2 Botrytis cinerea

Es un moho que produce conidiéforos largos,
delgados y con frecuencia pigmentados. El
micelio es septado; los conidios nacen en
células apicales y son de color gris, aunque
pueden ser negros; a veces producen
esclerocios irregulares (Fig.2) (Jay, 1994).

Fig. 2. Crecimiento de Botrytis cinerea en
agar papa dextrosa.
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B. cinerea es una especie importante en los
frutos, se desarrolla mejor en clima fresco y
himedo, y puede ser devastador si en clima
lluvioso coincide con la cosecha cuando la
fruta estd madura y muy susceptible. Este
microorganismo es el agente causal de la
podredumbre gris en manzanas, peras,
frambuesas, fresas, uvas y limones (Jay,
1994), ademas de toronjas y frutos con hueso
(Zhang et al., 2010; Guerra y Born, 2007). En
la Fig. 3 puede observarse la propagacion de
Botrytis cinerea en fresas en dos diferentes
etapas de la enfermedad.

Fig. 3. Fresa contaminada con Botrytis cinerea en
dos diferentes etapas de la enfermedad: (a) temprana
y (b) avanzada (UC Davis, 2005)

B. cinerea se considera como uno de los
causantes de las enfermedades mas
importantes de las uvas de mesa (He et al.,
2010). Produce lesiones marrones y aparece un
moho gris sobre las hojas, capullos y flores.
También puede causar la muerte de plantas
jovenes y tiernas por putrefaccion acuosa de la
base de los tallos e infectada por heridas.
Posee la capacidad de degradar la epidermis e
ingresar a un fruto vecino desde un fruto
podrido, generando una nueva podredumbre.
Es asi como se producen los denominados
"nidos", donde se observan varios frutos
cercanos afectados por el hongo. No obstante,
la afeccion se inicia desde un primer fruto en
el cual la espora ingresa por una herida (Di
Masi y Colodner, 2010). La enfermedad
causada por el moho gris Botrytis cinerea es
una de las mas graves de una amplia gama de
cultivos de importancia en todo el mundo
(Deferera et al., 2003).
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2.3 Penicillium

Este género se caracteriza por formar conidios
en una estructura ramificada semejante a un
pincel que termina en células conididgenas
llamadas fialides; sus colores tipicos varian de
azul a azul-verde (Fig. 4) (Jay, 1994).

'J

Fig. 4. Crecimiento de Penicillium spp. en
agar papa dextrosa.

Algunas especies producen la podredumbre
azul y verde por mohos de los frutos citricos y
la podredumbre azul por mohos de las
manzanas, uvas, peras y frutas con hueso. El
Penicillium es un género grande encontrado
casi por todas partes, siendo comiunmente el
género de hongos mas abundante en suelos. La
facil proliferacion de los Penicillium en los
alimentos es un problema. Algunas especies
producen toxinas y pueden hacer el alimento
no comestible o aun peligroso A escala
mundial, Penicillium es una de las causas mas
importantes de podredumbre en citricos (Jay,
1994; Smith et al., 1998).

Penicillium  digitatum  provoca la
enfermedad conocida como moho verde de los
citricos, causa podredumbre blanda. El primer
sintoma es una mancha redonda sobre la
superficie del fruto; si la temperatura es la
favorable, la lesion crece rapidamente y cubre
con un moho blanco que pronto se hace verde
oliva al producir esporas. Las esporas de P.
digitatum pueden sobrevivir en ¢l suelo y en
naves de empaquetamiento o de almacén
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durante periodos largos; las corrientes de aire
las transportan hasta los frutos. Las esporas no
germinan en la superficie del fruto hasta que la
piel tiene danos. La humedad elevada favorece
el crecimiento de este microorganismo en los
frutos (Smith et al., 1998).

Penicillium italicum es un patégeno de los
citricos; causa la enfermedad del moho azul y
produce podredumbre blanda como el moho
verde. El area productora de esporas en la
superficie del fruto en descomposicion tiene
un color azul brillante y estd rodeada por
micelio blanco. El hongo penetra en el fruto a
través de heridas, pero también puede
extenderse desde los frutos infectados a los
sanos por contacto (Smith et al., 1998).

3. Métodos de control

El control de enfermedades, requiere de la
utilizacion de diversos métodos o técnicas.

3.1 Aplicacion de fungicidas qguimicos

Los fungicidas son productos quimicos
utilizados para eliminar o evitar el desarrollo
de los hongos que atacan a los cultivos; son
empleados ampliamente en la agricultura
(Hamlen y Power, 1998; Mora, 2009).

Pueden ser un componente fundamental del
programa de manejo de una enfermedad. Sin
embargo, es importante recordar que su uso
debe ser integrado con las buenas practicas
culturales, el conocimiento del patdgeno, la
biologia de la enfermedad y la resistencia a las
enfermedades. Siempre que sea posible, es
importante recordar que los fungicidas sélo
son eficaces si se siguen algunas reglas:

e Secleccionar el material apropiado: esto
depende de un correcto diagnéstico y de la
identificacion del patogeno.

e Aplicar el fungicida en el momento
adecuado del afio y con la frecuencia
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suficiente para proteger debidamente el
material vegetal.

e Aplicar el fungicida correctamente sobre las
superficies de las plantas (Nameth y Chatfield,

2010).

Durante muchos afios, una variedad de
diferentes productos quimicos sintéticos ha
sido ampliamente utilizada para inhibir el
crecimiento de hongos patégenos de plantas.
En la actualidad existen mas de 113
ingredientes  activos  registrados  como
fungicidas comerciales en todo el mundo. Sin
embargo, hay una serie de problemas contra el
uso eficaz de estos productos quimicos en las
zonas donde los hongos han desarrollado
resistencia (Bajpai y Kang, 2010). Por otro
lado, existe una preocupacion internacional
por erradicar el uso de fungicidas quimicos a
nivel mundial. El dibromuro de etileno fue el
primer fumigante empleado, pero en 1984 fue
reconocido como carcinogénico y su uso fue
prohibido (USDHHS, 1992). Después, la
fumigacién con bromuro de metilo fue usada
extensamente (Moffit et al., 1992), por
ejemplo, en plantas madre para el cultivo de
fresas contra Botrytis cinerea. Sin embargo,
este compuesto fue identificado como un
agente que provoca alto deterioro de la capa de
ozono (UNEP, 1995). Asi, la Agencia de
Proteccion al Ambiente (EPA) de los Estados
Unidos comenz6 a establecer restricciones
sobre el uso de fumigantes quimicos (USEPA,
2001) y se ha generado un gran interés por
desarrollar tratamientos poscosecha
alternativos a la fumigaciéon (Yahia, 2006;
Wang et al, 2007). Los tratamientos
alternativos deben ser técnicamente efectivos,
no dafiar el medio ambiente y ser
econdmicamente factibles (Hansen y Johnson,
2007).

3.2 Tratamientos térmicos

Con el fin de reducir la dependencia del uso de
compuestos quimicos, se estdn desarrollando
métodos alternativos para prevenir y controlar
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el crecimiento de hongos fitopatogenos. Los
tratamientos de desinfeccion con calor se han
propuesto como una posibilidad, debido a que
son relativamente faciles de aplicar, no dejan
residuos quimicos y suelen ser eficaces en el
control de hongos (Sosa-Morales et al.,
2009b). A menudo se aplican tratamientos
térmicos previos al almacenamiento, para
evitar la descomposicion durante este periodo
y el de comercializacion.

Los tratamientos térmicos contra los
patégenos se aplican a frutas recién
cosechadas durante tiempos relativamente
cortos (minutos), ya que los hongos causantes
del deterioro se encuentran en la superficie o
en las capas celulares que estan directamente
bajo la piel de los productos frescos. Las
formas de aplicacion son varias: tratamientos
con vapor, con aire caliente y hidrotérmicos
(inmersion de los frutos en agua caliente por
corto tiempo) (Tang et al., 2007).

Diversos tratamientos con calor han sido
estudiados para el control de hongos. Pérez-
Carrillo y Yahia (2004) encontraron como
efectivos los tratamientos con aire (con 50%
de humedad relativa) a 48.5°C durante 4h,
combinados con tiabendazol, contra el
crecimiento de C. gloeosporioides inoculado
en papaya ‘Maradol’. Waskar y Gaikwad
(2005) reportd6 que la antracnosis fue
controlada en mangos ‘Kesar’ usando un
tratamiento con agua (52°C durante 10 min),
combinado con el fungicida bavistin al 0.1%.
En el mismo trabajo se encontraron otros
tratamientos efectivos contra C.
gloeosporioides Penz, como tratamiento en
agua a 55°C, vapor, y la combinacion de vapor
y agua a 38°C durante 5 min.

Villa-Rojas (2010) determind la cinética de
muerte de B. cinerea a diferentes temperaturas
(42, 44, 46 y 48°C) en un medio modelo y en
puré de fresa esterilizado. La determinacion de
muerte microbiana para B cinerea se hizo por
medio de un analisis de tiempo de muerte
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térmico o TDT (Thermal Death Time) que
consiste en calentar una cantidad de
microorganismos conocida en una soluciéon a
diferentes temperaturas y varios intervalos de
tiempo para cada temperatura, de tal manera
que se pueda obtener una curva de cinética de
muerte microbiana de la cual se puedan
derivar los pardmetros D y z; para ello se
utilizaron celdas TDT (thermal death time en
su siglas en inglés), las cuales se llenaron con
100uL de inoculo y 900uL. de SMF o FE,
para dar una poblacién inicial de 10* a 10°
esporas/mL. El tratamiento térmico  fue
efectivo para la inactivacion del hongo,
incrementando la muerte con el aumento en la
temperatura. Por ejemplo, se requirieron 40
min a 42°C para reducir en 2 ciclos-log la
poblacion del hongo, mientras que bastaron
menos de 5 min para disminuir la poblacién en
4 ciclos-log a 48°C.

El calentamiento con microondas también
ha sido explorado como tratamiento térmico
contra hongos. Sosa-Morales et al. (2009a)
aplicaron diferentes tiempos de exposicion a
varias potencias en muestras de C.
gloeosporioides en sistemas modelo. Los
tratamientos duraron solo 3-9 s para inhibir
completamente al hongo crecido en agar papa
dextrosa y tomaron hasta 4 min para lograr la
muerte del Colletotrichum cuando estaba fijo
en medio seco (papel filtro).

Los productos basicos agricolas varian
mucho en tamafio y forma y, por tanto,
responden de manera diferente al tratamiento
térmico aplicado. Un tratamiento inadecuado
puede provocar la aceleracion de Ia
maduracion o el dafio por calor (Tang et al.,
2007).

3.3 Aplicacion de aceites esenciales

Los aceites esenciales son sustancias
odoriferas de naturaleza oleosa encontradas
practicamente en todos los vegetales; son muy
numerosos y estan ampliamente distribuidos
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en distintas partes del mismo vegetal: en las
raices, tallos, hojas, flores y frutos. Son
mezclas de componentes heterogéneos de
terpenos, sesquiterpenos, 4acidos, ésteres,
fenoles, lactonas (Vasquez et al., 2001; Arya 'y
Perell6, 2010).

En la actualidad, los productos naturales
gozan de amplia aceptacion y reemplazan cada
vez mas a los productos sintéticos o materiales
generados artificialmente. Como respuesta a
esta tendencia, se ha producido un creciente
interés en la investigacion de la posible
utilizacion de aceites esenciales y los extractos
de plantas como fungicidas naturales, que sean
relativamente menos perjudiciales para el
medio ambiente (Benites et al., 2009; Bajpai y
Kang, 2010). Por ello, en los ltimos afios su
uso como bactericidas y fungicidas ha cobrado
mayor importancia (Martinez, 2003; Gamboa-
Albarado et al., 2002).

El uso de productos vegetales, como los
aceites esenciales, se necesita con urgencia,
para reducir el uso de fungicidas sintéticos (De
Corato et al., 2010).

Se pueden citar numerosos estudios de la
evaluacion antimicrobiana in vitro de aceites
esenciales. Como ejemplo se tiene el trabajo
desarrollado por Garcia-Camarillo et al.
(2006), en el cual se demostr6é la capacidad
antifngica de los aceites esenciales de canela
y orégano sobre Aspergillius flavus. En el
estudio realizado por Deferera et al. (2003)
determinaron la eficacia de los aceites
esenciales de orégano, tomillo, mejorana,
lavanda, romero, salvia, y poleo sobre el
crecimiento de Botrytis cinerea, Fusarium sp.,
Fusarium solani y Clavibacter.

Palhano et al. (2004) combinaron Ia
aplicacion de alta presion hidrostatica con la
adicion de aceite esencial de citral y hoja de
limon contra C. gloeosporioides. Las esporas
de C. gloeosporioides fueron inhibidas de
manera eficiente después de un tratamiento a
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una presion de 350 MPa durante 30 min, asi
como a una presion de 150 MPa con una
adicion de 0.75 mg/mL de aceite esencial de
citral. Bosquez-Molina et al. (2010) usaron
aceites esenciales de tomillo y limén mexicano
contra C. gloeosporioides en papaya,
encontrando que es posible reducir la
incidencia de la enfermedad en un 100% con
aceite esencial de tomillo y limén mexicano a
concentraciones de 0.1% y 0.5%.

De Corato et al. (2010) usaron el aceite
esencial de laurel a concentraciones de 200,
400, 600, 800 y 1000 mg/mL en sistemas in
Vitro para la inactivacion de Botrytis cinerea y
Penicillium digitatum. P. digitatum fue
parcialmente inhibida en todos los rangos de
concentracion, mientras que B. cinerea se
inhibi6  completamente a la  mayor
concentracion. Para ambos hongos se observo
una accion fungistatica.

Dado que se ha demostrado que los aceites
esenciales funcionan como antimicrobianos
para distintos microorganismos, es posible que
resulten adecuados para inhibir el crecimiento
de hongos fitopatdgenos presentes en cultivos
de alta importancia economica.

Conclusiones

Los hongos fitopatdgenos siguen siendo la
causa de graves epidemias, pérdida total de
rendimiento de los cultivos y elevadas
pérdidas econdmicas, las cuales afectan dia
con dia a los cultivos y, anualmente, conducen
a la aplicacion de miles de toneladas de
agroquimicos en todo el mundo, ante la
necesidad de establecer un sistema de control.

El control de hongos fitopatdégenos es de
gran importancia econdémica, ya que el
crecimiento fingico sobre las plantas reduce la
cantidad y la calidad globales durante y
después de la cosecha. Los continuos efectos
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econémicos causados por los hongos
fitopatogenos establecen una necesidad
persistente de desarrollar nuevos fungicidas
mas eficaces y amigables con el medio
ambiente (como los basados en aceites
esenciales), por lo que la busqueda vy
desarrollo de nuevos métodos de control para
los hongos fitopatogenos sigue siendo un tema
actual y necesario.
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Resumen

El objetivo de este trabajo fue el de estudiar los métodos mas importantes de desnaturalizacion de las
proteinas lacteas. Estos métodos cambian las propiedades de la leche, tales como solubilidad,
emulsificacion y coagulacion, todas éstas pueden ser iniciadas por varias acciones y agentes. Dentro de los
métodos estudiados se encuentran las altas presiones (hidrostaticas y de homogenizacion), cambios en el
pH, etanol, renina y otras enzimas proteoliticas, entre otros. Las principales proteinas lacteas que son
afectadas, dada su complejidad, son las caseinas. En general, los agentes de naturaleza quimica y
enzimatica ocasionan la coagulacion y precipitacion de éstas, permaneciendo las suero-proteinas en
solucion acuosa (por ejemplo el queso). Por el contrario, los agentes de naturaleza fisica, ocasionan la
formacion de agregados, un decremento en el tamafio de la micela y una re-configuracion interna de éstas.

