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Analisis Cinético Ultraestructural de la
Lipdlisis de los Globulos Grasos Lécteos

Micrografia electrénica de barrido de
glébulos grasos ldcteos

Se analizé cinética y estructuralmente la
accion de la lipasa pancredatica sobre la
grasa de leches naturales (de vaca y
humana) y homogeneizadas, mediante el
estudio de los glébulos grasos lacteos y sus
membranas. Se encontrd que la reaccién
in vitro de la enzima con las leches
homogeneizadas fue mas rdpida que con
las leches naturales.

Ademas, se observd una proporcién mayor
de glébulos grasos ldcteos...  (ver pag. 28)

Cinéticas de deshidratacién con aire caliente
de zanahoria (Daucus caroto) en rodajas

Se realizd el estudio de
las cinéticas de secado
con aire caliente de
rodajas de zanahoria
escaldadas. Se evaluaron
diferentes temperaturas

(60, 70, y 80 *C), hume-
dades absolutas del aire
(12 y 55 g agua/kg aire
seco) y velocidades del
aire (0,5, 1,5 y 2,1 m/s).
Se encontrd un...(ver pdg. 1)

La preservacion de pulpa de guayaba
(Psidium guajava L.)
por métodos combinados

Se estudid la tecnologia
de factores combinados
en la preservaciéon de
pulpa de guayaba. Se
emplearon cuatro factores

de conservacién en tres
niveles de aplicacidn cada
uno, mediante un diseno
factorial fraccionario
3*: adicidn de...{ver pag. 11)

El andlisis de superficies de respuesta en la

preservacién de pulpa de guayaba (Psidium

guajava L.) por métodos combinados en el
nivel industrial

Se estudid el uso de
factores combinados para
preservar la pulpa de
guayaba a temperatura

ambiente en el nivel indus-
trial. Con los datos de un
estudio anterior en el
nivel pilota, y...(ver pdg. 19)

Supervivencia del Vibrio choleraey
V. parahaemolyticus en el ceviche

Se estudid la superviven-
cia deVibrio cholerae y
V. parahaemolyticus, en
ceviche preparado con

una formulacion estanda-
rizada en Costa Rica. Se
inoculé el pescado
troceado para...(ver pag. 38)
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CINETICAS DE DESHIDRATACION CON AIRE CALIENTE
DE ZANAHORIA (Daucus caroto) EN RODAJAS

-_—— e

Ana M. Rodriguez-Sibaja*; Pedro Fito-Maupoey **

ABSTRACT

HOT AIR DEHYDRATION KINETICS OF
CARROT SLICES

Hot air drying kinetics of blanched carot slices were
studied using 3 different air drying temperatures (60,
70 and 80 °C), 2 absolute humidities (12 and 55 E
waler/kg dry air), and 3 air velocities (0,5, 1,5, and
2,5 mfs).

The best conditions found for the dehaydration
of carrot slices were: drying temperature 70 °C, air
humidity between 12 and 55 g water/kg dry air, and
1,5 m/s minimum air velocity. Athigher temperature
the process rate was increased but organoleptic
properties were modified.

To evaluate the effect of blanching on the quality
of the dehydrated produet, the optimum drying
conditions determined for blanched carrots were used
for unblanched ones. Blanched carrots had a mare
uniform and intense color than the unblanched. Also,
blanching favored dehydration by increasing the
drying kinetics,

*Centro de [nvestigaciones en Tecnologla de Alimentos - CITA.
Liniversidad de Costa Rica, Costa Rica.

= Depanamento de Tecnologis de Allmentas.
Universidad Palitécnica de Valencin, Espaia.

RESUMEN

Se realizd el estudio de las cinéticas de secado con aire
caliente de rodajas de zanahoria escaldadas. Se evaluaron
diferentes temperaturas (60, 70 y 80 °C), humedades
absolutas (12 y 55 g agua'kg aire seco) ¥ velocidades del
aire (0,53, 1,5 ¥ 2,1 mfs). Se encontrd un imporiante efecto
de la temperatura en el proceso de secado: a mayores
temperaturas ¢l proceso se acelera, sin embargo la calidad
sensorial se ve modificada. Las mejores condiciones para
la deshidratacidn de zanahoria en rodajas encontradas
fueron: una temperatura del aire de 70 °C, una humedad
absoluta que puede oscilar entre 12 y 55 g agua/kg aire
seco ¥y una velocidad del aire, como minimo, de 1,5 m/fs.

Las mejores condiciones establecidas en el ensayo fueron
utilizadas con rodajas de zanahoria sin escaldar con el fin
de evaluar el efecto de este tipo de pretratamiento. Se
observd una mayor uniformidad e intensidad en el color de
las zanahorias que fueron escaldadas antes de la
deshidratacién. Se encontrd, ademds, que el escaldado
favorece la deshidratacién debido a un incremento en la
cinética de secado con respecto a aquellas zanahorias sin
escaldar.

INTRODUCCION

La zanahoria, catalogada mundialmente como una excelente
fuente de vitamina A, no tiene en Costa Rica, una
estabilidad en su oferta (MAG, 1989), razdn por la cual se
hace necesaria su utilizacidn en la claboracién de
subproductos. Las alternativas de aprovechamiento de las
zanshorias son muchas, entre ellas se puede citar su uso
industrial en la elaboracidn de salsas, encurticos, ensaladas,
produccidn de vegetales mixtos y como producto
deshidratado pueden usarse para la elaboracidn de sopas,
en alimentos preparados y como alimento crudo o cocinado
después de rehidratade.
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En el campo de los vegetales deshidratados, la zanahoria
s¢ encuentra entre las principales hortalizas que se
comercializan en el dmbito mundial (UNCTAD/GATT,
1993),

El proceso tipico para la deshidratacién de zanahorias
se inicia con una seleccidn de la materia prima, un lavado,
pelado y troceado de las zanahorias, posteriormente se
pueden aplicar diversos pretratamientos al secado, entre
los que se pueden citar, el escaldado y el sulfitado y por
dltimo se realiza el proceso de secado (Van Arsdel et al.,
1973).

Dentro de las caracteristicas mds importantes que debe
tener la zanahoria para deshidratar son: estar madura, tener
un color intenso, uniforme y profundo, con altos contenidos
de carotenos y de sélidos solubles, estar ausente de fibras,
de suciedad y de dafios mecénicos (Pantdstico, 1975; Van
Arsdel et al,, 1973). Las variedades que pueden ser
utilizadas son la Chantenay (que tiene un color brillante e
inlenso y tiene muy poco corazdn) asi como las variedades
Red Core, Nantes, Imperator, Danvers, Long Orange,
Giganta y Scarla (Van Arsdel et al., 1973). El lavado de
las zanahorias puede realizarse con aspersores y por
inmersién en agua. El pelado se puede llevar a cabo
quimicamente sumergiéndolas en una solucitn a ebullicidn
al 3% de NaOH por un perfodo de 2 a 4 min 0 se puede
hacer uso del pelado con vapor directo (30 s a 1001b/plg2
de presién) o mecdnico (Greensmith, 1971). El troceado
puede hacerse manualmente 0 mediante métodos mecdnicos.
El tamaiio del trozo dependerd de su utilizacién posterior.
Las zanahorias de didmetros grandes pueden ser utilizadas
para la elaboracién de cubos, y las de didmetros pequeiios
para rodajas (Van Arsdel er al,,1973), Sin embargo, las
zanahorias pueden ser deshidratadas en cubos, tiras o
rodajas segin sea la preferencia del consumidor.
Inmediatamente después del troceado las zanahorias son
escaldadas con vapor directo por periodos que oscilan entre
3y 8min (Van Arsdel er al.,1973) o con agua a 90 °C por
3 min {Greensmith, 1971). El escaldado de las zanahorias
se realiza con el fin de inactivar algunas enzimas que pueden
degradar ¢l color anaranjado (B- carotenos) durante su
procesamiento (Benterud, 1976; Park, 1987), ademds,
provoca el cocimiento parcial de los tejidos haciendo las
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membranas celulares més permeables a la transferencia de
humedad, lo cual incrementa la razén de secado vy hace
mids ripido y completo el proceso de deshidratacidn (Van
Arsdel et al., 1973). La degradacitn de B-carotenos estd
asociada con el desarrolle de olores y sabores
desagradables. (Baloch er al., 1987) mencionan gue la
inmersién de las zanahorias en soluciones de sulfito en
concentraciones de 0.1 a 1.0% es beneficioso para oblener
una mayor estabilidad de los carotenos. Finalmente, el
proceso de secado puede realizarse haciendo uso de
secadores de aire caliente de manera que se oblenga una
humedad final en el producto inferior o igual a 10%. Esta
etapa puede realizarse a diferentes condiciones de
temperatura, humedad y velocidad del aire, segiin sea el
lipo de secador, carga de alimentacidn, forma y tamafio
del producto (Van Arsdel er al.,1973).

El ohjetivo principal de este trabajo fue estudiar diversas
temperaturas, humedades y velocidades del aire de secado
para la deshidratacién con aire caliente de zanahoria en
rodajas, con el fin de seleccionar las condiciones mis
apropiadas para su utilizacidn por el sector industrial de
Costa Rica.

MATERIALES Y METODOS
Materia Prima

Las zanahorias(Daucus caroto) empleadas en el desarrollo
del proyecto fueron de la variedad Chantenay,
provenientes de la ciudad de Tierra Blanca, provincia de
Cartago, Costa Rica.

Metodologia

Proceso de deshidratacion

En la Figura 1 se muestra ¢l proceso empleado en la
deshidratacion de las rodajas de zanahoria.



Seleccion

I
Lavado y Pelado

|
Troceado

I
Escaldado
Secado con aire

l
Empacado

Figura 1. Diagrama de flujo para la elaboracién de
zanahorias en rodajas deshidratadas.,

El lavado se realizd sumergiendo las zanahorias en agua a
temperatura ambiente (19 °C) y eliminando manualmente
las impurezas y suciedad. El pelado se realizé de forma
manual y ademis se empled una inmersidn de las zanahorias
en lejia (NaOH) al 5% a ebullicin por 1,5 min. Se trabajé
con zanahorias en rodajas de 0.4 cm de espesor y con un
didmetro entre 3,5 y 4,0 em. El escaldado se realizd con
vapor directo durante 5 min.

Estudio del secado de zanahorias

El estudio de deshidratacidn de las rodajas de zanahoria
comprendid la elaboracién de las cinéticas de secado bajo
diferentes condiciones. Se emplearon tres temperaturas de
aire (60, 70 y 80 °C), dos humedades absolutas (12 y 55 2
agua'kg aire seco) vy una velocidad del aire de 2,5 m/s.
Posteriormente, con las mejores condiciones de secado
encontradas se realizaron ensayos a velocidades de aire de
05 ¥ 1,5 m/s. Las cinéticas se llevaron hasta que el
producto alcanzd una humedad final de 10%.

Adicionalmente, se realizaron las cinéticas de secado a
10 °C, 12 g aguakg aire seco y 2,5 mv's de rodajas de
zanahoria sin escaldar, para establecer ¢l efecto del
escaldado sobre este tipo de producios.

Para realizar el estudio se empled el secador piloto de
aire caliente con flujo perpendicular al producto

(Figura 2). La carga en la bandeja fue de 132 g
aproximadamente, que equivale a una sola capa de rodajas
de zanahoria.

Figura 2. Diagrama del sistema piloto de secado con
aire caliente.

1 ventilador centrifuge, 2 resistencia para precalentamiento
del aire, 3 humidificador del aire, 4 vapor, 5 "cicldn”, 6
resistencia de calentamiento del aire, 7 mandmetro, 3
bifurcador, 9 desvio del aire, 10 sistema de determinacién de
masa, 1 celda de secado, 12 medidor de temperaturas, 13
almacenamienio de datos por computadora.

