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RESUMEN

Como estudiantes egresados, Luis David Velasquez Murillo y Ramoén
Eudoro Cevallos Cedefio, previos a la obtencion del titulo de Ingenieros
Agroindustriales se nos exige realizar un documento final o tesis, en la que
se demuestre todos los conocimientos adquiriditos a través de la carrera,
en concordancia a lo requerido, hemos elaborado esta tesis, con toda la
importancia y dedicacion que se merece, esperando que no tan solo sea
un documento que se archive por el cumplimiento de un requisito, sino
mas bien que en algo pueda aportar a la actividad investigadora y

productiva.

El tema escogido en la presente investigacion pertenece al procesamiento
de citricos, considerando que Manabi ocupa el tercer lugar a nivel del
Ecuador, en cuanto a la produccion de naranja se refiere; por la tal razon
la investigacion se concentra en el proceso especifico de pasteurizacion
del zumo, pero sin embargo no tan solo se enfoca en la eliminacion de los
microorganismos existentes en el producto, sino que, profundiza en el
efecto que el tratamiento térmico tiene sobre las caracteristicas de calidad
0 nutricional del zumo, en este caso la vitamina “C”. Por consiguiente el
presente trabajo se basa en la “Comparacion de la temperatura-tiempo
de retencion de pasteurizacion y su efecto en la concentracion de

vitamina “C” en el zumo de naranja”.

Es posible encontrar una combinacion de temperatura y tiempo de
pasteurizacion que minimice la degradacion de vitamina “C”. Por ello se
emplearon varios tratamientos térmicos evaluandose su efecto sobre la
concentracion de vitamina “C” en el zumo de naranja, los cuales fueron:
75°C por 12 minutos, 85°C por 6 minutos, 90°C por 5 minutos y 95°C por
2,2 minutos. Se pasteuriz6 utilizando el equipo de Bafilo Maria de precision



con temperatura regulable (Merck, Alemania), para todos los tratamientos a
los cuales se les realizaron los analisis microbiolégicos, correspondiente al
Conteo total de Bacterias, en UFC por cada mL y numero de levaduras por
cada mL de zumo, todos estos tratamientos y analisis, se realizaron en el
Laboratorio de Microbiologia de la Escuela Superior Politécnica
Agropecuaria de Manabi (E.S.P.A.M)

Los andlisis de acido ascorbico o vitamina “C” se realizaron en el
Laboratorio de andlisis de alimentos A.V.V.E de la ciudad de Guayaquil,
puesto que nos resulté imposible hacerlo en los laboratorios de la ESPAM,

ya que no contdbamos con los reactivos necesarios.

Para la presente investigacion, nos apoyamos en textos, que referian a la
degradacion de factores de calidad en los alimentos, y la destruccién de

microorganismos y enzimas por medio de tratamientos térmicos.

Finalmente, pudimos establecer comparaciones entre los tratamientos que
dieron como resultado la pérdida o degradacion de vitamina “C”. asi, el
tratamiento 1 (75°C por 12 minutos) como el tratamiento 2 (85°C por 6
minutos) , fueron aquellos que mantuvieron mayor concentracion de
vitamina “C”, sin embargo los tratamientos 3 (90°C por 5 minutos) y 4
(95°C por 2.2 minutos) garantizan una mayor efectividad de destruccion de
enzimas y microorganismos termorresistentes indeseables en el producto,
asegurando la vida atil del zumo, y cuya concentraciéon de la vitamina “C”
se encuentra dentro de un rango aceptable en comparaciéon con los
tratamientos 1 y 2. Para que el tratamiento 1 y 2 puedan tener un efecto
semejante a los tratamientos 3 y 4, respecto a la destruccion térmica de
microorganismos y enzimas, se necesitaria un mayor tiempo de exposicion
de pasterizacién. En conclusion, son mejores los tratamientos térmicos con
temperaturas mayores de 90°C en relacion a todos los parametros de
calidad del zumo, debido a que eliminando los microorganismos y enzimas,
conservan también concentraciones de vitamina “C” cercanas a la del

zumo inicial y dentro de lo establecido por la norma técnica, asi como las



caracteristicas organolépticas garantizando con mayor seguridad su

conservacion.

Para terminar esperamos que esta tesis logre Impulsar la investigacién en
la institucion que permita expandir los conocimientos en los futuros
profesionales que serviran al entorno social de la provincia, asi mismo
como la investigacion de nuevos productos que podrian ser elaborados a
partir de la materia prima presente en nuestra region desarrollando el
sector productivo y comercial, que aporten al pais en su desarrollo

econdmico.



SUMMARY

The undergraduated students, Luis David Velasquez Murillo and Ramon
Eudoro Cevallos Cedefio, before obtaining the degree as Agroindustrial
Engineers have requested us to realized a final thesis, where demonstrated
all the knowledge obtain through our entire career, according to the
requirements, we have elaborated a thesis, with all needed importance, not
only to carry out a policy, but also to collaborated with the investigation and

productive activity.

The chosen theme in the present investigation belongs to the citrus
processing, considering that Manabi occupies third place in Ecuador
according to the orange production; for this reason the investigation
concentrates its efforts in the specific process of pasteurized orange juice,
not only puts emphasis on the elimination of microorganism in the product
but also studies how thermal treatment affects the qualities and nutritional
characteristics of the juice, especially vitamin C. The present work is based
on “Comparing the temperature — time of pasteurized retention and its

effects in the vitamin C concentration in the orange juice”.