Palabras clave: proteinas lacteas, caseina, desnaturalizacion, agregacion.
Abstract

The objective of this document was to study the most important methods of milk protein denaturation.
These methods change milk properties, such as solubility, emulsification and coagulation, these all can be
initiated by a number of different actions or agents. Within the agents studied are high pressures
(hydrostatic and homogenization), changes in pH, ethanol, salts, rennets and other proteolytic enzymes
and other non-less important agents. The main affected milk protein, because of its complexity, are
caseins. In general, agents of chemical and enzymatic nature cause the coagulation and precipitation of
these, remaining the whey protein in aqueous solution (e.g. cheese). Otherwise, agents of physical nature,
cause the formation of aggregates, a decrease in micelle size and the internal reconfiguration of these.

Keywords: milk proteins, casein, denaturation, aggregation.

Introduccion nutritivas, caracteristicas fisicoquimicas y
propiedades funcionales dependen
Las proteinas son macromoléculas  directamente del tipo, concentracion 'y

conformadas por aminoacidos unidos secuencia de union de los mondmeros que las
mediante enlaces peptidicos. Sus propiedades  constituyen; a esta secuencia se le conoce
x . o : como estructura primaria. Dependiendo del
Programa de Maestria en Ciencia de Alimentos

Tel.: +52 222 229 2126, fax: +52 222 229 2727 arreglo  espacial que adquieren  por
Direccion electronica: karin.zimmermannsn@udlap.mx interacciones entre aminoacidos adyacentes o
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lejanos en su secuencia lineal, las proteinas
pueden poseer estructuras secundarias o
terciarias, respectivamente. Algunas de las
estructuras secundarias mas comunes son o-
hélice y B-laminar.

Las proteinas presentan cambios en su
estructura al someterse a diferentes estimulos
externos tales como tratamiento térmico,
cambios en el pH por adiciéon de acidos o
bases, procesamiento a alta  presion
hidroestatica o dinamica, entre otros.
Dependiendo de su complejidad, las proteinas
pueden sufrir un desdoblamiento al que se le
conoce como desnaturalizacion; las proteinas
desnaturalizadas a su vez, pueden formar
agregados con otras proteinas reactivas
superficialmente (Walstra et al., 2006).

Las proteinas lacteas son quiza el grupo
proteico alimenticio mas estudiado. La leche
esta conformada principalmente por tres
estructuras biologicas: dos en estado coloidal
(proteinas, globulos de grasa) y una en
solucion (lactosa). Entre el grupo de proteinas
lacteas se distinguen dos clases: las caseinas,
fosfoproteinas organizadas en forma de
conglomerados  coloidales  denominados
micelas, estables al calor e insolubles a pH
4.6; y las proteinas séricas, con una estructura
globular compleja, que precipitan a pH 4.6 y
son inestables al calor.

Las proteinas juegan un papel importante
en la formaciéon de estructuras en productos
lacteos como el queso y el yogurt, asi como en
la estabilizacion de los globulos de grasa en
los productos homogenizados. Cuando estas
proteinas se desnaturalizan, particularmente
las séricas, tienen la habilidad de producir
geles 4acidos con buenas propiedades de

textura  (Guyumarc’ et al, 2007).
Considerando esto, se han buscado formas de
mejorar las caracteristicas de las lacto-

proteinas; tales modificaciones pueden ser de
naturaleza fisica (Van Hekken y Holsinger,
2000; Kim et al., 2008), quimica (Adams et
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al., 2008) y/o enzimatica (Smiddy et al., 2006;
Czernicka et al., 2009).

El objetivo de este trabajo es presentar un
panorama  general de las  posibles
modificaciones inducidas a las proteinas de
leche, con énfasis en los estimulos externos
relevantes para el procesamiento de productos
lacteos.

Revision bibliografica
1. Generalidades de las proteinas lacteas

Las caseinas son fosfoproteinas que se
presentan como conglomerados coloidales
dentro de la leche y confieren a la leche su
opalescencia caracteristica (Huppertz, 2009).
La principal funciéon de las micelas es la de
fluidificar a las caseinas asi como la de
solubilizar el fosfato célcico. Se reconocen 4
tipos de caseina: asl-, as2-, B- y k-caseina,
todas ellas se encuentran fosforiladas en
residuos especificos de serina; asi mismo,
poseen cantidades importantes de prolina, lo
cual limita la cantidad de la estructura terciaria
que pueden exhibir. Presentan un marcado
cardcter anidnico en un medio neutro por la
presencia de radicales fosfoserina y/o acido
glutdmico. Las primeras tres precipitan en
presencia de calcio por disminucion de su
carga eléctrica negativa y su hidrofilia, sin
embargo la k-caseina no solo es soluble en
calcio, sino que también interactia y estabiliza
a las caseinas insolubles en calcio formando
un estado coloidal estable dentro de la leche. A
los 4 tipos de caseina principales, se les
pueden afiadir otros grupos de proteinas
minoritarias como la y- caseina y la A- caseina.
La primera es un fragmento procedente de la
protedlisis de la B- caseina y la segunda es
derivada de la a5 — caseina. Todos los tipos de
caseina, tanto las mayoritarias como las
minoritarias, se encuentran en todos los tipos
de leche de mamiferos estudiadas hasta hoy en
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dia, aunque en diferentes cantidades

proporciones.

y

Debido a su papel determinante en la
estructura y funcionalidad de los productos
lacteos, la conformacion de las micelas de
caseina ha sido abordada por varios autores
desde principios del siglo pasado. La mayoria
de los modelos propuestos para la micelas de
caseina se clasifican en tres categorias: de
nicleo y corteza (Mirsky y Pauling, 1936;
Farrell, 1988; de Kruif, 2003; Dalgleish et al.,
2004), de subunidades (McMahon y Brown,
1983; Dalgleish, 1992; Famelart et al., 1996;
Van Hekken y Holsinger, 2000; Panouill¢ et
al., 2004) y de estructura interna (Dalgleish el
al., 2004; Farrell et al., 2006; Smiddy et al.,
2006; Bouchoux et al., 2009). Sin embargo, a
pesar de la gran cantidad de investigaciones
que se han hecho para conocer su estructura a
detalle, ésta ain no es conocida ni
comprendida con exactitud (Considine et al.,
2007). Actualmente, se sabe con certeza que
las os-caseina (0g- Yy Osx- caseina) se
encuentran en el nicleo de la micela mientras
que la mayoria de los modelos estructurales
localizan a la x-caseina en la superficie de la
micela por lo que juega un papel esencial en la
regulacion del tamafio micelar asi como en el
mantenimiento de la suspension de las demas
caseinas en la leche (Farrell et al., 2006;
Ferrandini et al.,, 2006). La [-caseina se
encuentra en el centro de la micela nativa bajo
condiciones nativas (pH 6.6 - 6.7; temperatura
ambiente), pero puede migrar a la superficie o
hacia la fase sérica cuando la micela se
encuentra en un ambiente no nativo, como por
ejemplo a 10°C (Considine et al., 2007). Toda
la micela se encuentra estabilizada por
nanoaglomerados de fosfato de calcio, también
denominado fosfato de calcio coloidal
(Walstra et al., 2006). Un aspecto en comun
que presentan los ultimos  modelos
desarrollados, es la caracteristica de presentar
una capa de finas vellosidades en la superficie
de la micela. Esta capa crea un impedimento
estérico contra la  agregacion.  Esta
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caracteristica es la llave para las actuales
discusiones de las formas de coagulacion de la
leche (IDF, 2007).

Por su parte las proteinas séricas son un

grupo heterogéneo, conformado por f-
lactoglobulina, o- lactoalbimina, albiimina
bovina sérica, diversos tipos de

inmunoglobulinas y proteinas minoritarias,
algunas con importantes funciones biologicas,
como la lactoferrina. La - lactoglobulina y la
a-lactalbumina son las mayoritarias (60% y
20% en proporcidn masica, respectivamente) y
poseen  concentraciones  apreciables de
residuos de cisteina. En el caso particular de -
lactoglobulina, los aminoéacidos sulfurados
quedan expuestos al desnaturalizarse la
proteina, posibilitando la interaccion de grupos
sulthidrilo con caseina, particularmente del
tipo kappa (Fox y McSweeney, 1998).

2. Modificaciones estructurales en proteinas
lacteas

Cuando las proteinas de leche se someten a
diferentes estimulos externos, ya sean de
naturaleza fisica, quimica, bioldgica o mixta,
pueden sufrir modificaciones diversas,
frecuentemente relacionadas con la pérdida de
estabilidad estérica y/o electrostatica de las
micelas de caseina, a la desnaturalizacion de
las proteinas séricas y a las interacciones entre
ambas. Bajo condiciones selectas esto puede
conducir a la agregacion proteica (IDF, 2007).
A continuacidon se describen los principales

cambios inducidos por medios fisicos,
quimicos y enzimaticos, con énfasis en los
estimulos externos relevantes para el

procesamiento de productos lacteos.
2.1. Medios fisicos

2.1.1. Altas temperaturas

Singh y Waungana (2001) resumieron los
principales cambios que sufre la leche al
someterse a un tratamiento térmico y que
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pueden afectar o beneficiar a la estabilidad
estructural de las proteinas. Dentro de la
primera categoria se encuentran: disminucion
de pH, depositacion de fosfato de calcio sobre
la superficie micelar, asociacion de proteinas
de suero con micelas, desfosforilaciéon de
caseina, disociacion de k-caseina, reduccion
del potencial zeta proteico y formacion de
enlaces covalentes. Por su parte, la estabilidad
proteica se puede ver favorecida por la
reduccion en la actividad del i6n calcio,
reduccion de la sensibilidad micelar a los iones
calcio y la formacion de algunos productos de
degradacion térmica de lactosa.

El tratamiento térmico de la leche (85 -
95°C  durante  varios  minutos)  es
tradicionalmente aplicado en la elaboracion de
yogurt y otras leches fermentadas, en las
cuales la produccion de 4cido lactico es
deseable desde un principio con la finalidad de
obtener una textura firme asi como una alta
retencion de suero (Guyomarc’ et al., 2007).
Los cambios en sus particulas dependen de la
temperatura y de la duracién del tratamiento
térmico, asi como cambios pequefios en el pH
de la leche durante el calentamiento, entre
otros. Un tratamiento térmico medio (< 70°C,
20 min), al pH natural de la leche, causa un
decremento pequefio en el tamafio de las
micelas de caseina. En cambio, si la leche se
calienta a mas de 100°C, los cambios en el
tamafio son marcadamente dependientes del
pH de la leche a la temperatura a la que se
calent6 (Anema y Li, 2003; Considine et al.,
2007; Guyomarc’ et al., 2007).

Guyumarc’ et al. (2007) trataron
térmicamente leche descremada con diferentes
pH con el fin de disminuir la carga de calor
necesaria para formar agregados de proteina/k-
caseina y/o incrementar las propiedades de
gelatinizacion acida de la leche descremada al
desplazar estos agregados a la fase sérica. Los
resultados demostraron que la transferencia
inducida por el calor de las proteinas del suero
a la fase micelar se inhibi6 a un pH de 7.5 o
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mayor, mientras que la transferencia de la k-
caseina de fase micelar a la sérica aumento
con el aumento del pH, aun a temperaturas
bajas. Estos resultados sugieren que un pH
alcalino de entre 7.5 — 8.0 fue necesario para
prevenir la formacion de agregados J-
lactoglobulina /k-caseina.

2.1.2. Presion elevada

Los dos procesos a alta presion disponibles
para aplicaciones en alimentos en nuestros
dias son el procesamiento a alta presion
hidroestatica (PAPH) y la homogenizacion a
alta presion (HAP). La primera se basa en la
conservacion de alimentos al someterlos a
compresion indirecta, empleando agua como
fluido presurizante sobre un producto s6lido o
liquido pre-empacado. Por su parte, la HAP es
una tecnologia relativamente nueva, que
comparte los principios de operacién con la
homogenizacion convencional, pero
trabajando a presiones de operacion hasta 20
veces mayores. Ambos procesos generan
cambios importantes sobre las caracteristicas
de proteinas lacteas, pero esta revision se
centrara en el proceso de HAP.

Numerosos estudios se han realizado sobre
las aplicaciones de la HAP en el
procesamiento de leche y las posibles
afectaciones que tiene sobre las estructuras
proteicas. La micela de caseina se estabiliza
por k-caseina, fosfato de calcio coloidal e
interacciones hidrofobicas (Roach y Harte,
2008). Dado que la alta presion afecta estos
sistemas (Huppertz et al., 2002), un cambio en
la agregacion o disgregacion micelar, producto
de la HAP, es esperado. Hayes y Kelly (2003)
no observaron cambios en el tamafio micelar
con HAP < 150 MPa y so6lo reportan una
disminucion del 5% (180.75nm a 170.65nm)
como consecuencia de HAP a 200 MPa a 7°C.
Por otra parte, una HAP a 200 MPa con 5
ciclos a través de un homogenizador
Emulsiflex, redujo el tamafio micelar 200-300
nm en leche pasteurizada a 150nm en leche
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entera presurizada (50%). Los fragmentos de
caseina interactuaron con nuevos globulos de
grasa (producto de la HAP), integrandose a su
membrana (Kheadr et al., 2002). Sandra y
Dalgleish (2005) confirmaron la contribucion
de los ciclos multiples en la reduccion del
tamafio micelar. Roach y Harte (2008)
reportaron resultados con leche descremada
presurizada a presiones de 100-350 MPa. La
HAP afect6 en gran medida el tamafio micelar,
pues ésta disminuyé aprox. 30%, de 100 a 200
MPa (278 a 171 nm), mientras que a partir de
250 MPa el tamafio de micela comenz6 a
incrementar (178 nm) hasta alcanzar 180-210
nm a 350 MPa.

Hayes et al. (2005) estimaron la
desnaturalizaciéon de P-lactoglobulina y o-
lactalbimina por HPLC (cromatografia de
liquidos de alta eficacia, por sus siglas en
inglés) de fase reversa en leche entera
presurizada a 150-250 MPa. La
barorresistencia de la a-lactalbumina es mucho
mayor que la de B-lactoglobulina, ya que 10,
42 y 56% de B-lactoglobulina se desnaturalizd
a 150, 200 y 250 MPa, respectivamente.
Mientras tanto, o-lactalbumina apenas si fue
afectada por la HAP; el porcentaje de proteina
desnaturalizada  (<10%) se  mantuvo
aproximadamente constante en todas las
presiones investigadas, sugiriendo que la
desnaturalizacion fue por el incremento de
temperatura inherente a la HAP, mas que por
el proceso de presurizacion en si, ademds que
la desnaturalizacion térmica de a-lactalbimina
es reversible en un 80-90%.

Datta et al. (2005) determinaron la
contribucion de la temperatura en la
desnaturalizacion de B-lactoglobulina y o-
lactalbimina. La a-lactalbimina no fue
desnaturalizada por combinaciones de presion
(200 MPa) y distintas temperaturas de entrada
(10-50°C), mientras que para la f-
lactoglobulina, el patron de desnaturalizacion
por la HAP, combinando presion y
temperatura, varié en relaciéon al observado
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para el tratamiento térmico s6lo. Mientras que
la B-lactoglobulina se desnaturalizé sélo 10%
con calentamiento a 80°C, su
desnaturalizacion con HAP inicid6 desde
procesos con Tg,iga de 65°C, hasta alcanzar un
40% de desnaturalizacion a Tgaiga de 80°C. Por
tanto, se concluyd que la desnaturalizacion de
la B-lactoglobulina, bajo estas condiciones,
podria deberse a un efecto sinérgico entre
temperatura y las fuerzas asociadas con la
HAP.