Andlisis sensorial de las zanahorias deshidratadas

Las rodajas de zanahoria deshidratadas fueron analizadas
sensorialmente de manera informal en cuanto al color y
sabor, luego de ser rehidratadas por inmersién én agua a
ebullicién durante 20 min.

Anilisis quimicos y fisicos

Los andlisis fisicos y quimicos realizados al producto final
fueron: humedad (No. 22.013 ADAC, 1980), actividad
de agua (a,) (Movasina) y color (Hunter-Lab). Dichos
andlisis se elaboraron por duplicado para dos corridas
diferentes.
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Andlisis estadistico de resultados

Las cinéticas de secado de las zanahorias para cada
temperatura del estudio ¥ humedad del aire fueron
analizadas estadisticamente graficando el logaritmo natural
de la razén de humedad en el tiempo t sobre la humedad
inicial, con respecto al tiempo (In H/Ho vr T). Para ello se
empled la regresidn lineal obtenida mediante el paquete de
andlisis estadisticos “Statistical Package for the Social
Sciences” (SPSS).

RESULTADOS Y DISCUSION
Efecto de la temperatura del aire
En las Figuras 3 y 4 se puede observar el efecto de la

temperatura en ¢l secado de zanahorias en rodajas
escaldadas secadas a una humedad de aire de 0,012 y 0,055

kg agua /kg aire seco respectivamente.

== g5, 0012 1
—§—T0°C, 0.012
=&—E0°C, 0,012

HiHo
=
1™

0 0k 1 1.5 F 15 3 35 4
TIEMPO (W)

Figura 3. Efecto de la temperatura del secado de rodajas
de zanahoria escaldadas bajo una humedad de
aire de 0,012 kg agua /kg aire seco.
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Figura 4. Efecto de la temperatura del secado de rodajas
de zanahoria escaldadas bajo una humedad de
aire de 0,055 kg agua /Kg aire seco.

Se encontrd que al aumentar la temperatura de secado se
favorece la razdn de pérdida de humedad para este tipo de
producto. Este fendmeno ocurre porque el calor es uno de
los factores de mayor imporiancia para que s¢ lleve acabo
el proceso de secado, v tal v como lo describen Daudin y
Bimbenet (1982), en el periodo donde el rango de secado
es decreciente, el proceso es controlado enteramente por la
difusién interna del agua (control interno del proceso) v
por lo tanto, el incremento en la temperatura del aire
aumenta la temperatura del producio, y como consecuencia,
también se incrementa el coeficiente de difusidn de agua y
el rango de secado.

Con la uilizacién de aire en condiciones ambientales
(0,012 kg agua/kg aire seco), al pasar de una temperatura
de 60 a 80°C, se emplea aproximadamente un 30% menos
del tiempo total del proceso. Estadisticamente se comprobd
que hay diferencias significativas (P<0,05) en los procesos
de secado a 60 y 70°C. El uso de aire de secado con una



e

humedad de 0.055 kg agua/kg aire seco (Figura 4) provoca
unadisminucidn en el tiempo de un 25% aproximadamente
para las mismas temperaturas del ejemplo anterior. En
ambos casos se pudo observar que no hay diferencias
significativas (P<0,05) en cuanto al tiempo de secado al
usar 70y 80°C con humedad ambiente o con una humedad
mayor. Los resultados del andlisis estadistico se encuentran
en el Cuadro 2,

Elefecto de latemperatura se disminuye con el aumento
en la humedad absoluta del aire ¥ con la disminucién de la
humedad relativa del aire de secado al utilizar las
temperaturas mayores. Este fendmeno se ha presentado
de igual forma para el caso de la deshidratacidn de banano
segun lo describen Bustamante y Kopper (1991). Con
humedades absolutas relativamente altas como lo es el caso
de 0,055kg aguakg aire seco, el aumento de la lemperatura
de secado de zanahorias en rodajas més alld de 70 °C no
implica un ahorro significativo en el tiempo del proceso de
deshidratacidn.

Es importante observar que tanto con la humedad
ambiental en el aire de secado como con 0,055 kg aguakg
aire seco, la pérdida de agua en el producto es mds acelerada
en los primeros 45 min de secado, posteriormente, la razdn
de pérdida de agua con respecto al tiempo disminuye
considerablemente hasta que tiende a ser constante. Esta
disminucién en la rapidez de secado comienza cuando ya
no existe agua libre en la superficie del producio, y el agua
ligada tiene que recorrer todo el espesor del producto para
evaporarse ( Bimbenet, 1984; Geankoplis, 1986). Ademds,
la difusién del agua en el medio varfa mucho con la
humedad: mientras més seco se encuentre el producto,
menos permeable serd al agua (Bimbenet, 1984),

Efecto de la humedad del aire

El efecto de la humedad del aire para cada una de las
temperaturas del estudio de secado de las zanahorias en
rodajas escaldadas se puede observar claramente en las
Figuras 5, 6 y 7. El empleo de la humedad en el aire de
secado en términos generales retarda el proceso de
deshidratacion de eéstas hortalizas, lo que significa que la
razén de pérdida de humedad es inferior, sin embargo este
efecto se reduce al aumentar la temperatura, con lo cual se
ve disminuida la humedad relativa del aire y por lo tanto
hay mayor potencial para deshidratar. Este mismo
fendimeno ha sido observado en la deshidratacidn de algunas
frutas como papaya, mango, pifia y banano por Bustamanie
y Kopper (1991},

Estadisticamente se detectaron diferencias significativas
(P<0,05) a las tres temperaturas del estudio para las
zanahorias escaldadas (Cuadro 2), observindose que el
empleo de la humedad en ¢l aire de secado hace los procesos
mds largos; sin embargo, al ser los tiempos de secado
relativamente cortos, podria permitirse 1a utilizacidn de este
tipo de aire y asi aprovechar una posible recirculacidn en
la cdmara de secado, la cual seria beneficiosa debido al
ahorro energético que significa.

12

o N T
oA ——IFT, BLOSS

g"" e
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‘.1“‘

o0 B M ERTYERITRE T . 3 raeand
TIEMPO {h)
Figura 5. Efecto de la humedad del aire en el secado a
60 *C de zanahoria en rodajas escaldadas.
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Figura 6. Efecto de la humedad del aire en el secado a
70 *C de zanahoria en rodajas escaldadas,

=——R0"C, 0.012
=—h—H80°C, 0.05%

TIEMPO (h)

Figura 7. Efecto de la humedad del aire en el secado a
80 °C de zanahoria en rodajas escaldadas.

Al comparar el efecto de la humedad con el efecto de la
temperatura del aire en el secado de las rodajas de
zanazhoria, es posible concluir que este dltimo es mucho
mdis acentuado que el primero puesto que hay mayores
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diferencias con el aumento de la temperatura. Esto coincide

con lo reportado por Daudin y Bimbenet (1982) en la
deshidratacion de maiz.

Efecto de la velocidad del aire

Utilizando una temperatura de 70 °C y 0,012 kg agua/kg
aire seco, se evalud el efecto de la velocidad del aire de
secado en el producto. La Figura 8 muestra los resultados
en cuanto a las cinéticas de secado.

Al aumentarse el flujo de aire que pasa por el producte,
se favorece el secado al disminuirse la duracidn de la
cinética. Este fenémeno se debe a que a flujos superiores
de 1,5m/s no hay formacién de una capa de aire saturado
de humedad sobre el producto y por lo tanto las resistencias
externas se hacen despreciables, teniéndose una mayor
difusién del agua y la deshidratacion se lleva a cabo de
manera més ripida (Chefiel ef al., 1983). Es importante
notar como flujos mayores de 1,5 m/s no significan un
periodo de secado menor, mientras que pasarde 0,5a 1,5
m/s significa un ahorro de casi un 50% en el tiempo de
secado.

1
s
—— 1Hn, 0.5 mhs
ak — i JUH, 15 s
03 - —tr— iHop, 3.8 m's
L
T 1 &
‘.‘
Z o5 %
o %
0. |
02
Qi
i """‘-"“:.A-H
0
] 1 - 1 4

TIEMPO (h)

Figura 8. Efecto de la velocidad del aire en el
secado de zanahorias escaldadas en
rodajas secas a 70 °C y 0,012 kg agua/
kg aire seco.
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Andlisis estadistico de las cinéticas de secado

El Cuadro 1 muestra los resultados del andlisis estadistico
de las cinéticas de secado para las zanahorias escaldadas
en redajas a las diferentes temperaturas y humedades del
estudio. Se presentan en dicho cuadro las pendientes y los
limites de variacidn para las cinéticas de secado linealizadas
(Ln H/Ho vr T). El Cuadro 2 muestra las diferencias
estadisticas entre las cinéticas. Es posible observar, tal y
como se menciond anleriormente, que no existen diferencias
significativas (P<0,05) entre las cinéticas de 70 y 80 °C
para las dos humedades de aire estudiadas: asimismo, es
posible resaltar que hay diferencias estadisticas si se

comparan las dos humedades del aire a T0 y a 80 °C.

Cuadro 1. Pendientes de las cinéticas de secado

linealizadas y sus limites de confianza.

Temperatura  Humedad absoluta del aire

12 g apun/kg aire seco 55 g aguaky alre seco

60 *C -1,532640,0253 -1, 4921H0,063%
1eC -2, 158710,0560 -1, 796110,049%
B0 °C -2,2T0440,0539 -1, 7T788+0,0381

Cuadro 2. Resultados estadisticos para el estudio de
las cinéticas de secado de las rodajas de
zanahoria escaldadas,

Diferencias para una misma humedad

0,012 kg agua'kg aireseco 60°C  T70°C  BO°C
T0°C  80°C

0055 kg agua'kg aire seco 60 "C

Dilerencias para una misma temperatura

60 *C 12 55 kg apua'kp aire seco
T *C 1 55 kg agua'kg aire scco
80 °C 12 25 kg agua'kp aire seco

Nota: Iz linca continua que une dos condiciones
significa que no hay diferencias estadisticas
entre ellns,

Andlisis sensorial de los productos

El andlisis de las cinéticas de secado dio una visidn general
con respecto al secado de las zanshorias en rodajas, sin
embargo, el haber realizado en forma paralela un andlisis
sensonal de las muestras permitid profundizar en tomo a
las caracteristicas del producto bajo las diversas
condiciones de secado.

En el anidlisis sensorial de s zanahorias escaldadas,
no se epcontraron diferencias en color ni sabor para las
diferentes condiciones de temperatura ¥ una misma
humedad del aire, mi para las diferentes humedades bajo
una misma temperatura, Lo anterior hace concluir que ¢l
escaldado de las rodajas de zanahorias provoca una
uniformidad en su color y sabor, esto porcuanto el tipo de
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tratamiento inactiva las enzimas que pueden deteriorar los
pigmentos o B-carotenos que dan el color anaranjado y que
favorecen la formacidn de sabores extrafios.

Con respecto a las caracteristicas sensoriales de los
proeductos obtenidos bajo las diferentes velocidades de mire,
no se encontraron diferencias en sabor, olor y color de las
muestras, por lo que en la prictica cualquiera de ellas se
podria usar para deshidratar las zanahorias, sin embargo
flujos inferiores a 1,5 m/s hacen el proceso més largo.

Eleccidon de las mejores condiciones de secado

Como laeleccidn de las mejores condiciones de secado de
alimentos estd muy ligada a la calidad de los productos y a
la eficiencia de los procesos, las condiciones de 70 °C,
humedad ambiental y 1,5 m/s como mimimo de velocidad
del aire fueron establecidas como las mejores para la
deshidratacidn de zanahona en rodajas escaldadas, puesto
que no hay pérdidas en la calidad sensorial y el proceso de
secado requiere del mismo perfodo que wtilizando una
temperatura mids alta como lo es la de 80 °C. Es posible
emplear una humedad del aire mayor (0,055 kg aguakg
aire seco), pero esto provoca que el prbceso de secado dure
mds.

Comparacién entre el secado de zanahorias en

rodajas sin escaldar y las zanahorias ¢n rodajas
escaldadas

En la Figura 9 se muesira el efecto de la aplicacidn del
escaldado como pretratamiento al secado de las zanahonas
en rodajas para una temperatura de 70 *C. En términos
generales, para este tipo y forma de producto, ¢l escaldado
disminuye el tiempo del proceso de deshidratacion, Este
efecto pudo deberse a que el escaldado cocina y rompe

parcialmente los tejidos y suaviza las membranas celulares,
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volviéndolas mds permeables a la transferencia de humedad,
asimismo se incrementa la razén de secado, la
deshidratacitn es mds ripida y completa y por lo general
la textura mejora (Van Arsdel er al., 1973). Mazza (1983)
indica que la pérdida de sdlidos solubles durante el
escaldado incrementa la razdn de secado. Ademds, se logrd
la evaporacitn de agua provocada por el calentamiento del
proceso de escaldado y el posterior enfriamiento de las
rodajas, lo cual hace pasar de una humedad inicial de 87,3%
en la zanahoria fresca a una de 85,0% despuds del
escaldado.

Es importante anotar que con ¢l uso de humedades
mayores en el aire de secado, al aumentarse la temperatura
del aire del proceso, las diferencias en las cinéticas de secado

de las zanahorias escaldadas y sin escaldar se hacen

pequeiias en cuanto al tiempo de proceso (Figura 10).

—— 7, T, 0,012
0.8 == [, TEPC 0003

HWiko
[

L] 1 :
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Figura 9. Efecto del escaldado en el secado de rodajas
de zanahoria a 70 °C con humedad del aire de
0,012 kg agua'kp aire seco.
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Figura 10. Efecto del escaldado en el secado de rodajas
de zanahoria a 70 °C con humedad del aire
de 0,055 kg agua'kg aire seco.

En el campo sensorial, las diferencias encontradas para
el producto escaldado y sin escaldar son principalmente de
sabar, puesto gue el escaldado provoca una coccién bastante
marcada de las zanahorias secas a cualquier temperatura.
Con respecto al color, las muestras sin escaldar presentan
menor lonalidad anaranjada (L=36,43, a=20,31, b=17 .48
comparada con L=32,43, a=21,16 y b=15,36 para las
escaldadas). Tal y como se menciond anteriormente, esta
pérdida del color (B- carotenc) se puede dar por la
oxidacidn, el calor y por la falta de inactivacidn enzimética
(Van Arsdel er al., 1973; Benterud, 1976; Park, 1987), ¥
en esie sentido, las zanahorias que no tuvieron ningdn
tratamiento de inactivacién presentaron decoloraciones en
el producto final que sin embargo, no afectaron ¢l grado de
aceptacidn del producto final.

No existe una clara preferencia por alguno de los
productos, ya sea escaldados o sin escaldar, puesto que el

no usar prefratamientos, el resultado es de zanahorias de
color menos intenso (pero mis fuerte que la zanahoria
cruda), pero de sabor més parecido a las frescas, mientras
que el escaldado tiene como resultado un producto con sabor
acocido y de color intenso, Los beneficios del escaldado
durante el almacenamiento pueden ser muchos,
principalmente en cuanto a conservacidn del color, y es
por esta razon que la eleccidn final de un proceso deberd
comprender estudios posteriores de almacenamiento.
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LA PRESERVACION DE PULPA DE GUAYABA (Psidium guajava L.)
POR METODOS COMBINADOS

Floribeth Viquez-Rodriguez *

ABSTRACT

Preservation of guava pulp (Psidium guajava [.)
by combined by factors

The technology of combined factors to preserve
guava pulp was studied. Four different preserving
factors at three levels each were tested using a 3
fractional factorial design: addition of sugar cane to
lower the water activity; use of preservatives; thermal
treatment and storage temperature. The effect of the
treatments on the most important chemical and
microbiological characteristics of guava pulp were
analyzed over a six month storage period.

Results revealed thermal treatment to be the
determinant factor to obtain a stable product, with
the adequate characteristics. Heating the pulp to
75 °C for 5 min, was the most effective of the heat
treatments tried, being able to preserve the pulp up
to 6 months at ambient temperature (20-22 °C).
Neither the addition of sugar nor preservatives was
essential for pulp preservation during thé time
studied.

RESUMEN

Se estudid la tecnologia de factores combinados en la
preservacion de pulpa de guayaba. Se emplearon cuatro
factores de conservacidn en tres niveles de aplicacidn cada
uno, mediante un disefio factorial fraccionario 34; adicidn
de azicar de cafia con la consecuente disminucidn de la
actividad de agua (a,); uso de preservantes; tratamiento
térmico de la pulpa y temperatura de almacenamiento. Se
analizé el efecto de los tratamientos sobre el
comportamiento de las principales caracteristicas quimicas
y microbioldgicas de la pulpa, durante un periodo de
almacenamiento de 6 meses.

Se enconird que el tratamiento rmico es el factor
determinante para obtener un producto estable, con las
caracteristicas adecuadas. E|calentamiento de la pulpa a
75 °C por 5 min resultd ser el tratamiento térmico mds
adecuado para su preservacién durante 6 meses a
termperatura ambiente (20-22°C). La adicidn de azidcar y
preservantes no resultd imprescindible para mantener la
pulpa durante el perido estudiado.

INTRODUCCION

La guayaba (Psidium guajava L.) es una de las frutas
tropicales mds utilizadas por la industria alimentaria de
Centroamérica y ¢l Caribe. Se emplea principalmente en
la produccidn de pastas dulces o bocadillos, mermeladas,
néctares, rellenos para reposteria y en los dltimos anos ha
cobrado importancia la produccitn de pulpas para el uso
doméstico e institucional.

En Cosia Rica, como en la mayorfa de los pafses vecinos,
casi la totalidad de la freta proviene de plantaciones
dispersas y espontdneas. La falta de control en la cosecha
y su transporte, unido a su elevada susceptibilidad al
deterioro y a su condicidn de fruta estacional, obligan a su
pronta transformacién en pulpa gue se almacena para
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mayoria de las industrias emplean tratamientos empiricos
de pasteurizacion, con adicién posterior de preservantes
quimicos y almacenamiento a temperatura ambiente. Tales
pricticas ocasionan pérdidas cercanas al 10% del producto
almacenado (Veldzquez & Flores 1993).

En el presente trabajo se estudid el empleo de vanos
factores de estrés con el propdsito de obtener un producto
estable por periodos prolongados.

MATERIALES Y METODOS
Materia prima

Se empled guayaba procedente de las zonas de Gudpiles
¥ Turriicares de Costa Rica, que consiste en una mezcla de
tres variedades conocidas localmente como:  “rosada™,
“blanca” y “amarilla®. Se determind la composicidn de la
materia prima en cuanto a: humedad, "Brix, pH, acidez,
céniza, grasa, proieina y fibra cruda siguiendo los métodos
de la "Association of Official Analytical Chemists” (AQAC,
1990), y aziicares reductores y totales por el método Nelson
Somogy (Southgate, 1976). El contenido de pectina,
mediante el método indicado en el Manual de Andlisis de
Alimentos (Lees, 1969). El color se hizo por medicidn de
la absorbancia a 440 nm, utilizando un espectrofotdmetro
UV-Visible, Schimadzu UV-240 y el contenido en vitamina
C utilizando el método descrito por Cox y Pearson (1962).
La condicidn microbiolégica se estudid en cuanto a recuento
todal y recuento de hongos y levaduras, por los métodos de
la Comisidén Internacional sobre Especificaciones
Microbiolgicas en Alimentos (ICMSE, 1978).

Obtencidn de la pulpa

La fruta se selecciond y se lavd con agua fria a presidn.
Posteriormente se pasé através de un melino despulpador
con malla de 0,045 pulgadas. La pulpa asi obtenida, se
corrigié con dcido citrico a un valor de pH de 3,5 £ 0,1.
Se ajustaron los otros componentes (azlcar y preservanies)
de acuerdo con los tratamientos en proceso. La pulpa
resultante s¢ empacd en bolsas de polietileno de alia
densidad de 2,0 kg y se almacend por 6 meses a las
diferentes temperaturas ensayadas.
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Tratamientos y diseiio experimental

Se utilizé un diseio factorial fraccionario 34 con |
tratamientos por duplicado:
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Andlisis estadistico de los datos

Para el anilisis estadistico de la informacidn se utilizé el
Paquete Estadfstico para Ciencias Sociales, SPSS (Box &
Draper, 1987). Los procedimientos utilizados fueron los
de andlisis de regresién y de varianza.

Aniilisis realizados a las pulpas almacenadas

Las pulpas almacenadas fueron analizadas en forma
periddica durante 6 meses. Para la humedad, °Brix, pH,
acidez, ceniza, grasa, proteina, azdcares reductores y totales
y contenido de pectina, se utilizaron los métodos ya
mencionados para el andlisis de la materia prima. El color
s¢ determind por medicién de la absorbancia a 440 nm,
utilizando un espectrofotémetro UV-Visible, Schimadzu
UV-240 y el contenido en vitamina C utilizando el método
descrito por Cox y Pearson (1962); la actividad de agua de
la pulpa se midié con un hidrémetro H.:w.nsinﬂ
Thermoconstanter, y el a,, de las pulpas con 15% y 30%
de azicar adicionada se calculd tedricamente, utilizando
las ecuaciones de Ross (1975), Chirife (1978),
Norrish(1966) y Sloan y Labuza, (1976). Se realizé a las
pulpas recuentos total y de hongos y levaduras, por los
métodos de la ICMSE (1978).

RESULTADOS

En el Cuadro 1 se detallan las caracterfsticas determinadas
a la fruta utilizada en el estudio.

Cuadro 1. Caracteristicas composicionales de la

fruta
Caracteristica %
Humedad 8322
Proteina 0,8
Pectina 1.1
Fibra 1.2
Grasa 0,7
Ceniza 0.5
Azicares totales 4,0
Aziicares reductores 2.4
pH 38
oBrix 8,2
Acidez (dcido cltrica) 0.8
Vitamina C, mg/100 g 67,0
Color, ab. 440 nm 0,155

Las combinaciones de factores utilizadas en los tratamientos
2,3,5,6,8y9, resultaron adecuadas para la preservacidn
de la pulpa de guayaba. Los valores determinados en el
recuento total de bacterias y en el de hongos y levaduras
durante el perfodo de 6 meses de almacenamiento, fueron
aceptablemente bajos (Cuadro 2).

El porcentaje de humedad de los diferentes tratamizntos
no varid con respecto al tiempo (Cuadro 3), las diferencias
entre ellos las determind la adicién de azidcar y el
tratamiento lErmico.