2.1.3. Microfiltracién / Ultrafiltracion

Durante la ultrafiltracién, es probable que el
tamano de la micela de caseina disminuya
cambiando asi su estructura a una
reconfiguracion por enlaces hidrofobicos a una
mucho mdas compacta. Estos rearreglos
pudieran causar algunos cambios
fisicoquimicos en las proteinas de la leche
durante un tratamiento térmico. Sin embargo,
se sabe que estos cambios durante la
ultrafiltracion son limitados. Erdem (2006)
estudi6 la relacion que existe entre la
ultrafiltracion y el tratamiento térmico que
afecta al 4area hidrofobica de las proteinas
lacteas en leche descremada. En su trabajo
concluyd que todos los sistemas lacteos
estudiados se vieron afectados durante o
después de la ultrafiltracion. EI sistema
proteico de la leche se reorganizd en una
estructura mucho mds compacta tras la
ultrafiltracion y esta nueva estructura aumento
su firmeza cuando el factor de concentracion
se incrementd y la fraccion retenida se calento.
Al aumentar la temperatura, la estructura se
compacto alin mas.

2.2.  Medios quimicos

2.2.1. Cambios en el pH

La reduccion del pH en la leche provoca
cambios en las caracteristicas fisicoquimicas
de las micelas de proteinas, llegando incluso a
la formacion de geles (si se alcanza un nivel
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determinado de pH) debido a una
desestabilizacion del complejo de las caseinas.
Este proceso de desnaturalizacion puede ser
alterado por numerosos factores, tales como: el
calentamiento previo de la leche, la adicion de
calcio, alteracion de la cinética de
acidificacion y la alteracion de las caseinas en
relacion a las proteinas de suero. Ademas, el
comportamiento de cada tipo de proteina
presente en la leche (caseina y proteinas de
suero) es completamente distinto.

Cuando el pH de la leche disminuye hasta
4.6 se induce una coagulacion de las caseinas.
Este proceso de agregacion ocurre a cualquier
temperatura, pero por debajo de 6°C, los
agregados son bastante finos permaneciendo
en  suspensiéon, aunque pueden  ser
sedimentados por centrifugaciéon a baja
velocidad. A temperaturas més altas, entre 30
y 40°C, los agregados son bastante mas
grandes y precipitan facilmente. Cuando la
temperatura es ain mayor, por arriba de los
50°C, el precipitado muestra un aspecto
fibroso y es dificil de manejar (Walstra et al.,
2006).

En la Fig. 1 muestra algunos de los cambios
en la micela de caseina, producto del descenso
en el pH de la leche. El fosfato coloidal se
traslada hacia la solucion, llegando a ser
completo este traslado a valores de pH de
alrededor de 5.25; la completa remocion de
todo el calcio requiere que se continte el
descenso del pH, llegando incluso a valores
por debajo del punto isoeléctrico de las
caseinas (Fig. 1A). En esta figura también se
observa el descenso del valor absoluto del
potencial z cuando se reduce el pH (Fig. 1B).
Esto se debe a un incremento en la asociacion
de los iones hidrégeno con los grupos acidos y
basicos de las proteinas, ademas de un
incremento en la actividad de los iones calcio
y su asociacion con grupos acidos. En otras
palabras, el calcio sustituye al fosfato de calcio
en una cierta cantidad. Al seguir el descenso
del pH, la carga negativa de las caseinas
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incrementa, debido a un proceso de
disociacion de los iones calcio de las micelas,
y eventualmente vuelve a descender debido a
la asociacion con los iones hidroégeno. Si
continua descendiendo el pH, la caseina se
vuelve positivamente cargada. Ademads, la
caida del pH conlleva primero a un
hinchamiento de las  particulas y
eventualmente a un encogimiento considerable
(Fig. 1C). Cuando el pH llega a valores de
alrededor de 5.3, una considerable seccion de
la micela migra hacia la solucién, con un
incremento en la hidrofobicidad de esta
seccion. En la Fig. 1D se observa los efectos
antes explicados a una temperatura de 20°C; si
la temperatura aumenta, el resultado
observado es mucho menor, mostrindose un
efecto contrario al reducir la temperatura
(Walstra et al., 2006).

Debido a que el pH de la leche se encuentra
cercano a la neutralidad (6.6 - 6.8), resulta
necesaria la adicion de un acido para disminuir
su pH o un crecimiento importante de la flora
microbiana nativa (compuesta principalmente
por bacterias 4cido lacticas). A nivel
laboratorio, el acido mas utilizado es el
clorhidrico; aunque, el acido acético y lactico
son también utilizados, pero con menor
frecuencia. El acido lactico producido in situ
por Dbacterias 4acido-lacticas también es
ampliamente utilizado (Fox y McSweeney,
1998).

En las micelas de caseina, los cambios
producidos por la reduccion del pH se
encuentran mediados en parte por los cambios
en el fosfato de calcio coloidal contenido en la
micela. El fosfato de calcio coloidal puede ser
disuelto y removido de la micela por
acidificacion en frio, seguido por un proceso
de diélisis. A pH de 4.9 el fosfato de calcio
coloidal se encuentra completamente disuelto,
siendo un proceso reversible cuando se
reajusta el pH hacia 6.7, pero con una
alteracion de las propiedades de las micelas
nativas (Fox y Kelly, 2004).
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Fig. 1. Propiedades de la micela de caseina en leche en funcion del pH. (A) Porcentaje de calcio y fosforo
inorganico dentro de las micelas. (B) Potencial electrocinético negativo z. (C) Cantidad de agua por gramo de
caseina seca en las micelas separadas por centrifugacion. (D) Porcentaje de las diferentes caseinas que no puede
ser separado por centrifugacion a alta velocidad. (Adaptada de Walstra et al., 2006).

Para el caso de las proteinas de suero, los
cambios de pH generan diversos procesos de
asociacion-disociacion. La [B-lactoglobulina
tiene su punto isoeléctrico alrededor de 5.2,
aunque a otros niveles de pH, incluyendo el de
la leche (6.7), esta proteina es comunmente
encontrada como un dimero. En un rango de
pH de 3.0 a 8.0 permanece como un
monodmero, pero en el rango 3.1 a 5.1, con la
presencia de altas temperaturas y altas
concentraciones proteicas, puede asociarse
para formar octdmeros en un proceso conocido
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como gelacion en frio, el cual es empleado en
elaboraciéon de surimi, mayonesa y algunos
postres con formacion de geles. Este proceso
se lleva a cabo en dos etapas, en la primera se
trata térmicamente una solucion de proteinas
globulares a un pH neutro y a concentraciones
ionicas menores a las requeridas para la
gelificacion. En este paso, el desdoble de las
proteinas es seguido por un proceso de
agregacion por medio de puentes disulfuro. En
estas condiciones, se forman agregados
solubles debido a que se obtiene una red
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cargada y fuerzas repulsivas que evitan la
agregacion repentina. En un segundo paso, se
pueden formar geles turbios por medio del
descenso en el pH hasta acercarse al punto
isoeléctrico de las proteinas o por medio de la
adicion de sal. Los geles formados por acidos
tienden a ser mas fuertes que los formados por
sales, a la misma concentraciéon proteica
(Cavallieri et al., 2007). Por otra parte, las
propiedades  emulsificantes de la  B-
lactoglobulina también son afectadas por el
pH. A pH 4cido su capacidad emulsificante es
menor que a pH 7 aunque su hidrofobicidad es
mayor a estos valores de pH. En un estudio
sobre adsorcion competitiva en emulsiones
estabilizadas por proteina aislada de suero a
pH de 7 y 6, mostré una mayor cantidad de f3-
lactoglobulina en la interfaz en comparacion
con la o-lactalbimina, siendo un contenido
contrario cuando el pH descendi6 a 3 (Fang y
Dalgleish, 1997).

Una aplicacion industrial del proceso de
gelificacion por acidificacion es la elaboracion
de yogurt; en el cual, la leche es normalmente
calentada antes de la fermentacién, con la
intenciéon de favorecer la formacion de los
enlaces covalentes entre la k-caseina y la -
lactoglobulina y la agregacion de las suero-
proteinas (Lucey, 2002; IDF, 2007). Estos
enlaces vuelven, el gel formado, menos
permeable y robusto en las primeras 24 horas
en comparacion con los geles formados por
procesos enzimaticos. En este producto, es
comun la separacion de las proteinas de suero
del gel formado después de un tiempo de
almacenamiento (lo cual es visto como un
defecto en el producto), la busqueda de
soluciones a este proceso sigue siendo una de
las areas de investigacion mas importantes.

2.2.2. Adicién de etanol

La coagulacion de la leche por adicion de
etanol es un método de andlisis empleado para
determinar la estabilidad de la leche, en
especial si va a ser sometida a altas
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temperaturas de  procesamiento.  Este
procedimiento se basa en asumir que toda la
leche ha desarrollado una acidez microbiana, y
por tanto resulta positiva a esta prueba. Sin
embrago, se ha demostrado que no todo
resultado positivo se debe a una leche 4cida,
sino que se puede tratar de una leche con
desbalance mineral, principalmente de calcio
(Alvarado et al., 2006).

Otra caracteristica altamente estudiada, es
la adicion de etanol en la leche y su
calentamiento con la intencioén de desasociar la
micela de caseina. En condiciones de 60°C y
30% (v/v) de etanol se produce un cambio en
la leche que la vuelve de opaca a transltcida.
Este cambio en la turbidez de la leche es
debido a la disociacion de las micelas de
caseina en sus componentes proteicos solos, al
llevarse a cabo un cambio en la hidrofobicidad
de la leche. Con esta intencion, Trejo y Harte
(2010) llevaron a cabo un estudio sobre el uso
de tratamientos térmicos y la adicion de
etanol, buscando cambiar la hidrofobicidad de
la micelas de caseina y su eventual
disociacion, para obtener las proteinas
constituyentes de las micelas separadas. Sus
resultados muestran que es posible rastrear,
por medio de la fluorescencia, los cambios en
la hidrofobicidad de la leche sometida a las
condiciones antes mencionadas, aunque en
tratamientos con una concentracidon mayor a
30% de etanol y tratamientos térmicos
mayores a 40°C, se reduce la respuesta
obtenida. Esto puede ser debido a un proceso
de inhibicion competitiva, aunque el
mecanismo exacto sigue siendo desconocido.

2.2.3 Adicion de sales

Las sales neutras tienen una influencia muy
marcada en la solubilidad de las proteinas
globulares. Su efecto no sélo depende de su
concentracion, sino que también de las cargas
eléctricas de sus cationes y aniones. Las
proteinas, al ser macromoléculas ionizables, se
ven alteradas por las interacciones
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electrostaticas que establecen consigo mismas
y con el medio que las rodea. Las sales
modifican la estructura del agua e influyen
también en la conformacion de las proteinas
mediante interacciones electrostaticas. Es asi
como, en funcion de la fuerza idnica, las sales
pueden solubilizar o precipitar  estos
polipéptidos (Badui, 1993).

Con el objetivo de lograr micelas de
caseina aisladas en la leche y sin la presencia
de proteinas de suero, Herndndez y Harte
(2009) llevaron a cabo un estudio para obtener
micelas de caseina aisladas, empleando un
cambio en el balance mineral de la leche y un
proceso de microfiltracion. Empleando cloruro
de calcio, fosfato de sodio o citrato de potasio
en concentraciones en un nivel de 0 a 100
mM, con un proceso de microfiltracion de
flujo tangencial (0.22pum). Tratamientos
selectos  fueron  capaces de  aislar
completamente micelas de caseina (usando

Caseina

fosfato de sodio en un nivel de concentracion
de 10-50 mM), llegando inclusive a separar
completamente las proteinas de suero.

2.3. Medios enzimaticos

2.3.1. Renina o quimosina

El uso de la renina, también conocida como
quimosina, para coagular caseina es un
proceso tradicional inicial en la elaboracion de
muchos tipos de queso. Esta coagulacion
ocurre en 2 fases principales (Fig. 2).

En la primera etapa, las micelas de caseinas
se ven modificadas por una pequefia
proteolisis de «k-caseina liberdndose asi la
molécula cargada y glicosilada de k-caseina,
asi como una disminucion en el didmetro de la
micela. La pérdida de la k-caseina resulta en
una reduccion en el potencial zeta de las
micelas, asi como una pérdida de la estabilidad

v

(primaria, fase
enzimatica)

Para-caseina + pequefios
péptidos

Ca™',>20°C
(secundaria, fase no-
enzimatica)

Coégulos (gel)

Fig. 2. Coagulacion de la leche (Adaptada de Fox et al., 2000).
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sérica que ¢ésta proveia. La segunda etapa
ocurre cuando el 60-85% de la k-caseina total
ya ha sido hidrolizado. Las micelas
desestabilizadas se aglomeran por la
combinacion de interacciones de van del
Waals’, hidrofobicas, calcio dependientes y
ion-par especificas. En este punto se forma
una red proteica que atrapa a la grasa y a la
humedad (IDF, 2007). Algunos autores
afirman que existe una tercera etapa de
coagulacién llamada estabilizacion del gel
(McMahon y Brown, 1984), donde ocurren
mas entrecruzamientos incrementandose asi la
firmeza del gel. McMahon y Brown (1990)
describieron el proceso de coagulacion de las
proteinas de la leche como se muestra en la
Fig. 3.

Los factores que afectan a la coagulacion
enzimdtica incluyen: a) concentraciones bajas
de Ca®’, las cuales pueden inhibir la
agregacion, por lo que la adicion de CaCl, es
recomendable; b) pH, muchos productos
obtenidos por coagulacion por efecto de la
renina, también son acidificados por cultivos
iniciadores o por acidificacion directa. Cuando
el pH en la leche es bajo, el proceso de
coagulacion es mas rapido y se forman
coagulos mas firmes; c¢) concentracion
proteica; d) concentraciéon de renina y e)
temperatura de coagulacion.

2.3.2. Reacciones catalizadas por
transglutaminasas

Dentro de los métodos bioquimicos, el
entrecruzamiento enzimatico de las proteinas
lacteas es particularmente importante. Dentro
de este grupo de enzimas se encuentran la
transglutaminasa, la lipoxigenasa, tirosinasa,
peroxidasa, lisiloxidasa, bisulfuro isomerasa,
lacasa y sulfidril oxidasa; pero Uinicamente se
ha estudiado el efecto de la transglutaminasa
sobre el entrecruzamiento enzimatico de las
proteinas lacteas (Huppertz, 2009).

La transglutaminasa cataliza la reaccion de
aciltransferencia entre los  grupos Y-
carboxiamida de residuos glutamicos ligados a
proteinas o péptidos y aminas primarias (Ando
et al., 1989; Marquez et al., 2006; Barreiro y
Seselovsky, 2003). Existen dos tipos de
transglutaminasa, las calcio dependientes que
se encuentran en el higado y plasma sanguineo
de mamiferos, en pescados y en ciertos tejidos

vegetales; y las calcio independientes
obtenidas de la fermentacion de algunos
microorganismos tales como
Streptoverticillum cinnamoneum y

Streptoverticillum mobaraense (Barreiro y
Seselovsky, 2003; Faergemand y Murray,
1998; Motoki y Kumazawa, 2000; Chobert,

Formacion de una red de

Agregacion

punto de gelatinizacion

particulas de caseina en el

Continuacion de incorporacion de
micelas de caseina dentro de la red
y reacomodo de las cadenas de

caseina

Fusion y consolidacion de las
micelas dentro de gruesas cadenas
con rechazo al suero

Fig. 3. Proceso de coagulacion de las proteinas lacteas (McMahon y Brown, 1990).
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2003). Las tranglutaminasas se muestran
activas en un rango de pH de 4.5 a 9 con un
optimo entre 6 y 7 pueden ser inactivadas por
un aumento en la temperatura interna (2 h a
65°C, 15 min a 70°C, Smin a 75°C 6 1 min a
80°C) (Barreiro y Seselovsky, 2003).

Las propiedades funcionales de las
proteinas se ven mejoradas por la accion de
cohesion producida por esta enzima; entre
estas propiedades se encuentran la textura,
capacidad de retencion de agua y capacidad de
formacion de geles (Barreiro y Seselovsky,
2003; Marquez et al., 2006). Las proteinas que
presentan estructuras muy variables como es el
caso de las caseinas son buenos sustratos para
la transglutaminasa, ya que son especialmente
susceptibles al entrecruzamiento inducido por
esta enzima siempre y cuando se presente una
pre-desnaturalizacion como por ejemplo a
causa de un tratamiento térmico (Huppertz,
2009). Se recomienda que se encuentre en
solucion acuosa, ya que algunos solventes
organicos, como el etanol por ejemplo, pueden
desnaturalizar a la enzima. Especificamente en
la leche, aumentan la viscosidad de ésta
(Barreiro y Seselovsky, 2003).

La susceptibilidad al entrecruzamiento de
cada tipo de caseina esta primordialmente
relacionada a la accesibilidad de la proteina.
En el caso de las micelas de caseina, las que se
encuentran en la superficie son mas
susceptibles que las que se encuentran en el
nucleo. Cuando las caseinas se encuentran en
agregados pequefos, como por ejemplo en
forma de caseinato de sodio, su susceptibilidad
al entrecruzamiento aumenta. En el caso de la
leche fluida, el entrecruzamiento de las
caseinas por transglutaminasa aparece primero
dentro de las micelas de caseina (intra-
micelar); la formacidon de un entrecruzamiento
entre las micelas de caseina cercanas
(entrecruzamiento inter-micelar) no puede ser
observado (Huppertz, 2009).
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Como consecuencia del entrecruzamiento

intra-micelar ~ de las caseinas  por
transglutaminasa, las propiedades de las
micelas de caseinas se ven alteradas

considerablemente. Las caseinas que no han
sido tratadas se pueden clasificar como una
agrupacion coloide, cuya estructura es
mantenida por interacciones de varios
solventes débiles entre las moléculas de
proteinas y la interaccion de residuos de
aminoacidos fosforilados de las caseinas con
los nanoclusters del fosfato de calcio, los
cuales se encuentran aleatoriamente dispersos
por toda la micela de caseina. Tal es el caso de
la interrupciéon de las interacciones entre
proteinas o bien entre las proteinas y los
nanoclusters de fosfato de calcio que las
micelas de caseina se ven facilmente alteradas.
Por medio de mediciones de dispersion de luz
se ha demostrado que el entrecruzamiento
intra-micelar no altera la estructura de la
micela de caseina (Huppertz y de Kruif, 2007).
Sin embargo, otros estudios de dispersion

luminosa, han  demostrado que el
entrecruzamiento  intra-micelar  disminuye
considerablemente la  susceptibilidad de

rompimiento de las micelas de caseinas,

finalmente ablandando las particulas de
caseina las cuales son completamente estables
contra el rompimiento, hinchamiento o

encogimiento bajo la influencia de los cambios
en la calidad del solvente, por ejemplo
particulas de nanogel de caseina (Smiddy et
al., 2006; Huppertz y de Kruif, 2007).

La estabilidad del coloide formado por las
micelas de caseinas asi como el
mantenimiento de la estabilidad del sistema
durante el tratamiento térmico o bien en un
medio con alcohol, se ve fuertemente afectado
por el entrecruzamiento de caseina por efecto
de la transglutaminasa. La estabilidad del
coloide formado por las micelas de caseina se
logra por el rompimiento de la «k-caseina
proveniente de la superficie de la micela. La
estabilidad del coloide puede ser reducida
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removiendo o bien colapsando ese fragmento
de la proteina (De Kruif, 1999).

Los cambios producidos en las propiedades
funcionales de las  caseinas, como
consecuencia del entrecruzamiento
enzimatico, ofrecen un amplio rango de
aplicaciones en alimentos. Como por ejemplo
las propiedades de coagulacion acida en
micelas de  caseinas  tratadas  con
transglutaminasa permiten el mejoramiento en
la textura y estabilidad de yogurt bajo en
grasa, asi como la opcion de disminuir la
cantidad de proteina necesaria para lograr una
textura agradable en este mismo producto. Su
aplicacion en la elaboraciéon de quesos
obtenidos por coagulacion enzimdtica con
renina no es recomendable, ya que limita la
coagulacion de las caseinas. Sin embargo, su
aplicacion en la elaboracion de leche
ultrapasteurizada si es muy aconsejable, ya
que, al incrementar la estabilidad de las
caseinas a la coagulacién enzimatica, se evita
asi la degradacion de ésta por efecto de
reacciones de bacterias conteniendo proteasas
0 con accion proteolitica. Ademas de esto,
existe la posibilidad de evitar la labilidad a
gelatinizar causada por la disociacion de las
caseinas en la elaboracion de leche evaporada
y concentrada (Huppertz, 2009).

Conclusion

Las proteinas lacteas son muy susceptibles a
sufrir modificaciones en su estructura dando
como resultado un proceso de
desnaturalizacion. En muchos casos, este
fenémeno es un proceso intencional para la
obtencion de derivados de la leche, tales como
queso y yogurt, entre otros. Sin embargo, la
desnaturalizacion puede ser una sefial de mala
calidad en la leche fluida, como en el caso de
una separacion de fases o acidez. Dependiendo
del tratamiento aplicado en la leche (altas
presiones, temperatura, presencia de sales,
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enzimas, cambios de pH, etc.) sera el tipo de
desnaturalizacion que sufrird, con una
alteracion tUnica en sus propiedades
funcionales. El conocimiento, asi como la
combinacion de nuevas tecnologias con los
métodos tradicionales, permiten el desarrollo
de nuevos productos con propiedades
funcionales tnicas aprovechando lo mejor de
cada tecnologia.
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Resumen

Las microondas son ondas electromagnéticas, con frecuencias de 915 o 2450 MHz, que pueden generar
calentamiento en un material. Los hornos de microondas son comunes en uso doméstico, pero también es
posible aplicar microondas a nivel industrial, con fines de pasteurizacion o esterilizacion. A través de esta
revision, se pretende mostrar y discutir de forma general la situacion actual del uso de la tecnologia de
microondas para el tratamiento de algunos alimentos fluidos (jugo de manzana, leche, agua de coco, puré
de chicharo, puré de zanahoria), asi como los efectos que esta forma de calentamiento puede tener en sus
propiedades fisicoquimicas, en la inactivacion de microorganismos o de enzimas de interés y sobre
algunos componentes importantes del alimento.

Palabras clave: microondas, calentamiento, alimentos.
Abstract

Microwaves are electromagnetic waves with frequencies of 915 or 2450 MHz, which can generate heat in
a material. Microwave ovens have a domestic use, but it is also possible to apply them at industrial scale
for pasteurization or sterilization of foods. This review intends to show and discuss an overview of the
current use of microwave technology for food treatments of certain fluids such as apple juice, milk,
coconut water, green pea puree and carrot puree, as well as, the effects that this heating can have on their
physicochemical properties, on the inactivation of important microorganisms and enzymes or on some
food compounds.

Keywords: microwave heating, food.
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mediante el empleo de vapor o agua caliente,
dependiendo de la temperatura deseada. El
término pasteurizacion hace referencia a
tratamientos térmicos, el cual consiste en
aplicacion de calor a temperaturas que se
sitian por debajo del punto de ebullicion del
agua. Por consiguiente, se trata de un método
de conservacion que solo conduce a una
destruccion  selectiva de la  poblacion
microbiana patdgena que esta presente en un
alimento. La eleccion de la temperatura a
aplicar y el tiempo necesario depende del
objetivo del tratamiento térmico, y no debe
provocar cambios en la composicién quimica
del alimento (Bello, 2000). Sin embargo, las
esporas termorresistentes no resultan
inactivadas bajo estas condiciones y para
lograr una conservacion mas prolongada se
precisa una forma mas drastica de tratamiento
térmico (Lewis, 1993), como la
ultrapasteurizacion. La pasteurizacion ha sido
utilizada para diversos alimentos, entre ellos,
leche, huevo liquido, jugos de fruta y cerveza.
Algunos alimentos pasteurizados requieren de
refrigeracion después del proceso térmico,
como temperaturas de 10°C o menores.

El calentamiento con microondas se refiere
al uso de ondas electromagnéticas de ciertas
frecuencias para generar calor en un material
(Datta y Davidson, 2003). El calentamiento de
los alimentos por microondas resulta de la
conversion de la energia de microondas en
calor por friccion de las moléculas
(principalmente polares, como las del agua)
debido a la rapida fluctuacién en el campo
electromagnético (Potter y Hotchkiss, 1996;
Decareau, 1992). Las microondas generan
calor por calentamiento dieléctrico, lo que en
términos simples involucra la conversion de
energia eléctrica en calor. En comparacion con
otros métodos de calentamiento tradicionales,
las principales ventajas del uso de microondas
son la penetracion de calor inmediata, la
reduccion en el tiempo de calentamiento y el
ahorro de energia. Esta revision presenta los
principios de tratamientos térmicos y de
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microondas, el estado actual del uso de la
tecnologia de microondas en los alimentos
fluidos, asi como los efectos que esta forma de
calentamiento puede tener sobre
microorganismos o enzimas de interés, asi
como sobre algunos constituyentes
importantes del alimento.

Revision Bibliografica
1. Generalidades sobre tratamientos térmicos

Los tratamientos térmicos en alimentos se
han usado por afios con fines de conservacion.
Entre ellos se incluyen el escaldado, la
pasteurizacion, la esterilizacion y el freido. El
calentamiento aplicado a los alimentos, puede
seguir alguno de los siguientes mecanismos:
conduccion, conveccion 6 radiacion (Kern,
1999). En algunos casos, un mismo
tratamiento térmico implica mds de un
mecanismo de transferencia.

1.1. Mecanismos de transferencia de calor

Conduccion: Cuando el calor se transmite
por conduccion, la energia cinética es
transmitida de molécula a molécula y es el
mecanismo principal de transferencia a través
de un sélido. Un objeto frio se calienta por
conduccion so6lo cuando estd en contacto
directo con una fuente de calor. La conduccion
es un método comparativamente lento de
transmitir calor, aunque algunos materiales
son mejores conductores que otros (Vaclavik y
Christian, 2002). La transferencia de calor por
conduccion se da en la coccion de algunos
alimentos, como en sartén.

Conveccion: En este caso, la transferencia
de energia es mediante corrientes de
conveccion. La energia llega a través del aire,
agua o grasas liquidas. Cuando un gas o un
liquido se calienta, se hace menos denso que
su parte fria. Los gases y liquidos calientes se



V. Reyes-Garcia et al. / Temas Selectos de Ingenieria en Alimentos 4-2 (2010): 38-47

elevan y los frios se dirigen hacia abajo, en
donde se aplica el calor. Esto origina un flujo
desde el fondo hacia arriba y desde arriba
hacia el fondo. Por lo tanto, este flujo circular
de corrientes de conveccion tiende a mantener
la temperatura algo uniforme en todo el medio
(Vaclavik y Christian, 2002). En muchas
situaciones practicas se consideran tanto la
conduccion como la convencion
simultdneamente; ya que la mayor parte de los
procesos en alimentos las involucran, como el
horneado, el freido y la esterilizacion
comercial (Lewis, 1993).

Radiacién: Las unidades de energia que
viajan como ondas o rayos electromagnéticos,
son una fuente de calor. Estas ondas tienen
longitudes de onda mayores que la luz visible.
Existen dos tipos de radiacién: ionizante,
como la de los rayos y y la no ionizante, como
las microondas y las ondas de radiofrecuencia
(Potter y Hotchkiss, 1996). La radiacion es un
método rapido de calentamiento, ya que la
energia radiante se mueve a la velocidad de la
luz (Vaclavik y Christian, 2002).

1.2. Pasteurizacion

La pasteurizacién es un tratamiento térmico
que elimina parte de los microorganismos
vegetativos de un alimento, permitiendo
consecuentemente periodos mayores para su
almacenamiento y manejo. EIl tratamiento
especifico para pasteurizar un alimento en
particular, depende de varios factores como la
resistencia  térmica del microorganismo
vegetativo o patdgeno que se busque eliminar
y la sensibilidad del producto al calor. Para el
caso de la leche se usan métodos de alta
temperatura-corto tiempo (HTST) continuo a
72 °C por 15 s, o de baja temperatura-largo
tiempo (LTLT) proceso tipico a 63 °C por 30
minutos (Lewis, 1993).

Los métodos de pasteurizacion mas comunes
incluyen el uso de intercambiadores de calor,
como el de doble tubo 6 el de placas, en donde
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el calor se transmite por conduccion y por
conveccion (Casp y Abril, 1999). Sin
embargo, en los ultimos afios se han estado
reportando opciones de pasteurizacion usando
microondas, donde el mecanismo de
transferencia de calor principal es por
radiacion.

1.3. Efecto del calor sobre los
microorganismos

Los microorganismos responden de forma
diferente a la exposicion a altas temperaturas.
Algunos son sensibles al calentamiento y
mueren a temperaturas relativamente bajas,
otros, los termofilos, pueden soportar altas
temperaturas sin que lleguen a morir (Frazier,
1993).

Las bacterias se destruyen a una velocidad
proporcional a su nUmero presente en el
alimento. Esto es conocido como velocidad de
destruccion logaritmica, lo que significa que a
una temperatura constante, se destruird el
mismo porcentaje de una poblacion bacteriana
en un intervalo de tiempo determinado,
independientemente del tamafio de la
poblacion superviviente. En otras palabras, si
el 90 % de la poblacion bacteriana se destruye
en el primer minuto de calentamiento, el 90 %
de la poblacion restante se destruird en el
segundo minuto de calentamiento y asi
sucesivamente. Por ejemplo, si el alimento
contiene 1 millon de microorganismos y 90 %
se destruyen en el primer minuto, 100 mil
microorganismos sobreviviran. Un parametro
importante que puede ser obtenido a partir de
la grafica de supervivencia es el valor D o
tiempo de reduccion decimal. El valor D se
define como el tiempo en minutos a una
temperatura determinada necesario para
destruir el 90 % de los microorganismos de
una poblacion dada. También se puede
describir como el tiempo requerido para
reducir la poblacién en un factor de 10, o en
un ciclo logaritmico. El valor D varia para las
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diferentes especies microbianas (Vaclavik y
Christian, 2002).

2. Descripcion de microondas

2.1. Definicién de microondas

Las microondas son ondas que se encuentran
después de la region de infrarrojo en el
espectro  electromagnético, con menores
frecuencias y mayores longitudes de onda que
el infrarrojo, el espectro visible y la region
ultravioleta (Fig. 1).

En un horno de microondas, el dispositivo
que genera las ondas es llamado magnetrén,
las ondas son conducidas a través de un canal
hasta la cavidad donde se coloca el alimento.
Existen dos frecuencias de microondas
autorizadas para su uso con fines de
investigacion, que son 915 y 2450 MHz
(USDA, 2000). En el campo electromagnético
generado existe un rapido cambio de
orientacion de las moléculas, del orden de
millones de ciclo por segundo (Charley, 1989).
Cuando las microondas penetran en el
alimento, las moléculas dipolares del agua que
estan presentes oscilan alrededor de sus ejes en
respuesta a este cambio de carga, generando
calor en el interior del alimento mismo como
resultado de esta rdpida oscilacion, a veces
nombrado friccion molecular. Debido a que el
calor se genera dentro del alimento, los
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tratamientos con microondas son eficientes y
rapidos; el tiempo de coccion varia con la
carga del horno y con la humedad contenida
en los alimentos (Potter y Hotchkiss, 1996;
Vaclavik y Christian, 2002).