El valor de pH varia inversamente (Cuadro 4) y los
grados Brix y la acidez, en forma proporcional
(Cuadros 5 y 6) con el porcentaje de azdcar adicionada. El
valor de los grados Bnx y de la acidez no varian con el
tiempo de almacenamiento.
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Cuadro 2. Recuento microbiano® de las pulpas segin tratamiento y tiempo de almacenamiento

W
Analisis

Tiempo de almacenamiento (dias)

0 8 15 22 30 60 90 118 146 181
1 RT 6,72% s n ==
HL >6,48 ** - 3 £ s ST ™
2 R T z.zﬂ — ] .6’0 I .?D I |?{J Iq?ﬂ L 5.?4 I |3I} ll?E
HL 2,30 -  <1,00 <1,00 1,00 <100 -- 373 <1,00 332
3 RT <1,00 1,84 1,00 1,48 1,00 <100 -— <, 00 230 100
HL <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 100 <100 — 1,84 <10 208
4 RT 6,18% s - Y = s
HL T.15%* - -— sy - i — 2 =5 s
5 RT 1,30 1,48 e - <]0 - 1,00 == -
HL <1.00 <1,00 - 143 - <100 - -
6 RT <1,00 - - - <10 <10 - <100 204 -
HL <1,00 - - 143 <10 - 1,00 <10 -
i RT 5,49 - 2,20 246 - - 223 232 -
HL 7,00 — 408 - 357 gl e IR
8 RT 1,60 - 1,48 --- 1,84 - 1,30 1,00 -
HL <1,00 - 1,30 - ],00 - <100 452 —
9 RT 1,00 1,00 1,00 - 1,60 1,48 1,00
HL 1,00 -— <1,00 — <1,00 - LOO 257 <100
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R T: Recuento total de bactenias UFC/g

H L: Recuento de hongos y levaduras UFClg

*: Log 10
*#. Recuentos inaceptables
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Cuadro 3. % de humedad de las pulpas segin

tratamiento y  tiempo
almacenamiento

Cuadro 5. *Brix de las pulpas segiin tratamiento

y tlempo de almacenamiento

Tratamiento Tiempo almacenamiento, dias
0 3 o6 18 146 181

| 876 » o - - -

2 86,7 86,8 873 869 873 87,7
3 873 - 881 B7.0 885 875
4 TG Ty ERLEMCIAN I

5 743 74,6 74,5 742 751 74,1
] 733 47 145 745 752 740
7 658 647 - 652 654 637
8 65,1 639 - 635 64,7 624
g9 633707 - 625 626 607

Cuadro 4. pH de las pulpas segiin tratamiento y

tiempo de almacenamiento

Tratamiento Tiempo almacenamiento, dias
0 30 o0 118 146 131

1 el DR | 8 S

2 g0 90 95 90 90 80
3 g0 - g5 90 80 &8O
4 Oy RN L S T

5 220 22,0 220 220 21,5 21,5
6 225 21,0 21,0 230 220 210
7 320 320 - 325 325 32,0
8 330 340 - 330 325 33,0
9 34,0 335 - 350 355 350

Tratamiento Tiempo almacenamiento, dias
0 30 60 118 146 181

3,65 - - - - -

365 3,59 366 364 3,63 346
365 - 356 364 363 342
365 - - - - -

344 341 344 340 340 341
349 337 340 337 335 352
343 3,18 - NIB 326 33
324 324 - 325 329 336
320 321 - Al6 325 377

WO B s O WA e L B e

Cuadro 6. Acidez (% icido citrico) de las pulpas

segin tratamiento y tiempo de
almacenamiento

Tratamiento Tiempo almacenamiento, dias
0 30 60 118 146 181

1 LR o oy Mae o e
2 1,3 09 09 1.0 1.0 1.0
3 LIS & =k D d0 1D
4 1 | L E i

5 09 08 09 09 09 1,

6 069 10 09 10 10 10
7 e g T i 2 | 1. U
8 {50 pol e dhe widy IR
9 BGhm Qi oo ilinn <16 196
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Cuadro 7. Vit. C (mg/100) de las pulpas segiin
tratamiento y tiempo de
almacenamiento

Tratamiento Tiempo almacenamiento, dias
0 30 60 118 146 181

l 65 3 - s - 3

- 6O gt a5 g i 0

3 62 uicn. AgRrst - il 0

4 (5 . i y p "

3 50 . o T %e i <0 0
6 0T, mg gyl @ 0 0
7 - N T W T, T
8 C i’ 0 02
g

- S i | e [ A

El efecto de los diferentes tratamientos sobre las pnncipales
caracteristicas quimicas y microbioldgicas estudiadas
durante el perfodo de almacenamiento de las pulpas, se
puede apreciar en las Figuras 1 a 4.

El porcentaje de azmicar adicionado, el tratamiento
térmico ¥ la presencia de benzoato de sodio, son los factores
que més inciden sobre el porcentaje de humedad de las
pulpas. Légicamenie el azicar lo es en el caso de los grados
Brx (Figura 1).

Oriz
1u‘ill|.|.ndid

cRzaRREE

=
P
L2
-
=]
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i
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— % Humedad —Gradas Briz
Figura 1. Porcentaje de humedad y grados Brix de las
pulpas segiin tratamiento
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Mediante estadfstica se comprobé que la caracteristica
midis afectada es el valor de la vitamina C, esta se deteriora
con el tiempo de almacenamiento en todos los tratamientos,
aunque en menor grado en las combinaciones 1 y 4 que no
tienen tratamiento térmico (Figura 2).

—Aridex — Yilamins C

Figura 2. Acidez y vitamina C de las pulpas segin
tratamicento

La absorbancia a 440 nm muestra que un mayor tiempo de
almacenamiento y el uso de benzoato de sodio tienden a
oscurecer la pulpa con lo que se obtiene un menor indice
de color (Figura 3).
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Figura 3. Color de las pulpas segiin tratamiento.

En la Figura 4 se aprecia que el recuento total de bactenas
meséfilas aerobias es menor conforme aumentan el
porcentaje de azdcar adicionado, el tratamiento lErmi:m de
la pulpa y se disminuye la iemperatura de almacenamiento.
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Figura 4. Recuentos totales de hongos y levaduras de
las pulpas segin tratamiento

Las pulpas obienidas mediante los tratamientos 1, 4 y 7
muestran mayer suceplibilidad al deterioro, con recuentos
microbianos mds elevados, debido a que no incluyen
tratamiento térmico.

El iempo de vida de un producto no puede ser controlado
por el investigador, pero puede ser registrado al mismo
liempo que se determina la respuesta. Para ello se aplicael
andlisis de covariancia que permite adaptar el valor de la
respuesta en funcidn del tiempo de almacenamienio. Al
aplicar lo anterior se encontrd que el efecto de la a, fue
altamente significativo (p < 0,01) sobre todas las variables
respuesta estudiadas. El efecto de los tratamientos térmicos
de la pulpa fue altamente significativo (p < 0,01) respecto
a: contenido de humedad, grados Brix, vitamina C, recuento
total ¥ recuento de hongos y levaduras. En cuanto al uso
de preservantes, se encontrd un efecto altamente
significativo (p < 0,01) para todas las variables estudiadas.
El tiempo de almacenamiento no luve efecto significativo
respecto a los valores de pH, sin embargo fue altamente
significative (p < 0,01) para la degradacién de la
vitamina C.
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EL ANALISIS DE SUPERFICIES DE RESPUESTA EN LA
PRESERVACION DE PULPA DE GUAYABA (Psidium guajava L.)
POR METODOS COMBINADOS EN EL NIVEL INDUSTRIAL

ABSTRACT

Surface response analyses in guava pulp
(Psidium guajava L.) preservation by
combined factors at industrial level

The technology of combined factors to preserve
guava pulp at room lemperature in the industrial level
was studied. Based on data obtained in a previous
pilot plant study, mathematical models were
formulated to explain the vaniability of each factor
and its influence on pulp stability. From these
miodels, four treatments were selected for the industry
trials.

The values obtained agreed with those proyected
through the models for most of the characteristics,
but were significantly different for color and
vitamin C.

Through the application of surface response
technigue, the effectiveness of the combined factors
method to preserve guava pulp in bulk at room
temperature was confirmed with minimum risk.

* Centro de Investigaciones en Tecrologin de Alimentos,
Programa Cooperatvo LCR-MAG,

#*# Unaversidad de Costn Rico,

Floribeth Viquez-Rodriguez*; Catalina Garcia-Santamaria®*

RESUMEN

Se estudid el uso de factores combinados para preservar
la pulpa de guayaba a temperatura ambiente en el nivel
industrial. Con los datos de un estudio anterior en el nivel
piloto, y mediante el andlisis de regresitn, se construyeron
los modelos matemdticos que explican la variabilidad de
cada factor y su influencia sobre la estabilidad de la pulpa
de gpuayaba. A partir de los modelos mateméiticos, se
eligeron cuatro tratamientos para ser ensayados en la
industria.

Los valores oblenidos concuerdan con los proyectados
a través de los modelos, para la mayor parte de las
caracteristicas estudiadas y sélo fueron significativamente
diferentes para el color y la vitamina C.

Mediante la aplicacién del andlisis de superficies de
respuesta se pudo confirmar, con el minimo riesgo, la
eficacia del método de factores combinados para preservar
pulpa de guayaba a granel a temperatura ambiente.

INTRODUCCION

La industrializacién de la guayaba (Psidium guajava L.)
es muy conocida y se ha expandido en Costa Rica y los
paises vecinos. Dado que gran parte de la materia prima
proviene de cultivos estacionales espontdneos ¥ no
organizados, la mayoria de las empresas se ven obligadas
a aprovechar los picos de alto suministro para almacenar
pulpas que aseguren la actividad productiva durante todo
el afo.

En forma tradicional, los métodos de almacenamiento
de esas pulpas emplean iécnicas bustante empiricas y faltas
de control, que no solo deterioran las caracteristicas del
fruto, sino que se traducen en pérdidas significativas para
el industrial.

Varios de estos paises han hecho estudios {Granados,
1980; Vargas 1983, 1984) sobre la aplicacidn del método
de conservacion por factores combinados, cuyos resultados
exitosos pueden ser de gran importancia para la
agroindustria de la guayaba y de otras frutas similares.
Dado que la mayoria de estos estudios se plantean en el
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plano piloto o de laboratorio, y los estudios de confirmacién
en ¢l nivel industrial implican un alio riesgo econdmico, es
muy importante tratar de derivar un modelo deterministico
de comportamiento.

El objetivo de este estudio es confirmar en el dmbito
industrial, las recomendaciones derivadas de un ensayo en
el nivel piloto, en el que se determinaron los factores de
conservacidn de la pulpa de guayaba en el almacenamiento
a b meses (Viguez, 1994).

A fin de predecir el efecto de los factores sobre la
estabilidad de la pulpa, se tomaron los datos del estudio
anlerior para construir los modelos matemdlicos gue
explican la variabilidad de las respuestas y su influencia
sobre las caracteristicas de interés. Lo anterior permitid el
escalamiento en ¢l campo de la industria con un minimo
de riesgo para el industrial.

MATERIALES Y METODOS
Derivacion de los modelos matemiditicos

Para la derivacidn de los modelos matemdticos se utilizaron
los datos del estudio anterior en el nivel pilote
(Viquez, 1994),

Para ajustar en una ecuacidn las relaciones que existen
entre las variables dependientes y los factores combinados
utilizados, se aplicé el método de minimos cuadrados. Las
variables independientes se utilizaron en sus miveles
originales, esto es, sin recodificar. Otras de las variables
respuesia fueron transformadas con el propdsito de
satisfacer los requisitos tedricos de los modelos. Estas
transformaciones fueron del tipo y=y%. En algunos casos
fue del tipo a <1, loque causa una contraccidn de los valores
mids altos, ¥ en otros a >1, que tiene ¢l efecto contranio. La
transformacidn seleccionada en cada caso fue estimada de
los datos mismos utilizando la funcidn de verosimilitud
(método de Box & Draper, 1987). Con este métado, se
logra estabilizar la variancia de la respuesta en cada
tratamiento, una distribucidn aproximadamente normal de
los residuos y una expresidn Ninal de la ecuacién que, en
wrminos de la variable transformada, sea lo mds simple
posible.
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Seleccidn de los tratamientos

Al utilizar la proyeccidn de los modelos matemdticos para
las caracteristicas quimicas y microbioldgicas mas
importantes, se escogieron cuatro combinaciones de los
factores para ser probados en la industria.

Tratamienio Adicidn de azdeor 0y Adiciion de Benzoato
Ne ] 5%
| 0 0.98 0.05
2 15 0.96 0.05
3 15 0.96 0.05
4 0 0.98 0

En todos los casos se aplicd una temperatura de proceso
de 75 °C durante 5 min, y las pulpas resultantes fueron
almacenadas a temperatura ambiente por un periodo de
165 dias para determinar su vida dtil. Para tal fin se
utilizaron los métodos del "Association of Official
Analytical Chemists” (AOAC, 1990) para determinar el
porcentaje de humedad, "Brix, pH y acidez. El color se
determing por medicién de la absorbancia a 440 nm
utilizando un espectrofotémetro UV-Visible, Schimadzu
UV-240 y un colorimetro Hunter Lab. La vitamina C se
determina siguiendo el método descrito por Cox & Pearson
(1962). Los recuentos totales de bacterias mesdfilas, de
hongos y levaduras y de coliformes, se determinan
utilizando los métodos de la ICMSF (1978).

Materia prima y proceso

Los ensayos industriales se realizaron en la empresa La
Tricopilia S.A. Se prepararon alrededor de 200 kg de pulpa
por tratamiento, con guayaba procedente de las zonas de
Gudpiles y Siquirres de Costa Rica.

El proceso de obtencidn de la pulpa siguid las siguientes
etapas: seleccién, lavado con chorros de agua fria,
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despulpado (utilizando un molino despulpador con una
malla de 0,045 plg). La pulpa resultante se llevé hasta un
valor de pH de 3,5 con la adicidn de dcido ciirico.

Segin el ratamiento se adiciond azicar y benzoato de sodio.
En todos los casos se aplicd un tratamiento térmico de
759C por 5 min y envasé en caliente en recipientes plisticos
de 25 kg de capacidad.

Indicadores técnico-econdmicos

Con ¢l propdsito de dar una idea al industrial sobre los
costos de aplicacién de los cuatro tratamientos
seleccionados y probados en la empresa, se cuantificaron
los valores de la materia prima, el azdcar v ¢l benzoato de
sodio utilizados en el ensayo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Modelos predictivos

Para predecir la vida «til de los tratamientos bajo ensayo
en el plano industrial, se derivaron los modelos matemdticos
que explican la variabilidad de cada factor y su influencia
sobre Ja estabilidad de la pulpa de guayaba. De esta forma,
al sustituir en la ecuacidn el factor v el nivel al que se usa,
se puede calcular en forma tedrica la respuesta para esa
caracteristica y determinar con el minimo de riesgo para el
industrial, su comportamiento en ¢l almacenamiento.

En las férmulas derivadas, Diaz (1974) se refiere al
tiempo de almacenamiento en dias: x; al porcentaje de
adicién de azdcar de cafia; x3 a la temperatura del
tratamiento térmico ¥ x4 a la temperatura de
almacenamiento. La variable benzoato de sodio (Pres]) se
encuentra recodificada y adquiere un valor de uno cuando
s¢ usa y de cero cuando no se usa.

A continuacidn se presentan las ecuaciones estimadas
para cada una de las variables respuesta. Entre paréntesis
s¢ incluyen los errores estdndar de los coeficientes
estimados.

- Homedad (Yq)

El porcentaje de humedad debid ser transformado para
ampliar su rango de variacién. La nueva variable respuesta
es la cuarta potencia de la humedad original. La ecuacion
estimada fue la siguiente:

¥ Gl 10 & 550000 « L Ax 0% %) - 235104 X7 « 695 105 Presl +
(12613 (260%) (13522)  (3791) (153066)

35w 0% X4
L E )

Esta ecuacitn explica en un 99,4% la variabilidad de los
datos de humedad. Como puede apreciarse los factores
que aportan un componente significativo son: el porcentaje
de azicar afadido, el tratamiento térmico y la presencia de
benzoato. El aumento en el nivel de alguno de estos factores
tiene un efecto negativo sobre el porcentaje de humedad.

- pH (Y3)

La relacidn entre los valores observados mdximo y minimo
es muy pequefia, ya que se produce un intervalo de
confianza muy amplio para la polencia estimada, lo que
significa que una transformacidn de la variable hace poca
diferencia para un mejor ajuste del modelo.

La ecuacidn estimada explica en un 62% la variabilidad
de los datos de pH.

Y2m356 - 18 & 005 Dias - 00081 Xy + B0 ox 00 X3 o+ 002 Prest
{0 G001} {10 | (LGN i

b i Xy
{OOE)
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El efecto més importante sobre el pH, es el del porcentaje
de azdcar anadido, conforme éste aumenta, se reduce el
nivel de la respuesta.

= Yitamina C (Y3)

La transformacidn sugerida es el logaritmo natural, lo que
permite contraer la escala de los valores observados. El
modelo explica en un 84% la variabilidad de la respuesta,
y en especial, es notable el efecto del tiempo de
almacenamiento y el tratamiento térmico, los que al
aumentar, inducen una reduccidn en el grado de la
vitamina C en el producto.

LMYy = 46 - 002604 - 0013 Xj - 0006 X3 + 02 Presl
M3 (0002 {0.008) (0002 0.2}

- 0,003 Xy
0,008 )

- Color (abs. a 440 nm) (Ys)

La variabilidad en esta caracteristica pudo ser explicada
por el modelo desarrollado, tan s6lo en un 31%. La
presencia de benzoato y un mayor tiempo de
almacenamiento reducen el Indice de color.

Ys = 015 - 20 x 104 Dim + 15 x 007% Xz - 0040 Pres
01 h (0L CH0002 (D.E00 ) 0008
DS Presd - B4 x 00rS xy
D00 (RO VEN]

= Grados Brix (Y4)

El modelo explica en un 98% la variabilidad en los datos
de grados Brix. El andlisis de los residuos, en este caso,
no proyectd la necesidad de transformar la variable original.

Y= 01 = 11 = 1 Dien + DAIY X; & 0021 X3 + 1.3 Presd

= 000 Mg
(00

El porcentaje de azicar afadido, la presencia de benzoato
¥ el tratamiento térmico tienen un efecto positivo
significativo sobre los grados Brix.
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- Acidez (Yg)

La ecuacidn obtenida para el porcentaje de acidez, requind
la transformacidn de la respuesta original a su inversa, ¥
explica alrededor de un 42% la variabilidad de los datos
para la acidez.

El aumento en ¢l tiempo de almacenamiento y la
presencia de benzoato tienen un efecto negativo significativo
sobre la acidez. El azicar tiende a aumentar el porcentaje
de acidez.

Ye! = 12 - 73 x 109 Dis . 0008 X - 50 x 104 Xp
{0,0%) ELO00Y) i)

CL0006)

+ D Predl 4 65 a2 o Xy

- Recuento total (Y7)

La transformacién mds adecuada para datos de indole
microbioldgica es la del logaritmo base 10. La tasa de
crecimiento en el recuento total de bacterias disminuye
conforme aumentan el porcentaje de aziicar y el tratamientc
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térmico y conforme disminuye la temperaturd de
almacenamiento. El producto con menor carga microbiana
tiene un tiempo de almacenamiento mayor. Laadicidn de
preservante no produce una diferencia significativa. Este
modelo explica en un 70% la variabilidad de la respuesta.

Estudio de Vida Util en la Industria

LOGIYY) = 42 - 000 Diss - 0025 X) - D035 X1 o+ 0.1 Preal
02 (000l {0,008 0,00 1023

& 003Xy
LT

En los Cuadros 1 al 7 se observan los resultados de las
caracteristicas quimicas de la pulpa de guayaba durante el
almacenamiento en el nivel de industria.

El porcentaje de humedad, los ®Brix, el pH y la acidez no
varfan con respecto al tiempo pero sf entre tralamientos,
debido a las diferencias en los grados de adicitn de azdcar:
a mayor porcentaje de azdcar, menor porcentaje de humedad
y de pH y mayor ®Brix (Cuadros 1 al 4).

Cuadro 1. Porcentaje de humedad de la pulpa en
el nivel industrial, segiin tratamiento
y tiempo de almacenamiento

Cuadro 2. Grados brix de la pulpa en el nivel
industrial, segiin tratamiento ¥
tiempo de almacenamiento

Tratamiento Tiempo almacenamiento, dias

0 33 65 9 1635

1 0" "= 9.0 90 90
2 4 e 220 220 225
3 L 15 21,5 220
i

9.5 85 9.0 95 90

Cuadro 3. pH de la pulpa en el nivel industrial,
segiin tratamiento y tiempo de
almacenamiento

Tratamiento Tiempe almacenamiento, dias

0 33 65 79 165

1 el - an 3,77 360
2 3 - 3,58 370 350
3 350 - 3,67 3,70 3,50
4 340 360 363 368 350

Cuadro 4. Porcentajes de acidez de la pulpaen el
nivel industrial, segin tratamiento y
tiempo de almacenamiento

Tratamiento Tiempo almacenamiento, dias Tratamiento Tiempo almacenamiento, dins
0 33 65 79 165 0 33 65 ™ 165
1 85,3 - B8 36,2 85,8 | 1,1 . Il 1l 1.2
2 "™y - 758 76.) 75,2 2 Il - 1.3 1,1 1.1
3 75,2 - 74,7 75,6 75.2 3 1.1 - 1,1 1.1 1.1
4 6,0 #R64 86,2 B7.0 86,9 4 1.4 }.3 1.3 1.3 13
73 . REVITECA Yolumen 3 - Mo, 1-2, 1994
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A los 165 dias de almacenamiento se encontrd una
degradacidn total de la vitamina C para el tratamiento 1;
los restantes tratamientos muestran valores de vitamina C
entre 8 y 22% (Cuadro 5).

Cuadro 5. Vit Q[mg!lﬂﬂ-g] de la pulpa en el nivel,
segiun tratamiento y tiempo
almacenamiento

Tratamiento Tiempo almacenamiento, dins
(1] 33 B35 9 165

36 198 0
120 122 .76
M1 199 216

823 <
572 189 171 184

dn leb b —

Cuadro 7. Color (Hunter Lab) de la pulpa en el
nivel industrial, segin tratamiento y
tiempo de almacenamiento

La determinacidn de la absorbancia a 440 nm. mostré un
comportamientio bastante irregular (Cuadro 6). Al
comparar los valores reales con los proyectados se
encontraron diferencias significativas al 5%, debido quizis
a que el modelo desarrollado en el nivel piloto explica tan
solo en un 31% la variabilidad de esta caracteristica. Al
utilizar el colorimetro Hunter Lab se encontrd que no hubo
diferencia significativa en los valores encontrados de
ayb. Los valores L si mostraron una variacién con respecto
al tiempo, con un grado de significancia de 0,05%. Estos
valores van disminuyendo, lo que implica un oscurecimienio
de la pulpa de guayaba con el tiempo de almacenamiento
{Cuadro 7).

Cuadro 6. Color (abs a 440 nm) de la pulpa en el
nivel industrial, segiin tratamiento y
tiempo de almacenamiento

Tratamiento  Tiempo almacenamiento, dias

0 i3 635 79 165

0453 - 0,159 0,040 0,148
0379 - 021 o0 0109
0615 - 06173 0012 0133
0259 Q65 0157 0139 0126

i U e
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Tratamiento  Tiempo almacenamiento, dias

0 33 65 7 165

1 L 466 - 4400 3825 3593
a 1,5 - 1234 12,81 1132
b 203 - 2034 1856 1900

2 L 433 - 4024 3852 3683
a 12,7 - 1266 13,71 1249
b 186 - 19.29 18,84 17,95
a 12,5 - 1439 124 1433
b 196 - 1891 20,02 1864

4 L 478 44,17 4275 4240 41,30
a 122 1195 1243 1271 1236
b 196 2045 1991 2051 1975

A los 165 dias de almacenamiento, las pulpas sometidas a
los cuatro tratamicnios presentaron recuentos
microbioldgicos aceptables (Cuadro 8). Estos valores y
les encentrados para las caracteristicas: humedad, YBrix,
pH y acidez muestran un comportamiento similar al
encontrado en el estudio precedente en el plano de planta
piloto.