Los tratamientos con microondas se
encuentran dentro de las llamadas tecnologias
emergentes, entre las que se encuentran
también los sistemas de alta presion,
aplicacion de pulsos eléctricos, ultrasonido, y
ultravioleta, entre otros. Estas tecnologias se
estan utilizando en la actualidad en diversos
procesos  agro-alimentarios  (Richardson,
2004).

2.2. Principios del calentamiento con
microondas

El mecanismo de calentamiento  por
microondas se fundamenta en la alineacién de
moléculas polares dentro de un campo
eléctrico. El campo eléctrico oscilante es
aplicado a un componente dieléctrico polar, y
el campo obliga a los dipolos a alinearse
(polarizarse). El cambio en la polarizacion
genera una corriente de desplazamiento en el
material dieléctrico generando calor. El grado
de calentamiento dependera de los factores del
horno y las caracteristicas del material, como
tamafio, contenido de humedad, propiedades
dieléctricas, etc. (Peyre et al.,, 1997). Las
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Fig. 1. Ubicacién de microondas en ¢l espectro electromagnético (Quimicaweb, 2007).
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propiedades dieléctricas son la constante
dieléctrica y el factor de pérdida dieléctrica.
La constante dieléctrica es una medida de la
capacidad que tiene el material para almacenar
energia electromagnética y el factor de pérdida
dieléctrica es la capacidad que tiene el material
para convertir la energia electromagnética en
calor (Sosa-Morales et al., 2010).

2.3. Ventajas vy limitaciones del calentamiento
con microondas

Como las microondas calientan desde el
interior del material, existe la posibilidad de
reducir el tiempo de procesamiento y mejorar
la calidad global de los productos tratados
(Matsui et al., 2008). El calentamiento con
microondas es una herramienta innovadora
que puede ser aplicada a nivel industrial por su
reducido tiempo de proceso, ademas de que es
considerada una tecnologia “verde”, ya que no
produce humos, ni genera residuos, lo que la
hace ambientalmente amigable (Huang et al.,
2007). Los usos de microondas son muchos,
entre ellos horneado, concentracidon, coccion,
secado, escaldado, pasteurizacion,
esterilizacion, remociéon de solventes y
descongelado, entre otros (Potter y Hotchkiss,
1996).

Digestar de microondas

Las limitaciones de los tratamientos con
microondas incluyen el costo de inversion y un
calentamiento no uniforme. Sin embargo, se
han disefiado sistemas de flujo continuo, y
caracterizando los pardmetros del proceso
(entrada de alimentacion, tamano de la carga
de volumen, tasas de flujo volumétrico, la
viscosidad del producto y temperaturas de
entrada), se puede mejorar dicha uniformidad
de calentamiento (Matsui et al., 2008).

3. Estudios de pasteurizacion con microondas

Los estudios realizados para pasteurizar con
microondas incluyen tratamientos en hornos
domésticos por lotes a diferentes niveles de
potencia, o bien, propuestas para tratamientos
continuos, bombeando el fluido a través de la
cavidad. Los reportes incluyen potencias bajas
para nivel laboratorio, del orden de 500 a 2000
W, mientras que los tratamientos continuos
alcanzan potencias de 5 KW para nivel piloto
y 60 kW para escala industrial. Las Figs. 2-4
muestran  algunas  propuestas para la
pasteurizacion de fluidos. A continuacion, se

presentaran las condiciones y resultados
reportados para la pasteurizacibn con
microondas de varios alimentos fluidos.

Compitadora

[

=

Bafio con hielo para enfriamiemts

Fig. 2. Esquema de la pasteurizacion por lotes a nivel laboratorio, de agua de

coco (Adaptada de Matsui et al., 2008).
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Fig. 3. Esquema de pasteurizacion continuo para sidra de manzana (Adaptada de Gentry y Roberts, 2005).
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Fig. 4. Esquema de la pasteurizacion de purés de zanahoria y chicharos, a nivel industrial, proceso
continuo (Kumar et al., 2008).
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3.1. Jugo de manzana

Cafiumir et al. (2002) evaluaron el efecto de
pasteurizacion en jugo de manzana en hornos
de microondas a niveles de potencia entre 270
y 900 W, dando lugar a una reduccion de 2 a 4
ciclos logaritmicos en la poblacion de
Escherichia coli. Los datos obtenidos fueron
comparados con los convencionales de
pasteurizacion (83°C durante 30 s). El pH no
fue afectado por el tipo de tratamiento, siendo
de 3.42, pero la acidez titulable y los sélidos
solubles fueron ligeramente mayores en los
jugos tratados con microondas (0.37% de
acido malico y 16°Bx en jugos después del
tratamiento convencional, 0.41% de &cido y
18°Bx en jugos tratados con microondas). El
color también fue afectado por el tratamiento:
el jugo tratado con microondas no cumpli6é con
el color de acuerdo a las normas, ya que fue
mas oscuro que el jugo pasteurizado por
conveccion. Los resultados mostraron que no
hay un efecto no térmico atribuido a las
microondas sobre los microorganismos, y que
la inactivacion es Unicamente debida al calor.

3.2. Leche

La leche cruda se someti6 a un tratamiento por
microondas (2450 MHz, 532 W) de flujo
continuo a 80 o 92 °C durante 15 s, y en un
intercambiador de calor convencional en las
mismas condiciones por Valero et al. (2000).
Una vez pasteurizadas, las muestras fueron
envasadas en recipientes estériles y se
almacenaron a 4.5°C durante 15 dias. Las
muestras se tomaron cada dos dias para
analizar pH, propiedades  sensoriales,
compuestos volatiles y monosacaridos. En las
muestras recién pasteurizadas, los volatiles
(incluidos los aldehidos, cetonas, alcoholes,
ésteres e hidrocarburos aromaticos) fueron
muy similares a los encontrados en la leche
cruda. No se observaron diferencias
importantes en los valores de pH en todas las
muestras tratadas a 80 ¢ 92 °C por microondas
y convencionales, durante los 15 dias de
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almacenamiento, aunque el pH disminuy6 a
partir del dia 15. El sabor no fue afectado por
el tratamiento, segun pruebas sensoriales de
ensayo triangular después del tratamiento y
durante su almacenamiento. Como se ha
comentado, el estudio se enfoco en determinar
el efecto del tratamiento sobre compuestos
volatiles, monosacaridos y  percepcion
sensorial, sin mostrar el efecto del tratamiento
sobre algin microorganismo objetivo.

3.3. Salsa con gueso

Kumar et al. (2007) combinaron las ventajas
de un proceso aséptico, junto con las de
calentamiento por microondas. Los perfiles de
temperatura en la salida durante el
procesamiento de la salsa con queso en una
unidad de microondas de 5 kW de potencia
mostraron una estrecha distribucion de la
temperatura entre el centro y la pared del tubo.
Por lo tanto, el flujo de calentamiento por

microondas continua podria superar los
problemas (degradacion de color, sabor,
textura y nutrientes) asociados a la

distribucién de temperaturas mas amplio entre
el centro y la pared en un sistema de
calentamiento convencional. El estudio
mostrd la viabilidad de procesamiento aséptico
de la salsa con queso con un sistema de flujo
continuo de microondas.

3.4._Agua de coco

La cinética de inactivacion de las enzimas
polifenoloxidasa (PPO) y peroxidasa (POD) se
estudi6 durante el proceso (discontinuo) por
microondas de agua de coco verde por Matsui
et al. (2008). La inactivacion de la PPO
comercial y POD afadida al agua de coco
también fue investigada. Los perfiles
completos de las corridas experimentales se
utilizaron para la determinacion de los
parametros cinéticos Dy z: PPO (Do 2eoc = 52
sy z=17.6 °C); POD (Dgy2oc = 16 sy z =
11.5 °C); PPO / agua de coco estéril: (Dg4 4sc
=43 sy z=39.5 °C) y POD / agua de coco
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estéril: (Dggsaoc = 20 s y z = 19.3 °C). Las
enzimas endogenas presentes en el agua de
coco presentaron una mayor resistencia en
comparacion con las que se afadieron al
medio esterilizado u otras soluciones de
simulacion. La inactivacion térmica de PPO y
POD  durante el procesamiento con
microondas del agua de coco verde fue
significativamente mas rapida en comparacion
con los procesos convencionales. Los autores
también analizaron pH (4.89-5.22), acidez
(0.032-0-056% expresado como acido malico),
solidos solubles (2.9-4.02 °Bx) y turbidez
(15.19- 35.39%) de tres lotes procesados por
microondas, argumentando que las diferencias
se debieron a variaciones en la materia prima y
no al tratamiento.

3.5. Sidra de manzana

Gentry y Roberts (2004) disefaron un
tratamiento de flujo continuo para pasteurizar
sidra de manzana. Los autores consideraron
que el seguimiento de temperatura con fibras
opticas en equipos de microondas es caro, y
que estos sensores son fragiles. Por ello,
propusieron usar un bio-indicador, el 5-
hidroximetilfurfural. ~ Se  determiné la
formacién de HFM en una solucién modelo de
sidra de manzana a pH=3.8, que se proces6 en
un equipo de microondas escala piloto
(frecuencia de 2450 MHz, potencia de 0 a 2.5
kW). La concentracion de HMF fue mayor en
la soluciébn modelo de sidra tratada en el
pasteurizador de microondas que aquélla
tratada en un sistema convencional, un
intercambiador de calor de tubos y coraza a
nivel piloto. Posteriormente, Gentry y Roberts
(2005) usaron el equipo probado en la solucion
modelo para pasteurizar dos cidras de
manzana (una obtenida por prensado en frio y
otra por prensado caliente). La potencia usada
fue entre 900 y 2000 W, con lo que se logrd
reducir la poblacion de Escherichia coli en 5
ciclos-log.
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3.6. Purés de chicharo y de zanahoria

La aplicacion de microondas para un alimento
con flujo continuo es una alternativa
prometedora al calentamiento convencional
para el procesamiento aséptico de purés de
vegetales de baja acidez. Sin embargo, la
distribuciéon no uniforme de temperatura y el
control de los pardmetros de procesamiento
son los principales obstaculos en la aplicacion.
Kumar et al. (2008) realizaron un estudio para
superar los problemas asociados a la
ampliacion de un sistema de flujo continuo
con microondas de escala de planta piloto a
escala industrial. Las propiedades dieléctricas
y perfiles de temperatura se midieron durante
la elaboracion de puré de chicharos verdes y
puré de zanahoria de 20 a 130 ° C en un
sistema de flujo continuo de microondas a una
potencia de 5 kW. Para el nivel industrial, el
puré de chicharos verdes y el puré de
zanahoria fueron procesados en un sistema de
microondas de 60 kW. En la propuesta, los
autores incluyeron mezcladores estaticos a la
salida de cada uno de los aplicadores de
microondas, con los que la uniformidad de
temperatura fue mejorada. En este estudio, no
se comprobd la letalidad de algun
microorganismo de interés.

Conclusiones

Varios estudios han demostrado el uso de
microondas como una tecnologia con alto
potencial para ser aplicada a nivel industrial,
algunos ejemplos de su aplicacion para
pasteurizacion de alimentos incluyen leche,
jugos, agua de coco, salsa con queso y purés,
sin efectos negativos en la calidad de los
alimentos pasteurizados. El uso de microondas
se ha desarrollado a escala piloto y de nivel
comercial, sin embargo, hay que considerar la
composicion de los materiales para el correcto
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disefio 6 seleccion del tipo de equipo.
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Probioticos: resistencia gastrointestinal y microencapsulacion
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Resumen

Los probioticos constituyen una interesante alternativa en la prevencion y tratamiento de algunas
enfermedades humanas; y para ejercer dichos efectos benéficos a la salud, la concentracion de bacterias
probiéticas vivas que se requiere es aproximadamente de 10’ UFC /g. La microencapsulacion es una de las
tecnologias que pueden usarse para mantener la viabilidad de las bacterias probidticas durante el transito
por el tracto gastrointestinal. Existen varios estudios relacionados con la microencapsulacion de
probioticos usando diferentes tipos de matrices encapsulantes. Sin embargo, no s6lo es importante la
microencapsulacion y supervivencia de los probioticos durante el proceso de microencapsulacion sino que
también es importante que éstos se mantengan vivos en el material encapsulante y que lleguen vivos hasta
el intestino en donde haran su funcidon benéfica en el huésped.

Palabras clave: probidticos, microencapsulacion, tracto gastrointestinal, flora intestinal.
Abstract

Probiotics are an interesting alternative to prevent and treat some humane gastrointestinal illnesses; and to
exert health benefits, the concentration of live probiotics bacteria is required of approximately 10’ CFU/g.
Microencapsulation is a technology that can be used to maintain the viability of probiotics along the
transit through the gastrointestinal tract. Actually, there are several of studies regarding the
microencapsulation of probiotics using different types of encapsulating agents. However, is important the
microencapsulation process and surviving of the probiotics during encapsulation process is not the only
important issue but to maintain probiotics alive in the encapsulation matrix as well as to make possible
that they reach to the intestine alive where they will provide their beneficial function inside the host.

Keywords: probiotics, microencapsulation, gastrointestinal tract, gut flora.

Introduccion constituidas principalmente por especies de

lactobacilos y bifidobacterias; éstas juegan
La microbiota intestinal de un adulto sano es un papel importante en la salud del huésped.
relativamente estable. Contiene diversas El desbalance de la microbiota benéfica
poblaciones bacterianas benéficas puede contribuir al desarrollo de diferentes

trastornos en los que se incluyen infecciones

"Programa de Maestria en Ciencia de Alimentos . . . iy
Tel.: +52 222 229 2126, fax: +52 222 229 2727 del tracto gastrointestinal, ~constipacion,

Direccion electronica: veronica.rodriguezgo@udlap.mx sindrome de colon irritado, enfermedad
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inflamatoria del colon y alergias, entre otras.
Para prevenir estos riesgos, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) ha recomendado
explotar el potencial terapéutico 'y
profilactico de microorganismos benéficos o
probidticos (Alvarado-Rivas y Diaz-Rivero,
2009).

Los probiodticos son definidos como
microorganismos no  patdgenos, que
ingeridos, pueden ejercer una influencia
positiva en la salud del consumidor. En los
probidticos estan incluidas bacterias acido
lacticas, las bifidobacterias y algunas
levaduras (especialmente Saccharomyces)
presentes en alimentos tales como las leches
fermentadas, suplementos alimenticios o
medicamentos (Marteau y Shanahan, 2003).
En la actualidad, los suplementos
alimenticos que contienen  bacterias
probidticas viables son cada vez mas
reconocidos por los beneficios que éstos
pueden aportar a la salud (Komenan et al.,
2009). Estos organismos tienen que resistir
las condiciones adversas encontradas en el
tracto gastrointestinal superior del huésped.
Sin embargo, muchas bacterias probidticas
carecen de la habilidad de sobrevivir a

condiciones extremas de acidez y a
concentraciones de sales biliares
comunmente encontradas en el tracto

gastrointestinal (Ding y Shah, 2009). Debido
a ello, es necesario que los microorganismos
sean protegidos con una barrera fisica que
evite su exposicion a las condiciones
adversas del entorno. Una alternativa es la
microencapsulacion que consiste en el
recubrimiento de pequenas cantidades de un
determinado compuesto o agente bioldgico
mediante un material protector,
generalmente de naturaleza polimérica
(Ferrer y Dalmau, 2001). El objetivo de la
inmovilizacion o microencapsulacion de los
microorganismos probioticos es aumentar su
integridad y supervivencia para que sean
capaces de resistir las condiciones extremas
del tracto digestivo, asi como su estabilidad
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en productos alimenticios y puedan ejercer
una accion positiva en la salud del
consumidor (Vidal, 2006).

En el presente articulo se realiza una
revision general de bacterias probidticas
dentro del contexto de la flora intestinal del
humano, los efectos benéficos sobre la salud
y los problemas que éstos presentan durante
su paso por el sistema gastrointestinal; asi
mismo se revisan conceptos basicos de
microencapsulacion de probioticos.