En el Cuadre 9 se reporian los valores reales y los
proyeciados segiin las ecuaciones, para los 165 dias de
almacenamiento., Como puede observarse no existen
diferencias significativas al 0,05% entre ellos, salvo para
las caracteristicas de color y vitamina C.



uadro 8. Recuento microbiano de la pulpa en el
nivel industrial, segiin tratamiento y

tiempo de almacenamiento

Cuadro 9.

#

Comparacién entre los resultados

pricticos y los proyectados’

Tratamiente Tiempo almacenamiento, dias

0 i3 65 k] 165
1" BT [LG6x10F - 99«10 50x10' 6,0x10°
HL <10 - 3Bx10* <10 50x10
Caol <3 . <3 . <3
2T 2, 1x10% 605100 3,0x10° 4,010
HL =10 - T6x10* <10 <10
Col <3 - <3 - <3
3 RT 101,00 - <10 65x10F6.9x10F
HL <l0 - 1,0x10" 4,1x107 <10
Col =3 - <3 - =3
4 RT 2ExI0P 35107 4, 7x10F <10 3,"-"1;"3:'
HL =10 26x100 2. 7x108 <10 2.0x10°
Col =7 <y <y . <3

*Brix
pH
Acidez
Vit C
Color
LogRT
Log HL

S Humedad SS8iRa6l)  TLIT4500

TEIBITY  BASETAN

QOUTE  FA(05T L0000 500 RSN
160.84) ERTRELH LB 40 150358
1,209y 1.1 10,005 1.0 L IE) 1310

O06108  THOOETIZ) 260068 18.4(00.836)

0,148 (00RE1) 0,106 0005815 0,123 (0,12863 0,126 (0,1 254)
20004y

(R E LO{1.2) 204110

10 ). 18082 o180 LO(1Ap

* s giin mwedelos mamemiiicos goire parfnlei alos 168 dian o almacenamienda,

Cuadro 10. Indicadores técnico-econdmicos de los

RT: Recuento totnl de bacterias mesifilas aerdbicas UFCig.

H L: Recuentos de hongos v levaduras UFClg.
Col: NMP de coliformes totales/g.

tratamientos ensayados
Tratamiento Costo/Kg % de distribucidn
de producto USS  del costo por insumo
ayaba 4
‘ bl Wnzoato 12
mano de obra BA
guayaba 51,2
i 0,120 azdicar 43,2

benzoald 0.5
mano de olra 5.0

yaha 511
0115 E:azﬁcﬂ 44,5
mang de obra &

guayaba 915
0,074 mann de obra 8.5
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CONCLUSIONES

1. Los cuatro tratamientos ensayados en el dmbito
industrial mostraron recuentos microbiolégicos
accptablemente bajos a los 165 dias de
almacenamiento,

2. Los valores predictivos de las ecuaciones mateméticas
derivadas no fueron significativamente diferentes a los
obtenidos en la realidad, salvo para los valores de color
y vitamina C. Ello es debido posiblemente a que las
ecuaciones cormespondientes a estas variables explican
en un grado considerablemente bajo la variabilidad de
las respuestas.

3. Las ecuaciones de regresitn mostraron validez para
proyectar tratamientos efectuados bajo similares
condiciones de proceso. A pesar de las diferencias
propias del escalamiento, las ecuaciones fueran
confiables y aplicables en el nivel de industria. La
técnica de superficies de respuesta constituye, por lo
tanto, un método eficiente, seguro y econdmico para
pronosticar el efecto de los factores en el escalamiento
del proceso,

4. En el caso especifico de la pulpa de guayaba, los
resultados ofrecen a la industria varias alternativas de
combinacidén de factores que logran mantener el
producto en condiciones adecuadas a temperatura
ambiente por un periodo minimo de 165 dias, con lo
cual se podrian eliminar o reducir las pérdidas por
concepto de deterioro de producto almacenado, que se

presentan con los métodos tradicionalmente utilizados.
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ANALISIS CINETICO ULTRAESTRUCTURAL DE LA
LIPOLISIS DE LOS GLOBULOS GRASOS LACTEOS

ABSTRACT

Utrastructural kinetic analysis of milk fat
globules lipolysis

The action of pancreatic lipase on natural {(cow and
human) and homogenized milk fat was analyzed
kinetic and ultrastructurally, studying the milk fat
globules and their membranes,

It was found that in vitro reaction of the enzyme
with homogenized milks was faster than with the
natural ones. Also a larger proportion of ruptured
or perforated milk fat globules was observed in
homogenized milk. However, the non homogenized
cow milk, showed a greater proporion of perforated
milk fat globules than the human milk; this dee to
natural autolysis during post-excretion time.

The majority of the homogenized milk fat
globules presented alterations at 180 min of
reaction, or only their membranes were left.
Meanwhile on the natural samples there was a higher
proportion of complete globules, although, with
eryofracture, in the scanning electron microscope,
it was possible to observe hydrolisis in the lipidic
core.

It is concluded that the protein membrane of
milk fat globules in homogenized milk is more
permeable to the enzyme than the fat globule
membrane in natural milks, which might be due 1o
the ruptures presented.

* Bscoeln de Tecnologia de Alimenos
** Unidad de Microscopia Elecirdnica
el Eecweds de Cudmics
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RESUMEN

Se analizd cinética y ultraestructuralmente la accidn de la
lipasa pancredtica sobre la grasa de leches naturales (de
vaca y humana) y homogeneizadas, mediante el estudio de
les gldbulos grasos ldcteos y sus membranas.

Se encrontrd que la reaccidn in vitre de la enzima con
las leches homogeneizadas fue mds ripida que con leches
naturales. Ademds se observd una proporcién mayor de
glébulos grasos licteos con perforaciones o rupturas en
las leches homogeneizadas. Sin embargo, la leche no
homogeneizada de vaca, mostrd una mayor proporcidn de
glébulos grasos licleos perforados que la leche humana;
esto debido a la autdlisis natural ocasionada por ¢l tiempo
post-excrecion.

La mayoria de los glébulos grasos lictees de las leches
homogeneizadas presentaron alteraciones a los 130 min
de reaccidn, o bien sdlo quedaron sus membranas. En tanto
en las leches naturales hubo una mayor proporcidn de
glébulos ldcteos integros, aunque con criofractura, en ¢l
microscopio electrénico de barrido fue posible observar
hidrélisis en el corazén lipidico.

Se concluye que la membrana proteica del gldbulo graso
lécteo homogeneizado es mids permeable a la enzima que
la membrana del gldbulo graso de las leches naturales, lo
cual puede deberse a las rupluras que presentan.

INTRODUCCION

Los glébulos grasos licteos (GGL) estin constituidos de
un 97% a un 99% por triglicéridos, ¢l resto corresponde a
fosfolipidos y esteroles, Este nicleo lipidico que constituye
el GGL, estd recubiero por una membrana de tipo unitanio
denominada membrana del glébulo graso ldcteo (MGGL),
cuyaultragstructura es similar a la de una membrana celular
(Blackberg, 1981; Cheftel, 1980). Sin embargo, por
autdlisis natural de la leche, esas membranas se alteran
tanto estructrual como quimicamente, al grado de ser
sustituida por una membrana proteica, conocida como
membrana  secundaria (Bracco er al, 1972; Wooding,
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1971). Algo similar ocurre durante el proceso de
homogeneizacidn, pues las MGGL se rompen vy son
sustituidas por una capa proteica derivada del plasma licteo
(Brunner, 1976; Wooding, 1971). Asf, la estruciura de
membrana unitaria de los GGL solo puede ser observada
en muestras procesadas inmediatamente después de Ia
excrecidn (Herndndez & Akahori, 1983).

La MGGL protege el nicleo lipidico; sin embargo, para
¢l proceso de la digestidn representa una barrera fisica que
obstaculiza el paso de enzimas, Ese bloqueo se manifiesta
por ejemplo en la accidn con la lipasa pancredtica en la
que se requiere que esta actide sobre el corazdn lipidico del
GGL; (Blackberg, 1981; Mata-Segreda, 1981). Asl, el
objetivo de este estudio fue evaluar la accidn de la lipasa
pancredtica sobre los GGL de leches naturales y
homogeneizadas y definir el efecto que produce esta enzima
en la MGGL.

MATERIALES Y METODOS
Muestras de leche

Se estudiaron las siguientes leches: leche homogeneizada
de vaca de tres marcas comerciales (muestras A, B y C);
leche sin homogeneizar de vaca, obtenida de un expendio
comercial por lo que el tiempo de post-excrecidn no fue
determinado (muestra D) y dos muestras de leche humana
de diferentes fuentes (muestras E y F) recolectadas la
primera a los quince dias post partum, y la segunda a los 4
meses. Tales muestras fueron procesadas inmediatamente
post-excrecion.

Reaccidn enzimitica

Se utilizd un preparado de lipasa pancredtica de origen
porcino (40 mg/mL de agua destilada), que se anadid a
cada muestra de leche en solucidn amortiguadora de
fosfatos (pH 7.2). La compaosicidn de lamezcla de reaccion
fue de tres paries de amorntiguador por una parie de enzima
y otra parte de leche. La mezcla de reaccidn s¢ incubd a
37°C y se tomaron alicuotas a los 0, 30, 60 y 180 min.

Extraccidon de la grasa

De cada mezcla de reaccién se extrajeron alicuotas de 14
mL y se centrifugaron durante 15 min a 3000 rpm a 4°C,
{centrifuga Hitachi OSPR-22). Los tubos se taparon con
tapones de hule perforable y s¢ colocaron invertidos en el
rotor, de manera que la capa lipidica al centrifugarse flotd
localizindose en el fondo de los wbos, Luego, sin invertir
los tubos, se perforaron los lapones con una aguja
hipodérmica para permitir la entrada de aire y con otra
aguja y una jeringa hipodérmica se exirajo la fase acuosa
del tube, de manera que al colocarlos en posicidn normal
la capa de grasa quedd en ¢l fondo.

Microscopia electrénica de barrido

La grasa extraida de cada alicuota de la mezcla de reaccidn
enzimdtica se fijé con glutaraldehido al 2,5% en solucidn
amontiguadora de fosfatos (0,2 M, pH 7,2) durante 2 b a
4°C; se postfijé con tetréxido de osmio al 2% en el mismo
amortiguador por 1 h. Se deshidraté en una escala
ascendente de alcohol etflico de 30 a 100%. Se depositd
una gota en una membrana Millipore de 0,45 pm de
porosidad y luego se secd en un secador de punto critico
{Hitachi HCP-2). Las membranas Millipore con la muestra
adsorbida se colocaron sobre bases de aluminio; se
cubricron con oro en un cobertor idnico (Eiko 1B-3), y se
observaron en un microscopio electrénico de barrido
(Hitachi S-570).