Revision bibliografica
1. Tracto gastrointestinal

En el humano, el tracto gastrointestinal
constituye la principal superficie de
intercambio y comunicacion entre el medio
interno y el medio ambiente externo que lo
rodea. Es una de las principales zonas del
cuerpo que se pone en contacto con agentes
ambientales potencialmente nocivos tales
como las Dbacterias, virus, toxinas y
alérgenos.  Desempefia una  funcién
primordial en la defensa del organismo
frente a estos factores perjudiciales (Sanz et
al., 2006; Guarner, 2007). En el humano
adulto, la mucosa gastrointestinal alcanza
una superficie de 300 a 400 metros
cuadrados considerando la superficie total
con las vellosidades desplegadas; esta dotada
de estructuras y funciones (sensores,
receptores, glandulas, secreciones, actividad
mecanica, etc.) adaptadas especificamente al
reconocimiento analitico y bioquimico de las
sustancias que transitan por el tubo
digestivo. Como resultado de la actividad del
tracto gastrointestinal, el individuo obtiene
dos importantes beneficios: nutricion, por la
digestion y absorcion de nutrientes, agua y
vitaminas del alimento y defensa, por
reconocimiento de elementos externos,
desarrollo de sistemas de prevencion y
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rechazo de posibles agresiones provenientes
del mundo exterior (Guarner, 2007). Ambas
funciones dependen, no solo de los
componentes estructurales y funcionales de
la mucosa intestinal y del sistema inmune
asociado, sino también de la presencia y
actividad de las comunidades microbianas
residentes y en transito. La microflora
intestinal se puede considerar como un
“Organo” mds, que estd perfectamente
integrado a la fisiologia del individuo. Los
dos elementos funcionales (tubo digestivo y
microflora) son interdependientes y su
equilibrio condiciona la homeostasis del
individuo dentro de su entorno ambiental
(Sanz et al., 2006; Guarner, 2007).

A principios del siglo XX, muchas
funciones de la flora intestinal eran
completamente desconocidas; fue hasta
finales del siglo cuando se esclareci6 que la
microflora intestinal tenia varias funciones
importantes en el organismo (Del Piano et
al., 2006). La flora intestinal es un complejo
ecosistema colonizado por varias especies de
microorganismos. Este  ecosistema es
amplio, tanto cuantitativamente como en
términos de diversidad; los integrantes mejor
conocidos son las bacterias, pero también la
integran virus, hongos y protozoos, aunque
estos dos ultimos so6lo representan el 0.05 y
1% del ecosistema, respectivamente
(Guarner, 2002; Hart et al., 2002). La
distribucion de las  bacterias  varia
ampliamente a lo largo del tracto
gastrointestinal. La concentracion bacteriana
es creciente desde tramos digestivos
superiores, como el estomago (>10° UFC/g)
o el yeyuno (10°-10° UFC/g), hasta
segmentos distales como el ileon (107-10°
UFC/g) y el colon (10''-10" UFC/g). Esta
comunidad bacteriana consta de unas 1200
especies y mds de 7000 cepas. La
composicion de las especies varia con el
desarrollo, la edad y la influencia del
ambiente externo del individuo (Hart et al.,
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2002; Del Piano et al., 2006).

La flora gastrointestinal tiene una parte
estatica residente (especies nativas) y una
parte transitoria, el volumen de la ultima
depende de la composicion de la microflora
nativa, del ingreso de microorganismos
oportunistas y de la destruccion relativa
causada por factores exdgenos como el
estrés, uso de antibidticos, radioterapia o
quimioterapia,  gastroenteritis,  cambios
dietéticos y situacion inmunoldgica de
huésped, entre otros, que inducen cambios
cualitativos y cuantitativos importantes en el
organismo (Collins y Gibson, 1999;
Vanderplass, 2002). Las bacterias nativas se
adquieren al nacer y durante el primer afio de
vida, mientras que las bacterias en transito se
ingieren continuamente a través de los
alimentos (Guarner, 2007). A los dos afios
de edad, la flora establecida en el tracto
gastrointestinal es practicamente definitiva,
de modo que cada individuo mantiene una
flora predominante, variable y relativamente
estable; sin  embargo, puede haber
modificaciones transitorias que suelen ser
reversibles (Guarner, 2002).

La flora residente en el tubo digestivo
previene la invasiéon de microorganismos
patdgenos debido al llamado ‘“‘efecto
barrera”. Esta flora ocupa las fosas
ecoldgicas accesibles y administra, consume
y agota todos los recursos para la
proliferacion de otras bacterias (Guarner,
2002). Intervienen también en el desarrollo
normal del sistema inmunitario y en la
regulacion de respuestas contra patogenos;
son esenciales para el establecimiento y el
mantenimiento de la tolerancia inmunitaria
de las mucosas; participan en varios
procesos fisioldgicos tales como la digestion
y motilidad y en funciones metabdlicas del
organismo tales como la produccion de
vitaminas (Del Piano et al., 2006; Pena,
2007).
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2. Probidticos

El  reconocimiento de  determinados
microorganismos que pueden ejercer efectos
saludables en el huésped ha cobrado especial
atencion en los ultimos afios. A dichas
especies se les conoce como probioticos
(Guarner, 2002); que, cuando son
administrados en dosis adecuadas, ejercen un
efecto benéfico en la salud del huésped mas
alla de lo exclusivamente nutricional
(Mombelli y Gismondo, 2000; McMaster et
al., 2005; Miranda-Novales, 2008). Los
probidticos deben ser de origen humano, no
patdgenos, resistentes al procesamiento,
estables en secreciones acidas y biliares,
adherirse a la pared epitelial, tener capacidad
de persistir en el tracto gastrointestinal y
tener influencia en la actividad metabdlica
local del organismo (Miranda-Novales,
2008). El uso de bacterias probiodticas como
complemento en la dieta, puede proveer
varios beneficios en el sistema digestivo. El
mas frecuentemente mencionado, es que
ayuda a controlar los microorganismos

Tabla I. Microorganismos probidticos en humanos *

indeseados en el tracto gastrointestinal (Zhao
et al., 2008), asi como también ayudan con
problemas relacionados con la intolerancia a
la lactosa, gastroenteritis aguda, alergia a
algin  alimento,  dermatitis  atdpica,
enfermedad de Crohn, artritis reumatoide y
cancer de colon, entre otros (Anal y Singh,
2007).

El grupo de bacterias acido lacticas que
comprenden a los Lactobacillus, asi como
las bifidobacterias, son los microorganismos
probidticos tipicamente asociados con el
tracto gastrointestinal humano. En la Tabla I
se muestran las cepas mas reportadas en la
literatura y las mds utilizadas en alimentos
fermentados, especialmente en productos
lacteos. También se utilizan especies de
bacterias no patéogenas tales como
Streptococcus, Enterococcus y levaduras
como Saccharomyces boulardii, ademas de
ser “Generalmente Reconocidos como
seguros” (GRAS) (Nomoto, 2005, Anal y
Singh, 2007; Rokka y Rantamiki, 2010).

Microorganismos

Lactobacillus acidophilus

L. plantarum

L. casei

L. casei spp. Rhamnosus

L. delbruekii spp. bulgaricus
L. fermentum

L. reuteri

Saccharomyces boulardii

Lactococcus lactis spp. lactis

Bifidobacterium bifidum

B. infantis

B. adolescentis

B. longun

B. breve

Strep. salivarius spp. thermophilus
Enterococcus faecalis
Entericoccus faecium

Lactococcus lactis spp. cremoris

* Adaptado de Anal y Singh, 2007; Rokka y Rantaméki, 2010.
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Los aspectos a considerar para la
seleccion de probidticos se enlistan a
continuacion (Peregrina et al., 2006):

a) Estado fisiologico del microorganismo
probidtico adicionado (fase de crecimiento)
al sistema bioldgico.

b) Condiciones de almacenamiento del
producto, tales como temperatura y humedad
relativa.

¢) Composicion quimica del sistema en el
cual se afade el probiotico (acidez,
carbohidratos  disponibles, fuentes de
nitrégeno, contenido de minerales, actividad
de agua, oxigeno, entre otros).

d) Posibles interacciones del probidtico con
otros cultivos iniciadores (produccion de
bacteriocinas, antagonismo y sinergismo).

3. Efecto de probidticos en el sistema
gastrointestinal

El efecto benéfico de los probidticos esta
relacionado con su habilidad para interactuar
y adherirse a la pared intestinal. La adhesion
de las bacterias probidticas al intestino
ocurre por la asociacion de las bacterias con
la mucosa o por adherencia al epitelio; para
ello, debera de haber una interaccion de
fuerzas atractivas y repulsivas entre las
superficies participantes (Ifiiguez-Palomares
et al, 2006). Las bacterias probioticas tienen
efectos benéficos en el epitelio intestinal
ejerciendo acciones diversas sobre la salud
del individuo mediante distintos mecanismos
de accion (Ewaschuk y Dieleman, 2006).

3.1. Alteracién de flora intestinal

Los probidticos suprimen el crecimiento e
invasion de patogenos por varias maneras:
excluyendo completamente a las bacterias
patdgenas porque ellas ocupan el espacio
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fisico en la capa de la mucosa y las células
epiteliales y consumiendo los sustratos que
podrian estar disponibles para otros
microorganismos, incluyendo patégenos. Por
otro lado, los probidticos generan
microambientes inapropiados para los
patogenos al secretar sustancias inhibidoras
de crecimiento tales como perdxido de
hidrégeno, acidos organicos y bacteriocinas
(Krasaekoopt et al., 2003; Ewaschuk y
Dieleman, 2006).Tal es el caso de los
Lactobacillus spp., los cuales pueden ayudar
a prevenir o tratar diversas enfermedades
gastrointestinales, ya sea, impidiendo Ila
ocupacién de sitios especificos en el tracto
gastrointestinal o produciendo sustancias
antagonicas como los acidos grasos de
cadena corta, peroxido de hidrégeno o acido
lactico, que disminuye el pH del medio,
impidiendo el desarrollo de diversos
microorganismos (Garcia et al., 2009). La
razébn para utilizar probidticos en diarrea
infecciosa, por ejemplo, se fundamenta por
la competencia de éstos por los nutrientes y
sitios de unidon intestinal con los
enteropatogenos; se crea ademds un
microambiente acido y mecanismos de
defensa especificos y no especificos
(Miranda-Novales, 2008). Rolfe (2000)
reporta que las bacterias 4acido lacticas
inhiben el crecimiento de muchos patdégenos
entéricos, incluyendo Salmonella
typhimurium,  Staphylococcus  aureus,
Escherichia coli, Clostridium perfringens y
Clostridium difiile; algunas de estas
bacterias acido lacticas han sido usadas en
humanos y animales para tratar diferentes
desordenes gastrointestinales.

3.2. Alteracién del sistema inmune de la
mucosa

La presencia de probidticos ha mostrado
varias modificaciones en la respuesta
inmune; estos incluyen aumento de la
produccion de anticuerpos, aumento de
fagocitos, aumento de la actividad de las
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células K y facilidad de captacion de
antigenos en la placa de Peyer (Ewaschuk y
Dieleman, 2006). Los probidticos aumentan
la actividad de las hidrolasas de las sales
biliares que se unen al colesterol ayudando a
su eliminacion, por lo que tienen un efecto
hipocolesterolémico. Mediante la produccion
de triglicéridos de cadena corta inhiben la
sintesis de colesterol o lo redistribuyen desde
el plasma al higado y por de-conjugacion de
las sales biliares, evitan que éste se
reabsorba utilizdndolo para la sintesis de
acidos biliares. Mediante la supresion del
crecimiento de bacterias indeseables, que
convierten  los  procarcindgenos  en
carcinogenos, el consumo de enzimas
procarcinogénicas o a través de la
produccion de sustancias inhibidoras de
dichas enzimas, es posible que disminuyan
el desarrollo de determinados tumores
(Ferrer y Dalmau, 2001; Rodriguez et al.,
2003).

3.3. Mejora de la funcién de la barrera

Varios probidticos pueden aumentar la
funcion de la barrera en el epitelio intestinal,
por ejemplo el Lactobacillus GG mejora
dicha funcion porque inhibe la apoptosis en
las células del epitelio intestinal (Ewaschuk
y Dieleman, 2006). Algunas bacterias
probidticas producen P-galactosidasa la cual
es benéfica para las personas que son
intolerantes a la lactosa. Por ejemplo,
Lactobacillus delbrueckii ssp., L. bulgaricus
y Streptococcus thermophilus, producen
dicha enzima en el yogurt; sin embargo,
estas bacterias tienen una baja tolerancia a
las sales biliares (Krasaeckoopt et al., 2003).

4. Factores que afectan la supervivencia de
probidticos en el sistema gastrointestinal

Para ejercer un beneficio a la salud, la
concentracion de bacterias probidticas vivas
que se requiere consumir es de
aproximadamente 10’ UFC/g en el producto.
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La viabilidad y actividad de los probioticos
son necesarias en el intestino humano por lo
que deberian soportar las condiciones
adversas  encontradas en el tracto
gastrointestinal del huésped (Ding y Shah,
2009). Los factores que pueden influenciar
fuertemente en la capacidad del probiotico
para sobrevivir en el producto y su actividad
dentro del tracto gastrointestinal del huésped
son:

a) Acidez gastrica: las pruebas de acidez
gastrica son imprescindibles ya que las
respuestas varian de una especie a otra. El
pH del estomago es de 1.5 y segiin Chou y
Weimer (1999) el tiempo promedio de
transito del alimento, desde que entra hasta
que sale del estobmago, es de 90 minutos. Las

pruebas in vitro de resistencia de
microorganismos  susceptibles de  ser
catalogados como  probidticos  deben

verificar que éstos sean capaces de resistir
estas condiciones sin perder viabilidad
(Gonzalez y Gonzalez-Martinez, 2006).

b) Sales biliares: por otro lado, en el
intestino  delgado, el obstaculo mas
importante para los microorganismos son las
sales biliares. Para que los probidticos
puedan ejercer sus efectos beneficiosos
deberan resistir la accién de este bactericida
natural. La concentracion de sales biliares en
el intestino humano es variable y dificil de
predecir (Chou y Weimer, 1999; Gonzalez y
Gonzalez-Martinez, 2006).

c) Adherencia al mucus y las células
epiteliales: la capacidad de adhesion a las
células epiteliales del intestino es un criterio
importante para la seleccion de los
probioticos. Solo las cepas que se puedan
adherir a las mucosas y células epiteliales
podran llevar a cabo una colonizacion
efectiva y ejercer los efectos beneficiosos en
el huésped. Es mas importante la capacidad
de adhesion que el tamano de la bacteria a la
hora de competir con el resto de la flora
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intestinal que no se adhiere a la mucosa. Si
la capacidad de adhesion no es adecuada, la
concentracion de probiodticos seria diluida,
hasta un nivel insignificante, después del
consumo de alimentos o bebidas (Gonzélez y
Gonzalez-Martinez, 2006).

d) Flora competitiva: el probidtico debera
tener la habilidad para reducir la adhesion de
la flora competitiva, ademés de la actividad
antimicrobiana que favorezca el
desplazamiento de patogenos (Sanz et al.,
2003).

e) Antibioticos: el probidtico debera tener
resistencia a los antibidticos de amplio
espectro. Una de las funciones de los
microorganismos probidticos es su eficiencia
para restablecer el equilibrio de la flora
intestinal  después de la  terapia
antimicrobiana (Peregrina et al., 2006).