De la muestra F también se tomaron dos alicuotas a los
Oy 180 min de reaccidn, que se fijaron con glutaraldehido
en la misma condicidn expresada anteriormente, s2 lavaron
con amortiguador de fosfutos y se resuspendieron en glicerol
al 5%, luego se congelaron en nitrdgeno liquido, se
criofracturaron y se observaron a - 100 °C en el microscopio
electrénico de barrido (Hituchi 5-570), empleando un
dispositivo de etapa criogénica.
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Microscopia electrinica de transmisién

Se procesaron las alfcuotas obtenidas a los 0 y a los
180 min de reaccion de las muestras A, B, C y D; para ello
la fracciGn lipidica, una vez deshidratada, se embebid en
resina Epoxi (Tabb tipo Spurr) y se incubé a 70 °C durante
12 h. Se hicieron cortes ultrafinos de 50 y 90 nm de espesor,
(Ultramicrétomo Sorvall MT2-2). Los cortes se tifieron
con acetato de uranilo y citrato de plomo y se observaron
én un microscopio elecirdnico de transmisidn
(Hitachi HU-12A).

RESULTADOS Y DISCUSION

Ultraestructura del GGL

Al microscopio electrdnico de barrido, los GGL aparecen
coma corplsculos esferoides de diferente didmetro, algunos
presentan una superficie lisa y otros corrugada
(Bauer, 1972). En este trabajo esto se puede apreciar
observando las Figuras la, 1b, Ic, 1d y 4a, para las
diferentes leches estudiadas. Mediante cortes ultrafinos
observados al microscopio electrdnico de transmisidn, se
apreciaron diferencias en la MGGL. Las leches no
procesadas presentaron MGGL tipo unitario con aspecto
trilaminar como lo describiéd Wooding (1971). Enla leche

no homogeneizada de vaca, se aprecia un proceso de
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vacuolizacién, observindose estructuras electrodensas
emergiendo de la MGGL a manera de corpisculos
esferoides gemando, cuyo material parece provenir
exclusivamente de la MGGL (Figura 2a). Por tal razdn
esas estructuras han sido denominadas plasmalemasomas
{(Wooding, 1972). En las leches homogeneizadas la MGGL
ha sido sustituida por una membrana mas gruesa, originada
posiblemente por proteinas ldcteas (Brunner, 1976). El
aspecto ultracstructural granular de esta membrana es mds
acentuado que el observado en la leche sin procesar
(Figura 2b). Las discontinuidades de la MGGL observadas
en esta micrografia podrian corresponder a los agujeros
que se pesentan en la superficie de los GGL apreciadas en
las micrografias electrénicas de barrido (Figura 2Zc).

El interior del GGL {cormzdn lipidico) es disuelto durante
el procesamiento de la muesira para microscopia electrdnica
de transmisidn y barrido, pues en el primer caso sdlo se
observan las MGGL y en el segundo caso los GGL ap:im::n
como esferas vacias (Figuras 2a, 2b y 2c) presentando
rupturas en las MGGL. De tal manera que una opcidn
para observar el interior del GGL al microscopio electronico
es mediante estabilizacién de la estructura por
ultracongelacién y criofractura, como se observa en las
Figuras 5a y 5b, en la cual el GGL ha sido dividido
diametralmente mostrando una masa lipldica inlerna.
Ademds, es posible apreciar la MGGL criofracturada como

un casquete que envuelve al corazdn lipidico,



Figura 1. Micrografias electronicas de barrido de GGL de leches de vaca

#- Leche sin homogeneizar (14 000X) ¢- Leche homopencizada B (15 500 X)
b+ Leche homopencizada A (14 000X) d- Leche homogeneizada C (17 000 X)
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Figura 2. Micrografias electrdnicas de GGL de
leches de vaca

a- Transmisitn, leche no homogeneizada
(125 000 X)

b- Transmisidn, leche homogeneizada
(105 D00 X)

e- Barrido, leche homogeneizada (14 000 X)

32 . REVITECA Volumen 3 - No. 1-2, 1994



Anilisis ultraestructural del la lipdlisis de los GGL

En las curvas de la Figura 3, se observa que la lipasa
pancredltica actiia a una velocidad de reaccidén mayor sobre
los GGL de la leche cruda (muestra D), seguida por la de
loz de las leches homogeneizadas (muestras A, B y C). En
esta figura se observa que con la leche humana
(muestra E) es con la que se presenta la menor velocidad
de reaccidn. Aunque las micrografias electrénicas de
barride muestran que las MGGL de esta leche permanecen
priacticamente sin alteracién y que la proporcién de los
GGL es la misma durante las 3 h de reaccién enzimética
(Figuras 4a y 4b). Sin embargo, en las muestras
procesadas por crniofractura es posible observar que la
enzima actia sobre el corazdn lipidico después de 180 min

de reaccidn (Figuras Sa y 5b).

100

I‘I
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Figura 3. Curvas de reaccion de la lipasa
pancredtica con las diferentes leches

Figura 4. Micrografias electrénicas de barrido de GGL de leche humana a dos tiempos extremos de

reaccion con la lipasa pancredtica

g- 0 min, (15 000 X}
b= 180 min, (12 D00 X)
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Figura 5. Micrografias electrinicas de barrido de GGL de leche humana criofracturados a dos
tiempos extremos de reaccion con lipasa pancredtica

a- 0 min, (11 500 X)
b= K80 min, (10 DIHF X}
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Figura 6. Micrografias electrinicas de barrido
de GGL de leche sin homogeneizar

a- Barrido (14 (8H X}
b~ Transmisidn (25 000 X)

Los GGL de la leche sin homogeneizar de vaca, observados
al microscopio clectrénico de barrido, (Figura 6a),
presentan agujeros en sus membranas desde el principio
de la reaccion debido a la autdlisis natural de los mismos
{(Wooding, 1972), que es comprobada por la observacion
de gran cantidad de plasmalemasomas en las micrografias
electrénicas de transmision (Figura 6b).

Las leches homogeneizadas fueron las que reaccionaron
mas rapidamente con la lipasa pancredtica; las diferencias
estadisticas entre estas velocidades de reaccion, fueron
altamente significativas entre si (P < 0,04). Las diferencias
ultraestructurales entre estas leches se pueden observar en
las Figuras 7a, 7b v Tc, en donde se aprecia que en la leche
A, la reaccion fue mas drastica, al grado de que en la
alicuota tomada a los 180 min sélo quedaron fragmentos
de GGL a manera de cascarones vacios. Las leches By C,
ultracstructuralmente presentaron un ponorama muy
similar; aunque como se menciond la diferencia en las

velocidades de reaccidn fue altamente significativa,
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Figura 7. Micrografias electronicas de barrido
de GGL de leche homogeneizada de
vaca a 180 min de reaccidén con la
lipasa pancreitica
g Muesira A, (31 000 X}
b= Bluesiea B, (22 000 X}
¢- BMuestea C, (15 () X)

CONCLUSIONES

La accidn de la lipasa pancredtica sobre la MGGL depende
del proceso a que se haya sometido la leche despies de
excretada.

Las leches homogeneizadas presentaron una velocidad
de reaccidn mayor con la lipasa pancredtica que las leches
naturales, o sea que de alguna manera el proceso de
homogeneizacidn facilita la accién in vifre de esta enzima.



La reaccidn in vive puede diferir en forma sustancial de lo
expuesto aqui, pues los productos de reaccidn estarfan
siendo removidos del ambiente quimico, y el peristaltismo
intestinal favorecerfa la reaccidn al agitar continuamente
la mezcla de reaccidn. Ademds, en el intestino estarfan
presentes olras enzimas que intervendrian en la reaccidn.
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Supervivencia del Vibrio cholerae y V. parahaemolyticus en el ceviche*

Priscilla Alvarado-Marenco**; Vera Garcia-Cortes***

ABSTRACT

Survival of Vibrio cholerae and
V. parahaemolyticus in ceviche

The survival of Vibrio cholerae and
¥ parahaemolyticus was studied in ceviche
(raw marinated fish), prepared with a standard
formaulation. Fish pieces were previously inoculated
to obtain 103 or 106 CFU/g for each bacteria.

Ceviche was prepared with the inoculated fish
and incubated at 4°C. Samples for analyses were
taken before incubation and at different intervals up
10 24 hrs.

In all experiments the Vibrio populations
decreased rapidly. In all cases the pathogens could
not be isolated after 24 hrs incubation by the
presencefabscence test in 10 g However, both species
were able to survive in ceviche at least for 6 h in
numbers that depended on the amount inoculated.
V. parahaemolyticus showed a more accelerated
death rate than V. chalerae.

Based on these results it is concluded that ceviche
can be a potential health hazard if contaminated with
these vibrios, when eaten during the first 6-10 hrs of
preparation. After 24 h ceviche does not represent
a health hazard by V. cholerae or
V. parahaemaolyticus.

* Teesis de Ciracks do La prismera sotors par obeser e gradade Lic, en Tecnologia
e Al nbiod, Univereidad de Coara Bica, 1992
0 Aemalmenis on Badusirias Buenos Akees, 5.4
#ea Faculiad de Microbiologly, UCR Acusimeestc cn CITA-LICR

IR  DPEYVITEIOCAL Valisrmiaers @A ®Bla 1 9% 3884

RESUMEN

Se estudidé la supervivencia de Vibrie cholerae y
V. parahaemolyticus, en ceviche preparado con una
formulacidn estandarizada en Costa Rica. Se inoculé el
pescado troceado para obtener cargas aproximadas, de cada
microorganismo por separado, de 107 y 108 UFC/g en el
ceviche preparado. Las pruebas se realizaron en ceviche
elaborado a partir del pescado contaminado e incubado a
4°C hasta su andlisis. Las muestras s2 tomaron al tiempo
cero v a diferentes intervalos, hasta por 24 h.

En general, en todos los experimentos se observd una
clara y acelerada tendencia de las poblaciones a decrecer
con el tiempo, independientemente de la carga inicial
inoculada. En mingin caso fue posible aislar los Vibrio
después de 24 h, utilizando la técnica de presencialausencia
en 10g. Sin embargo, los resultados indican que ambas
especies son capaces de sobrevivir en el ceviche al menos
per 6 h en cantidades que dependen de la carga inoculada;
siendo, el V. parahaemolyticus el que presenta la tasa de
muerte més acelerada,

Por lo anterior, se concluye que el ceviche puede serun
riesgo potencial para la salud en relacidn con estos dos
patdgenos, y en especial con el ¥ cholerae, dependiendo,
entre otros factores, del tiempo que tiene de preparado y la
cantidad del producto que se ingiera. De acuerdo con los
datos obtenidos no existe riesgo si el ceviche se consume
luego de 24 h de preparado.

INTRODUCCION

El ceviche es un platillo muy popular en Costa Rica, asi
como en varios paises latinoamericanos. Su preparacidn a
base de pescado y condimentos crudos, sumergidos en jugo
de limén vy sin ningdn tratamiento ¥rmico, ha suscitado
especulaciones en cuanto a la capacidad de éste y otros
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platillos similares, para servir como vehiculador de
patdgenos,

Un estudio realizado por Ferndndez y Ryan (1983)
demuestra que de 66 muestras de «ceviche de chuchecass
(coctel de bivalvos), el 93% no eran aptas para consumo
humano por su alto grado de coliformes fecales, de
Staphylococeus aureus y por la presencia de
Salmeanella spp. JiméEnez (1991) encontrd que, en ceviche,
la Salmonella tvphimuriwm mantiene su poblacidn
constante por T2 hrs ¥ 5. awrens, aungue disminuye su
poblacidn con el tiempo, puede encontrarse en nimeros
considerables adn después de 48 hrs.

Dos patégenos, el Vibrio parahaemeolyricus y el
V. eholerae, representan un riesgo especial en relacidn con
el ceviche debido a que ha sido demostrada su presenciaen
pescado. Es ampliamente conocido que, debido a su hébitat
maring, ¢l ¥ parahaemolyiicis constituye frecuentemente
parte de la flora normal del pescado y otros mariscos. En
Costa Rica se ha informado sobre la presencia de esta
bactena en diversos tipos de pescado (Murillo, 1983;
Crarcia, &f al., 1986).

Por otra pane, cabe destacar que, durante la reciente
¢pidemia de cdlera ocurrida en Perd, se logrd aislar
V. cholerae del 20% de peces recién capturados y de 100%
de muestras de pescado obtenidas en el mercado;
venficdndose, ademds, la presencia de Vibrio cholerae en
37.2% de las muestras de ceviche obienidas en El Callao y
en 30% de las obtenidas en Lima (OMS, 1991).

En forma posterior, en un estudio retrospectivo de la
epidemia antes mencionada, se logrd establecer que al inicio,
¢l contagio més frecuente fue por la ingestion de pescado
¥, posteriormente, por verduras y frutas mal lavadas
(Romero eral,, 1991).

En Costa Rica, Mata er al. (1994) realizaron
experimentos que demuestran que ¥ cholerae muere al ser
inpculado directamente en el ceviche, y por otro lado,
estudios realizados en 1991 en el Hospital Nacional de
Nifios sefialan que el limdn no es garantia para eliminar el
¥ cholerae del mismo (Herrera, Marco Luis; Comunicacion
personal). Debido a los dates, aparentemente
contradictorios, ¥y a que existen muchas variables
(formulacidn del alimento, forma de inocular con los

patdgenos, condiciones de almacenamiento y técnicas de
recuperacidn) que pueden incidir en este tipo de estudio,
s¢ llevd a cabo la siguiente investigacion con el fin
de estudiar la supervivencia de V. cholerae y
V. parahaemolyticus en ceviche preparado con una
formulacidn estandarizada en Costa Rica y bajo condiciones
controladas.

MATERIALES Y METODOS
Cepas y preparacion del indeulo

Se utilizdé la cepa ATCC No 17802 de Vibrio
parahaemolyticus suministrada por la Facultad de
Microbiologia de la Universidad de Costa Rica y unacepa
de Vibrio cholerae Mo 1800-82 biotipo el Tor, serotipo
Inaba, proveniente del "Center for Disease Control”
(Georgia, USA), suministrada por el Instituto Nacional de
Investigaciones en Salud (INISA, Universidad de
Costa Rica). El V. cholerae fue mantenido en agua
peptonada alealina con pH 8.2 (APA) y el
V. parahaemolyticus en agua peplonada con 3% de NaCl
(AP - 3%).

Para preparar los indeulos se utilizd, en cada caso, el
mismo medio de cultive que se utilizd para ¢l
mantenimiento. La concentracién de los cultivos se ajustd
utilizando los estidndares de Me Farland (Mc Faddin, 1981),
y en cada determinacidn se incluyd una cuantificacion en
agar tiosulfato-citrato-bilis-sacarosa (TCBS).

Inoculacion del ceviche

Las pruebas se llevaron a cabo para cada microorganismo
por separado, realizindose, para cada uno, repeticiones en
tres oportunidades. En todos los casos, el ceviche fue
preparado siguiendo la formulacidn promedio descrita por
Jiménez y Garcia (1993).

Los trocitos de pescado (de ] cm de arista) se
inocularon con la cantidad de cullivo necesaria
{determinada previamenite) para obtencr, en ¢l ceviche ya
preparado, cargas aproximadas de 10 ¥ 1 UFCfg. El
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pescado inoculado se dejd en reposo durante 3 hrsad °Cy
luego se afiadid el resto de los ingredientes.

Toma y preparacion de las muestras

En cada caso una vez preparado el ceviche, se procedid a
tomar una muestra para el andlisis correspondiente al
tiempo cero y luego se almacenaron a 4°C. De los ceviches
inoculados con V cholerae se tomaron muestras a los 30
min y después de 2, 4, 6 y 10 h.
¥ parahaemolyticus se incluyd, ademds, una muesira a
las 8 h.

En todos los casos la muestra consistid en 10g de
producto, en donde se mantuvo la relacidn sélido/liquido
establecida por Jiménez y Garcia (1993). La muestra se
pesd directamente en frascos de licuadora estériles y se
homogenizd, por 1-2 min con 90 ml de APA o AP-3%
segiin el caso. Una vez licuada, se ajustd el pH de la mezcla
a 7.0-7.5 con NaOH 3M estéril (Wallace er al., 1984) y se
procedid a realizar las diluciones decimales necesarias
ulilizando tubos con 9 ml de diluyente (APA o AP-3%).

En el caso de

Métodos de coantificacidn

Se utilizd la téenica de esparcimiento sobre agar descrita
por Yanderzant y Sphittstoesser (1992) usando agar TCBS
con incubacidn a 35°C por 18 2 24 h, Cuando se esperaban
concentraciones muy bajas de las bacterias, la téenica se
modificé de la siguiente manera: se sembrd 0.2 ml de la
dilucién 107! en cada una de cinco placas de agar TCBS,
toméandose, para estimar el resultado, el nimero de colonias
tipicas presentes en las 5 placas. En tales casos se utilizé,
ademds, la técnica de niimero més probable (NMP, series
de 3 twbos) simultineamente con la prueba de esparcimiento
en placa, Para V. cholerae se usé como medio para la prueba
presuntiva APA y para V parafaemolyiicus AP-3%, con
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incubacién a 35°C por 6-8 h (De Paola, 1987). En ambos
casos la prueba confirmada se realizd rayando una asada
tomada de la superficie del caldo a placas de agar TCBS,
incubdndolas a 35°C por 18-24 h.

En tedos los experimentos se realizd, a las 24 hrs, una
prucha de presenciafausencia para lo cual se tomd 10 g de
ceviche, se adiciond 90 mL de diluyente, se homogenizden
licuadora y se ajustd el pH a 7.0-7.5. Se incubé por 6-8 h
a 35 °C y luego se tomd una asada de la superficie del
caldo y se rayd sobre placas de agar TCBS el cual se incubd
a 35°C por 18-24 h.

Supervivencia en jugo de limon

Se realizaron pruebas de supervivencia de ambos vibrios
en jugo de limén mandarina ( Citrus_jambiri) puro y diluido
10y 17100, A 25 ml de cada uno se agregd 2.5 ml del
indculo inicial (10% UFC/ml) y se procedi6 a rayar una
asada sobre placas de agar TCBS al tiempo O y a los 30
min. Las placas se incubaron a 35 "C por 18 h.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos (Figuras 1, 2, 3 y 4) demuestran
que ¢l comportamiento del V. cholerae y del
V. parahaemolyticus en el ceviche es similar, presentando
una tendencia a disminuir en un tiempo relativamente coro.
En la Figura 5 se aprecia que la reduceidn, en ciclos
logaritmicos, es mayor en las primeras 2 h para el
V. parahaemolyvticus en ambas cargas de inoculacidn (0.86
ciclos para 100 y 1,14 para 103), que para el V. cholerae
(0,84 y 0,52 ciclos respectivamente). Lo anterior ¢s notorio
al observarse que en todos los experimentos fue posible
recuperar algunas células de V¥ cholerae a las 10 h de

almacenamiento, no asi del ¥ parahaemolviices.
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Figura 1. Supervivencia del Vibrio parahaemolyiicus
en ceviche inoculado con 10* UFC/g
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Figura 2. Supervivencia del Vibrio parahaemolyticus
en ceviche inoculado con 10° UFC/g

(T=4 *C; pH= 3,5-4,0)
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Figura 3. Supervivencia del Vibrio cholerae
en ceviche inoculado con 10* UFC/g
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Figura 4. Supervivencia del Vibrio chelerae

en ceviche inoculado con 10° UFC/g
(T=4 *C; pH= 3,5-4,0)
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Figura 5. Supervivencia proemdio del Vibrio parahaemolyticus y Vibrio cholerae en ceviche
(cargas inoculadas con 10y 10° UFC/g; T=4°C; pH= 3,5-4,0)
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DISCUSION Y CONCLUSION

Cuando una poblacién microbiana es expuesta a un agente
letal, ésta presenta una tasa de muerte que es constante y
exponencial. Latasa de muerte se ve afectada por un gran
niimero de factores, entre ellos el tipo de microorganismo,
la cepa, el estado fisioldgico, asi como las caracterfsticas
fisicas y quimicas del medio en que se encuentre. En el
caso del ceviche, el principal efecto antimicrobiano lo ejerce
la acidez y su accién se ve influida por la composicién
fisica y quimica del medio, destacindose que el medio estd
constituido por dos fases: una liquida y otra sélida. Esta
ultima compuesta, principalmente, por los trozos de pescado
¥ por lo tanto, con gran poder amortiguador.

En este caso, debe recordarse que el pescado troceado
fue inoculado antes de preparar el ceviche, por lo que las
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bacterias se encuentran en fntimo contacto con el pescado,
existiendo la posibilidad de que penetren entre las liminas
que componen el tejido muscular del pescado.

El comportamiento que presentan ambos Vibrio ante la
ala acidez (pH 3,5 - 4,0) del ceviche concuerda con los
resultados de varios investigadores, quienes sefalan que
los deidos tienen accidn bactericida sobre éstos (Beuchat,
1975; Felsenfeld, 1971; Mata, 1992). Sin embargo, en ¢l
ceviche también es vilido lo encontrado por Beuchat (1976)
quien informd del efecto protector que ejerce ¢l 1e)ido de
los camarones en un coctel dcido inoculado con
V. parahaemolyticus. Las pruebas de supervivencia en
jugode limdn, las cuales fueron negativas desde el tiempo
cero para ambos microorganismos, parecen corroborar lo
anterior.
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Si 5¢ toma en cuenta que la dosis infectiva del V. cholerae
se ha establecido entre 107 ¥ 10% (Cameron & Dicharry,
1988) y se analiza la Figura 3 donde se aprecia que, durante
las primeras 2 h de preparado, en el ceviche inoculade con
10 UFC/g la poblacidn sobreviviente es del orden de 10°
UFC/g, se deduce gue existe riesgo de adquirir la
enfermedad. Asimismo, luego de 6 h de preparado el
ceviche conserva una poblacién del orden de | 0
¥ choleraelg, lo que implica que 51 s consume una pequeiia
porcidn de 100 g, se estaria ingiriendo cerca de 10° UFC
de vibriones lo cual puede representar un riesgo para la
salud.

Adin en ¢l caso de la inoculacién con 10* UFC/g puede
existir el riesgo de enfermedad (si se toma en cuenta, enlire
otros factores, la edad del consumidor, el volumen de
ceviche ingerido y la susceptibilidad individual), pues la
poblacidn del V. cholerae no llega a grados no detectables
sino hasta pasadas unas 6 h.

Lo anterior toma importancia en Costa Rica, pues segln
Jiménez y Garefa (1993), en algunos casos, el tiempo de
almacenamiento entre la preparacion del ceviche y su
CONSUMO es tan cono como 15 min.

Ademds, es importante sefialar que al encontrarse oflulas
viables, el alimento puede constituirse en fuente de
contaminacidn cruzada con otros alimentos y como fuente
de contaminacién de aguas residuales. Al respecto, un
estudio realizado en Lima, durante la epidemia reveld que
el 66,7% de las tablas de cocina empleadas para limpiar y
cortar ¢l pescado estaban contaminadas con V. cholerae;
encontrindose, ademds, la bacteria en 9,1% de los platos y
el 7,14% del agua usada para el «lavados de platos por los
vendedores ambulantes (OMS, 1991).

De acuerdo con los resultados y dada la dosis infectiva
de V. parahaemolyricus, (1 0 - IE}?]-, si bien la poblacidn
decrece muy ripidamente, ¢l ceviche también puede ser,
eventualmente, un vehiculo de infeceidn.

Mo fue posible demostrar cualitativamente la presencia
de ninguno de los dos Vibrie en 10g del producto luego de
24 h de almacenamiento a 4 °C, lo que indica que, después
de este tiempo, la poblacién ha disminuido a un grado tal
que no representa riesgo para la salud.
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