5. Microencapsulacion de probioticos

A pesar de los efectos benéficos de los
probidticos, existe el problema de su
estabilidad en productos alimenticios. Una
alternativa a la liberacion de bacterias vivas
directamente en el tracto gastrointestinal, es
a través del uso de microcépsulas (McMaster
et al., 2005). Se han desarrollado técnicas de
microencapsulacion y se han aplicado con
éxito usando diversas matrices para proteger
las células bacterianas del dafio causado por
ambientes externos (estrés ambiental,
oxigeno, sales biliares, 4cido, etc.),
garantizando y mejorando su supervivencia
durante el transito gastrointestinal 'y
aumentando su estabilidad (Del Piano et al.,
2006). La microencapsulacion es un proceso
en el cual las células son envueltas por una
capa que produce cépsulas que van del orden
de micrometros hasta milimetros de
didmetro. La microencapsulacion permite
separar el nucleo funcional (bacterias
probiodticas) del ambiente externo por medio
de una capa protectora, para su posterior
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liberacion en el colon (Krasaekoopt et al.,
2003; Del Piano et al., 2006). Se debe elegir
un sistema que aumente la supervivencia y
estabilidad de la bacteria; pueden incluirse
estructuras biopoliméricas para protegerlas y
lograr un incremento en la liberacion de las
células viables (Komenan et al., 2009).

Las técnicas de microencapsulacion son
ampliamente  utilizadas en  aditivos
alimentarios, preparacion de enzimas Yy
productos microbiologicos. La
microencapsuacion puede cambiar la forma,
la cantidad y el volumen del material base,
controlar la liberacion del principio activo y
protegerlo (Zhao et al., 2008) contra
cambios adversos. Las técnicas mas
comunmente usadas para microencapsular
probioticos son la extrusion, la emulsion y el
secado por aspersion. El tamafio de los
microencapsulados es de suma importancia
por la influencia que éste puede tener en las
propiedades sensoriales del alimento al cual
seran incorporados (Rokka y Rantamiki,
2010). El secado por aspersion es una buena
alternativa  entre  los  métodos de
encapsulacion, debido a que se puede
producir a gran escala y a bajo costo (Zhao
et al., 2008). Hasta la fecha, se han utilizado
como materiales encapsulantes gomas
comestibles tales como el alginato, «-
carragenina, algarrobo, goma xantana, goma
guar,  carboximetilcelulosa,  polimeros
derivados de celulosa y pectina, entre otras
(McMaster et al., 2005; Anal y Singh, 2007,
Ding y Shah, 2009).

Krasaekoopt et al. (2003) mencionan que
la encapsulacion facilita la fabricacion de
productos lecheros fermentados, en donde la
bacteria tiene caracteristicas constantes, alta
estabilidad durante su almacenamiento y
productividad, con respecto a las bacterias
no encapsuladas. Se han reportado varias
técnicas para la microencapsulacion, usando
gelatina o gomas vegetales para proveer
proteccion de Bifidobacterium y
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Lactobacillus en condiciones acidas (Del
Piano et al., 2006; Ding y Shah, 2009;
Rokka y Rantamiki, 2010).

6. Supervivencia de probioticos
microencapsulados en el tracto
gastrointestinal

De manera general, el objetivo de la
microencapsulacion de  probiodticos es
protegerlos durante el paso a través del
estobmago y liberarlos en el 6rgano al cual
van destinadas: el colon. Aqui deberan estar
presentes en cantidad suficiente para tener
un impacto en la salud del huésped (Del
Piano et al., 2006; Rokka y Rantaméki,
2010). La supervivencia de las bacterias
probidticas, en condiciones gastricas,
depende ampliamente de la estabilidad de la
cepa usada, asi como de los materiales
utilizados para la microencapsulacion
(Rokka y Rantamiki, 2010). La evaluacién
de la resistencia de las cepas probidticas es
comunmente estudiada bajo condiciones
fisiolégicas simuladas (en jugo gastrico,
sales biliares y jugo pancreatico). Se han
realizado pruebas in vitro utilizando jugo
gastrico simulado; el cual consiste
tipicamente en una solucién de pepsina y
cloruro de sodio ajustada a pH de 1-3 con
acido clorhidrico. La solucion intestinal
simulada consiste en bilis de bovino o
puerco y varios tipos de extractos
pancreaticos a un pH de 7.4-7.5 (Del Piano
et al., 2006; Rokka y Rantaméki, 2010).

Se han realizado diversos estudios in vitro
simulando las condiciones gastrointestinales
y utilizando diferentes materiales
encapsulantes que protegen a las bacterias
probidticas incrementando su supervivencia
(Ainsley et al., 2007). Estudios realizados
por McMaster et al. (2005) quienes
encapsularon Bifidobacteruim lactis usando
una mezcla de gelatina hidratada y goma
xantana, probaron que la supervivencia de
las bifidobacterias después de un periodo de
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almacenamiento en buffer fosfato de sodio
(pH 7), fue mayor que las bacterias sin
encapsular. Ding y Shah (2009) y Ki-Yong y
Tae-Ryeon, (2000) utilizando diferentes
bacterias (Lactobacillus rhamnosus, L.
salivarius, L. plantarum, L. acidophilus, L.
paracasei, Bifidobacteruim longum KCTC
3128, entre otras) y materiales encapsulantes
como goma xantana, carragenina y alginato
de calcio, obtuvieron resultados similares; en
general las microcapsulas mejoraron la
supervivencia de las bacterias probioticas
expuestas en condiciones acidas y con sales
biliares.

Conclusiones

La flora intestinal constituye un complejo
ecosistema que desempefla una importante
funcién en la salud del humano y debido a
esto es posible hacer uso de bacterias
probiodticas para prevenir la invasion de
patogenos, contrarrestar alteraciones del
sistema inmune y de manera general
restablecer el equilibrio normal de esa flora.
Debido a que la viabilidad y actividad de los
probidticos es necesaria en el sistema
gastrointestinal, estos  microorganismos
deben soportar las condiciones adversas de
acidez y sales biliares que se encuentran en
el sistema gastrointestinal. La
microencapsulacion puede ayudar a los
probidticos a sobrevivir durante el paso a
través del estobmago permitiendo que lleguen
al colon en una cantidad considerable para
que puedan ejercer efectos benéficos a la
salud del huésped. La microencapsulacion,
como técnica para proteger compuestos
activos delicados, usando diferentes tipos de
gomas, es una alternativa para la produccion
y proteccion de probidticos que podrian
usarse como suplementos alimenticios para
la contribucion de la salud del humano.
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Resumen

Esta revision bibliografica presenta una breve descripcion del mecanismo de accidon de algunos factores de
estrés microbiano, que al aplicarlos de manera combinada, dan lugar a la llamada conservacion por
métodos combinados o tecnologia de obstaculos. La estabilidad microbiana y la seguridad de muchos
alimentos se basan en la combinacion de varios factores (obstaculos). El concepto obstaculo explica el
hecho de que las interacciones complejas entre factores de estrés microbiano tales como aw, pH,
temperatura y adicion de antimicrobianos, son significativas para la estabilidad microbiana de los
alimentos. Se toma como ejemplo de aplicacion de esta tecnologia a las frutas, que por su naturaleza acida
y dulce, permite de manera relativamente sencilla y econdmica, la aplicacion combinada de factores para
conservarlas. Asi mismo, se incluyen resultados de algunas investigaciones en la aplicacion de la
tecnologia de obstaculos en la conservacion de frutas por periodos prolongados.

Palabras clave: métodos combinados, pH, actividad de agua, agentes antimicrobianos, bacterias, mohos.
Abstract

This review presents a brief description of the mechanism of action of some microbial stress factors which
when applied in combination offer the so-called preservation by combined methods or hurdle technology.
Microbial stability and safety of many foods are based on a combination of several factors (hurdles). The
hurdle concept explains the complex interactions between microbial stress factors such as aw, pH,
temperature, and addition of antimicrobials which are significant to the microbial stability of foods. A
good example of the application of this technology is in fruits, which result in a simple and economic
application of combined methods due to its acid and sweet nature. This review also includes research
results on the application of hurdle technology in the preservation of fruits for extended periods.

Keywords: combined methods, pH, water activity, antimicrobial agents, bacteria, molds.

Introduccion su vida util o de anaquel es relativamente

corta. En algunos casos el almacenamiento
Las frutas forman un grupo muy variado de refrigerado puede prolongar la vida util de
alimentos y son una fuente importante de las frutas frescas. Sin embargo, para
nutrientes  para los seres humanos. La aprovechar las frutas por periodos
mayoria de las frutas se pueden consumir en prolongados es necesario transformarlas en
su estado fresco; y con algunas excepciones productos menos perecederos mediante el
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empleo de diversas técnicas o metodologias
de conservacion. Estas metodologias se
basan en eliminar todos aquellos
microorganismos patdgenos y disminuir y
controlar la proliferacion de la flora
deteriorativa, asi como en la inactivacion de
todas las reacciones bioquimicas, producto
de la actividad enzimatica, que pueden
deteriorar el producto (Vergara y Lopez-
Malo, 2004).

Una forma simple y de bajo costo para la
conservacion de frutas es la tecnologia de
los obstaculos o métodos combinados, la
cual se basa en la aplicacién simultinea de
varios factores de conservacion, que por si
mismos aplicados de forma individual no
son suficientes para conservar el alimento.
Estos factores se aplican en forma leve, de
tal manera que cada uno de ellos es un
obstaculo para el crecimiento de los
microorganismos, pero causa un dafio
minimo a la calidad del producto (Fernandez
y Sluka, 2005).

El fundamento de la aplicacion de
métodos combinados es exponer a las células
vegetativas de los  microorganismos
simultaneamente a varios factores adversos,

de manera que los  mecanismos
homeostaticos que poseen los
microorganismos y que son altamente

consumidores de energia, trabajen de mas al
tratar de ajustarse al medio. De este modo,
los microorganismos no tendran energia
disponible  para el crecimiento vy
reproducciéon por lo que quedardn en un
estado latente o moriran (Yafiez y Reyes,
2006).

La importancia practica de la tecnologia
de obstaculos es reconocida por la industria
alimentaria y es ampliamente empleada en el
disefio de nuevos productos, en el cual se
busca desarrollar productos de alta calidad
que cubran necesidades especificas. Los
obstaculos que se elijan deben mantener la
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seguridad, una calidad parecida a la de los
productos frescos, y aumentar la vida de
almacenamiento del producto (Wiley, 1994).

El objetivo de este trabajo es hacer una
revision de estudios, en los que se haya
evaluado la aplicacion de métodos
combinados en frutas para su conservacion.

Revision bibliografica
1. Frutas

Las frutas son un conjunto de alimentos
vegetales que proceden del fruto de
determinadas plantas, ya sean hierbas como
la melonera o arboles como el manzano y
poseen un sabor y un aroma caracteristico.
Aun después de cosechadas, las células de
las frutas no mueren inmediatamente. Sin
embargo, para no morir y seguir siendo
comestibles, las células vegetales requieren
energia. Esta la obtienen de la oxidacion de
nutrientes ricos en energia, principalmente
carbohidratos, almacenados en las células.
Comunmente se utiliza oxigeno y se elimina
bioxido de carbono a medida que estos
constituyentes almacenados son empleados
como fuente de energia. Este proceso que es
llamado respiracion, entre mas lento sea, las
células pueden vivir mas tiempo. El
almacenamiento a bajas temperaturas es la
técnica que mas se utiliza para disminuir la
respiraciéon 'y prolongar el periodo de
almacenamiento durante el cual las frutas
tienen una calidad aceptable. La regulacion
de la concentracion de oxigeno y de bidxido
de carbono en la atmosfera del ambiente
para controlar la respiracion, se emplea en la
actualidad a fin de prolongar la vida de
almacenamiento de ciertas frutas (Vargas et
al., 2000).

La gran variedad de texturas que se
pueden encontrar entre las frutas se debe en
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muchos casos a componentes celulares
especificos y a su relacion con la gran
cantidad de agua presente. (Vergara y
Lopez-Malo, 2004).

Durante la maduraciéon de las frutas
ocurren cambios importantes en el contenido
de sustancias pécticas, celulosas 'y
hemicelulosas lo que contribuye al
ablandamiento. Los procesos de
envejecimiento de las frutas, después de
alcanzar la maduracién, en general se
acompafian de un ablandamiento de los
tejidos, muchas veces atribuido a la accion
de las enzimas naturalmente presentes las
frutas. Las enzimas hidrolizan a la pectina en
un punto donde se pierde su accién como
gelificante. La enzima responsable de esto es
conocida como pectinmetilesterasa o
pectinesterasa (Vergara y Lodpez-Malo,
2004).

Los tejidos de las frutas danados
expuestos al aire sufren un oscurecimiento
rapido debido a la accion de las enzimas

peroxidasa y polifenoloxidasa, las que
catalizan la oxidacion de compuestos
fendlicos incoloros a o-quinonas que

producen pigmentos marrones u 0SCuros por
polimerizacion o reaccionan con las
antocianinas (Badui, 2006).

La composicién proximal en general de
las frutas es de un 85% de agua, 13% de
carbohidratos, 0.9% proteina, 0.5% de grasa
y 0.5% de cenizas; el contenido de vitaminas
y otros compuestos organicos difiere segin
la especie. Este contenido de nutrientes
favorece el crecimiento de bacterias,
levaduras y mohos. Sin embargo, el pH de
las frutas es inferior al nivel que
generalmente  favorece el crecimiento
bacteriano, lo que explica la ausencia de las
bacterias en el deterioro de frutas. El
intervalo de pH al cual crecen las levaduras
y los mohos es inferior a 4.0, de ahi que
estos microorganismos son considerados
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como los principales causantes del deterioro
de frutas (Jay et al., 2006).

2. Factores de estrés microbiano
2.1 Actividad de agua

El término contenido de humedad se emplea
para referirse a la cantidad de agua presente
en un alimento (Welti-Chanes y Vergara,
1997). La actividad de agua (aw) puede ser
considerada como una medida indirecta del
agua que estad disponible en un producto para
participar en  diferentes  reacciones
deteriorativas 'y en el crecimiento
microbiano (Fennema, 2000). Por lo tanto,
hay una relacion estrecha entre la estabilidad
de un producto y su actividad de agua.

Christian (2000) menciona que la ay
Optima para el crecimiento de la mayor parte
de los microorganismos esta en el intervalo
0.99-0.98. Cuando un microorganismo se
coloca en una solucion acuosa concentrada
de un soluto de a, reducida, el agua es
extraida del citoplasma de la célula y se
pierde la presion de turgor. Gould (1998)
seflala que la homeostasis (o equilibrio
interno) se perturba y el organismo no se
multiplica pero permanece en fase lag hasta
que se restablezca el equilibrio. El
microorganismo reacciona para recuperar el
agua perdida acumulando en el citoplasma
los llamados solutos compatibles hasta que
la osmolaridad interna sea ligeramente
mayor a la de la solucion y asi el agua
vuelve a entrar en la célula. Se restablece la
presion de turgencia (estado de rigidez de la
célula) y el microorganismo continua
creciendo. Los solutos compatibles no
interfieren con las actividades normales de la
célula y pueden ser sintetizados dentro de la
misma o transportados desde el medio. En
cualquiera de los dos casos, el proceso
consume energia y, por lo tanto, la energia
disponible para el crecimiento disminuye. Si
la reduccién en la ay es extrema, la célula
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microbiana es incapaz de reparar la
homeostasis y no puede ya proliferar e
incluso puede morir. La capacidad osmo-
regulatoria, y en consecuencia los limites de
ay que permiten el crecimiento, difieren
entre los microorganismos.

En general, las bacterias de deterioro
comunes se inhiben a a,, aproximadamente
0.97; los clostridios patdgenos a ay, 0.94, y la
mayoria de los Bacillus a a, 0.93.
Staphylococcus aureus es el patogeno que
posee mayor tolerancia a la a,, y puede crecer
en aerobiosis a ay de 0.86. Muchos mohos y
levaduras son capaces de proliferar a ay
debajo de 0.86; algunas levaduras
osmofilicas y hongos xerofilos pueden
crecer en forma lenta a a,, ligeramente mayor
a 0.60. En consecuencia, para conservar un
alimento utilizando como factor de estrés
sOlo la reduccion de ay, ésta debiera
disminuirse a 0.60. Los alimentos totalmente
deshidratados, por ejemplo, tienen valores de
ay aproximadamente iguales a 0.30 para
controlar no sélo el crecimiento microbiano
sino también otras reacciones de deterioro
(Leistner, 2000).

2.2 Potencial de hidrogeno (pH)

Booth y Stratford (2003) mencionan que el
pH es uno de los obstaculos mas importantes
en la conservacion de frutas de alta humedad
minimamente procesadas, debido a que
juega el principal papel en la determinacion
del tipo de microorganismos que pueden
crecer, el indice de crecimiento, su
resistencia térmica y la actividad de los
agentes antimicrobianos. Hocking y Pitt
(2009) realiz6 estudios en los que identifico
que los mohos y las levaduras son los
microorganismos ~ mas  acido-tolerantes
encontrados en los alimentos. Son capaces
de crecer y causar deterioro en alimentos con
pH por debajo de 4. En alimentos
conservados mediante acidificacion por
adicion de acido, su velocidad de
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crecimiento y su indice de produccion de
metabolitos como productos finales, puede
exceder a los de las bacterias contaminantes.
El deterioro causado por levaduras,
regularmente limita la vida de anaquel de los
productos de frutas. El crecimiento
microbiano durante el almacenamiento
puede alterar el pH. El metabolismo de los
carbohidratos por los microorganismos
puede generar acidos débiles, especialmente
bajo condiciones anaerobias, los cuales
pueden disminuir el pH. Por el contrario,
cuando el pH aumenta es signo de que las
fuentes fermentables de carbohidratos en el
alimento se han agotado y el metabolismo de
compuestos nitrogenados ha comenzado.
Para controlar el crecimiento microbiano
totalmente, el pH requerido en ausencia de
otros factores de conservacion seria tan bajo
que causaria el rechazo de los productos por
sus caracteristicas sensoriales (Argaiz et al.,
1995).

2.3 Agentes antimicrobianos

Son compuestos que se utilizan para
controlar el crecimiento microbiano; algunos
tienen un alto grado de especificidad contra
cierto tipo de microorganismos, mientras que
otros presentan un espectro de accién muy
amplio y pueden inhibir una gran variedad
de ellos. La efectividad de los
antimicrobianos depende de varios factores
intrinsecos del propio alimento, como son su
composiciéon, pH, el nivel inicial de
contaminacion microbiana y la forma en que
se maneje y distribuya el producto
terminado. Entre los mas comunes estan los
agentes antimicrobianos clasificados como
acidos organicos débiles, como el acido
benzoico y el 4cido sérbico y sus respectivas
sales como el benzoato de sodio y sorbato de
potasio (Sofos, 1989).

La actividad antimicrobiana del benzoato
estd relacionada con el pH, siendo su mayor
actividad a valores de pH bajos. A través de
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la forma no disociada tiene su accion
antimicrobiana, ya que puede penetrar al
interior de la célula y disociarse, lo que da
como resultado un decremento del valor de
pH afectando la respuesta de crecimiento de
microorganismos. El pK del benzoato es
4.20; A pH de 4.0 el 60% lo constituye la
forma no-disociada mientras que a pH de 6.0
la forma no-disociada representa tan solo el
1.5%. El benzoato actia mejor en su forma
no disociada porque facilita la pérdida de
protones en la célula y, por lo tanto, aumenta
la necesidad de energia para mantener el pH
habitual. El sorbato tiene un pK de 4.8; a pH
de 4.0 la fraccion no disociada es
aproximadamente del 80% y a pH de 6.0
solo se encuentra no-disociado un 6% (Jay
et al., 2006).

El crecimiento microbiano en presencia
de agentes antimicrobianos se impide al
inhibir el consumo por la célula de
moléculas de sustrato, tales como
aminoacidos, fosfatos, 4cidos orgéanicos y
similares. La inhibicién de los mohos por el
sorbato de potasio se debe a la inactivacion
de los sistemas enzimaticos tales como la
deshidrogenasa (Sofos, 1989). El benzoato y
sorbato son metabolizados en el cuerpo a
CO; y H,O, de la misma manera que los
acidos grasos de los alimentos (Jay et al.,
2006).

2.4 Temperatura

La temperatura es un factor ambiental que
influye de manera importante en la velocidad
de crecimiento, la actividad metabolica, los
requerimientos nutricionales, la composicion
quimica y la velocidad de captacion de
sustratos de los microorganismos. De esta
manera, durante el tratamiento térmico se
aplican temperaturas mayores a las que el
microorganismo puede crecer, provocando,
de acuerdo a su severidad y tiempo de
aplicacion, inactivacion o lesion subletal de
los microorganismos. El calor causa
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multiples efectos en los componentes
celulares de los materiales biologicos. Sin
embargo, se han identificado cuatro blancos
principales relacionados al dafio térmico
letal y no letal: el ADN, el ARN, los
ribosomas, las membranas citoplasmaticas y
enzimas especificas (Brock y Madigan,
1993).

Por otro lado, la refrigeracion provoca la
inhibicién o inactivacion de algunas células
vegetativas, inhibiciéon del crecimiento de
mesofilos y  termofilos, asi como
disminucién de la velocidad de crecimiento
de los microorganismos  psicrotrofos
(Alzamora et al., 1995).

2.4.1. Escaldado

Es una operacion relacionada con la
transmision de calor, pero no es un proceso
de esterilizacion ni de conservacion. La
finalidad del escaldado es la inactivacion de
enzimas presentes en ciertos alimentos que
posteriormente van a ser enlatados,
congelados o deshidratados. De no proceder
de esta forma, la actividad enzimatica
residual de estos alimentos podria dar lugar a
la aparicion de colores, sabores y olores
indeseables. Ademas el escaldado presenta
una serie de ventajas importantes, ya que al
realizase con agua, es un sistema eficaz de
lavado y limpieza de los alimentos al tiempo
que los reblandece mejorando su textura.
Asimismo, el aumento de la temperatura
provoca el desprendimiento de los gases
ocluidos en el alimento (Seodnes, 2003).
Estos gases son parte del metabolismo
celular, ya que la eliminacion de los gases en
los espacios intercelulares permite que se
genere un vacio relativo (Sanchez-Pineda,
2003) y esta desgasificacion favorece las
operaciones posteriores. Los métodos de
escaldado mas utilizados son la inmersion en
agua caliente y el tratamiento con vapor de
agua y el menos usual es la radiacion por
microondas (Seodnes, 2003). También el
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escaldado contribuye a fijar el color y
retener el sabor (Sanchez-Pineda, 2003).

2.4.2. Refrigeracion

El enfriamiento de un producto frena el
crecimiento microbioldgico y la alteracion
bioquimica, lo que trae como consecuencia
el aumento en la vida 1til del producto. El
almacenamiento a bajas temperaturas reduce
el nivel de respiracion y de maduracion de
las frutas. También es importante el efecto
de la temperatura sobre el tiempo de
germinacion de las esporas fungicas; en la
medida que se cuenta con condiciones de
almacenamiento a temperaturas bajas, el
grado de expansion del micelio se reduce
(Ulloa, 2007).

3. Métodos combinados

Las técnicas de conservacion se aplican para
controlar el deterioro de la calidad de los
alimentos. Este deterioro puede ser causado
por microorganismos y/o por una variedad
de reacciones fisico-quimicas que ocurren
después de la cosecha. Sin embargo, la
prioridad de cualquier proceso de
conservacion es minimizar la probabilidad
de  ocurrencia y  crecimiento  de
microorganismos deteriorativos y patdogenos.
Desde el punto de vista microbiologico, la
conservacion de alimentos consiste en
exponer a los microorganismos a un medio
hostil para prevenir o retardar su
crecimiento, disminuir su supervivencia o
causar su muerte. Leistner y Gould (2002)
mencionan que factores como la acidez, la
limitaciéon del agua disponible para el
crecimiento, la presencia de conservadores,
las temperaturas bajas, la limitacion de
nutrientes, entre otros, contribuyen a la
creacion de un medio adverso para el
crecimiento microbiano.

Para las células vegetativas, en las que la
homeostasis depende de la energia, el
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objetivo es reducir la disponibilidad de
energia, lo cual puede lograrse removiendo

oxigeno, limitando los nutrientes o
reduciendo la  temperatura, o bien,
incrementar la demanda de energia,

reduciendo la actividad de agua o el pH. En
el caso de las esporas, en los que la
homeostasis depende de la estructura del
microorganismo y no de la energia
disponible, el objetivo es dafiar las
estructuras clave o bien, hacer germinar las
esporas (con el uso de altas presiones) y
posteriormente  tratarlas como  células
vegetativas (Alzamora et al., 1995).

La tecnologia de obsticulos (también
llamada métodos combinados, procesos
combinados, conservacion por combinacion,
técnicas combinadas) conserva los alimentos
mediante la aplicacion de factores de estrés
microbiano en combinacion (Leistner y
Gorris, 1995).

En los paises industrializados, con
disponibilidad de energia e infraestructura y
con amplio uso de la refrigeracion, el
concepto de obstaculo se ha aplicado
principalmente a desarrollar una gran
variedad de alimentos con procesamiento
térmico leve, distribuidos en forma
refrigerada o congelada. Por el contrario, en
muchos paises en desarrollo, la refrigeracion
es cara y no estd siempre disponible. De la
misma forma, los procesos de enlatado y los
procesos asé€pticos requieren una inversion
importante y la demanda energética es muy
alta. Por tanto, el énfasis del enfoque
combinado se ha puesto en el desarrollo de
alimentos estables a temperatura ambiente,
con  requerimientos  energéticos, de
equipamiento y de infraestructura minimos,
tanto para el procesamiento como para la
distribucion y el almacenamiento (Leistner y
Gould, 2002).
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3.2. Aplicaciones

Las aplicaciones mas comunes de los
métodos combinados, comprenden alimentos
con a, reducida (por ejemplo por
deshidratacion parcial o por agregado de
sales o0 azucares), usualmente combinada con
acidificacion y adiciéon de antimicrobianos;
alimentos fermentados; alimentos con pH
reducido y antimicrobianos naturales (tales
como hierbas y especias y sus extractos) o
sintéticos; y alimentos envasados con
exclusion del oxigeno (por ejemplo
alimentos envasados al vacio o alimentos
cubiertos con una capa de aceite) (Leistner y
Gould, 2002).

Argaiz (2004) propuso un método para la
conservacion de frutas por medio de la
tecnologia de obstaculos, aplicando el
procedimiento de lavar el producto, pelar,
cortar, escaldar y estabilizar osmdticamente
con un jarabe adecuado de composicion tal
que en el equilibrio se tengan los niveles
deseados de aw, pH y concentracion de
antimicrobianos. Una vez alcanzado el
equilibrio (100-120 horas) la fruta se
reempaca con la minima cantidad de jarabe.

La Tabla I muestra las condiciones de
tratamiento para la conservacion de frutas
por métodos combinados. En todos los casos
se encontr6 que la vida de anaquel a
temperatura ambiente fue superior a 6
meses (Argaiz, 2004).

Lopez-Malo et al. (1994) preservaron
papaya minimamente procesada logrando
una estabilidad microbioldgica y sensorial de
5 meses a 25°C, por medio de la tecnologia
de métodos combinados, reduciendo la aw y
el pH, y adicionando sorbato de potasio y
bisulfito de sodio. Estos autores encontraron
que no hubo diferencias significativas entre
los productos almacenados a 5°C y 25°C,
mostrando una buena aceptabilidad.
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Argaiz et al. (1994) evaluaron la
estabilidad durante el almacenamiento a 5°C
y 35°C de trozos de papaya conservados por
factores combinados aplicando
concentracion osmoética 'y un secado
superficial final. La papaya estabilizada y
deshidratada alcanz6 una aw de 0.97 y un
pH de 3.9. Para ambas temperaturas los
conteos microbianos demostraron que el
producto es estable durante 2 meses. Los
resultados de los andlisis sensoriales
indicaron que los productos fueron iguales
durante las primeras seis semanas y fueron
diferentes pero igualmente preferidos el
resto de los dos meses de almacenamiento.

En duraznos se realizé una sustitucion
parcial de sacarosa por glucosa como
depresor de la actividad de agua y acido
citrico por acido fosférico como acidulante
obteniendo buena aceptacioén, utilizando
como antimicrobianos sorbato de potasio y
bisulfito de sodio (Argaiz et al., 1993).

Entre los productos que representan la
aplicacion racional del enfoque combinado y
que pueden ser almacenados a temperatura
ambiente pueden citarse las frutas de alta
humedad similares a las frescas conservadas
por la interaccion de reduccion de la ay -
tratamiento térmico suave — reduccion del
pH- antimicrobianos (Alzamora et al., 1995).

Las frutas minimamente procesadas
(FMP) por métodos combinados, también
llamadas frutas de alta humedad, son la
respuesta al creciente ¢énfasis de los
consumidores en su demanda por los
productos similares al fresco con una alta
calidad sensorial y nutritiva; que les
garanticen seguridad a su salud, y que
ademas ofrezcan ventajas de facilidad y
comodidad. Esta tecnologia fue desarrollada
con el objeto principal de obtener un
producto con caracteristicas de frescura
(sensorialmente similar al producto fresco),
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Tabla I. Condiciones de tratamiento para la conservacion de frutas por métodos combinados.

Producto aw

Agente depresor de ay

Otros factores de
conservacion

Cereza 0.95-0.96

0.92 -0.96

Durazno

0.94

Manzana 0.98

Papaya 0.98

0.97
Pifa

0.98

Glucosa 51%

Glucosa 40%

Sacarosa, 70% jarabe de
maiz-sacarosa-agua (5/3/1)

Sacarosa, glucosa

Sacarosa 37.5%

Sacarosa 37.5%

Sacarosa 37.5%

AA=1%, EV
pH=3.6
P=75°C, 30’

E=100°C, 5’
pH=3.3-39
S=420-560 ppm
SK=0.1-0.22%

E=100°C, 2’
pH=3.5

S= 150 ppm
SK=0.1%

E=93°C, 2’
pH=3.7

S=150 - 440 ppm
SK=0.1%

E=93°C, 2’
pH=3.8

S= 150 ppm
SK=0.1%

E=100°C, 2’
pH=3.1
S= 150 ppm

SK=0.1%
E=93°C, 2’
pH=3.7

S= 150 ppm
SK=0.1%

AA = écido ascorbico, EV = empacado al vacio, P = pasterizacion, E = escaldado, SK =

sorbato de potasio y S = sulfitos.
*Adaptada de Argaiz (2004)

con la vida de anaquel extendida (atn bajo
condiciones de almacenamiento a
temperatura ambiente), utilizando una
tecnologia simple y  energéticamente
eficiente. Esto conduce a concluir que la
tecnologia de métodos combinados aplicada
a frutas minimamente procesadas, ofrece una
alternativa interesante para el procesamiento
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de frutas con relacion a los métodos
convencionales de conservacion (Alzamora
etal., 1995).

Conclusiones

Las investigaciones cientificas realizadas
hasta ahora han demostrado que el dafio que
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sufren los alimentos por contaminacion
microbiana se puede prevenir y controlar
mediante la aplicacion de la tecnologia de
métodos combinados, utilizando para ello la
reduccion de la actividad de agua y el pH, la
adicion de agentes antimicrobianos, el
almacenamiento en refrigeracion, entre
otros. Por lo anterior, las frutas procesadas y
preservadas por métodos combinados
cumplen con las demandas y expectativas
actuales de los consumidores, respecto a la
existencia de alimentos con caracteristicas
similares a los productos frescos, con una
vida util satisfactoria y atributos sensoriales
aceptables.
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