It is possible to find a combination of temperature and time of pasteurization
that reduces the lost of vitamin C. Several treatments were applied to
evaluate its effects over the concentration of vitamin C in the orange juice,
they were 75°C for 12 minutes, 85°C for 6 minutes, 90°C for 5 minutes, and
95°C for 2.2 minutes. The pasteurization method used was Maria Bath
Precision with adjusted temperature (Merck, Germany), all the treatments
where given a microbiologic analysis, corresponding to a Total Bacteria
Counting, in UFC for each ml. and number of yeast for each ml. of juice, all
the treatment and analysis were realized in the Agricultural Polythenical
Superior School of Manabi Laboratory (E.S.P.A.M).



The ascorbic acid analysis or vitamin C was realized in the Food Laboratory
of Analysis A.V.V.E. in the city of Guayaquil, because of the difficulty of
doing it in the ESPAM laboratory.

Finally, we could compare between the treatments that gave the lost or
degradation of vitamin C, therefore treatment 1(75°C for 12 minutes) as
well treatment 2(85°C for 6 minutes), maintain a better concentration of
vitamin C, however treatment 3(90°C for 5 minutes) and 4(95°C for 2.2
minutes) guarantees effectively a better destruction of substances and
microorganisms that are thermal resistant and not wanted in the product,
securing the juice life time and where the concentration of vitamin C is in
the desirable range comparing to treatments 1 and 2. So treatments 1 and
2 could have a similar effect as treatments 3 and 4, according to the
thermal destruction of microorganisms and substances, it will need more
time exposition of pasteurization. In conclusion thermal treatments are
better with higher temperatures than 90°C related to all quality parameters
of the juice, eliminating the microorganisms and substances, conserving
also the concentration of vitamin C closer to the starting juice and according
to the standard technique, as well as the organoleptic characteristics with

better conservation security.

Finally we hope this thesis impulse the investigation in the institution, allow
to expand the knowledge of future professionals that will serve the
province, including the investigation of new products that could be
elaborated from raw material located in the region, developing the
productive and commercial sector and contributing to the country's

economic developing.



CAPITULO I

01.00. PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL
PROBLEMA
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01.01. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La naranja en el canton Bolivar por historia no ha sido un producto
industrializado ni procesado en pequefa escala, lo cual ha sido
comercializada solo como materia prima o utilizandosela en jugos sin
ningln procesamiento; provocando desperdicios en las épocas de
excedentes de cosecha.

Uno de los nutrientes que contienen en gran cantidad el zumo de naranja
es la vitamina C, que es muy necesaria para el desarrollo y funcionamiento

de los animales superiores, siendo un nutriente esencial en la dieta diaria.

Considerando que uno de los constituyentes que se encuentra en gran
cantidad en la naranja, es la vitamina C, se hace necesario encontrar
métodos adecuados de conservacion que eviten la degradacion u
oxidacion de la misma debido a que esta es muy inestable a los procesos

de tratamientos térmicos, luz, oxigeno, pH, trazas de metal, etc.

En consecuencia con lo planteado nos adentramos en la busqueda de
determinar dentro del proceso de elaboracion del zumo de naranja
temperaturas y tiempos de retencion de pasteurizacion en la que permita
mantener la concentracién ideal de la vitamina “C”, para obtener un

producto de calidad que cumpla con las normas establecidas.
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01.02. FORMULACION DEL PROBLEMA

¢ Cual sera la temperatura y tiempo de pasteurizacién ideal en la
conservacion del zumo de naranja que permitan en lo posible

mantener las concentraciones de vitamina C?



CAPITULO I1
02.00. JUSTIFICACION
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Actualmente nuevas tendencias en consumo de alimentos exigen que
estos sean ademas de seguros, estables por largos periodos de tiempo; de
alto nivel nutritivo y en general que conserven lo mas posible todas las

caracteristicas del alimento fresco.

Sin embargo, debido a la pobre estabilidad de frutas tropicales durante su
transportacion y almacenamiento que degeneran el deterioro del producto
se vislumbra la posibilidad de su procesamiento, el cual por lo general
interviene en su proceso el tratamiento térmico, de tal forma que se llegue
a obtener alimentos libres de microorganismos patdégenos prolongando la
vida util del producto final, pero este tratamiento térmico como podria ser la
pasteurizacion, puede causar en frutas tropicales cambios en sus atributos

sensoriales (sabor, color y olor) y del valor nutritivo.

Para obtener un producto de calidad se debe optimizar el tratamiento
térmico basandose en la dependencia e influencia de la temperatura-
tiempo de exposicion y su relacidn entre la inactivacion microbioldgica y los

cambios quimicos y sensoriales.

Ademas, esta investigacion es importante porque servird como base para
futuros proyectos de factibilidad técnica y econémica en la implantacién de
una fabrica de zumo de naranja, debido a que es necesario determinar los

aspectos técnicos en la elaboracién del producto.

Es necesario resaltar la importancia de la investigacion en el sector
industrial porque de esta manera beneficiaria al mismo, al permitirles
restaurar adecuadamente la vitamina C en la elaboracion de zumo de
naranja o cumplir con las concentraciones de vitamina C que demandan

las especificaciones en la norma INEN 437 (350 mg/litro).

Por todas estas razones, la presente investigacion tiene como finalidad

comparar los distintos tiempos de retencion y temperaturas de
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pasteurizacion adecuadas que se emplearan en la elaboraciéon de un
zumo de naranja que permita conservar la vitamina “C” o que tenga una

menor oxidacion.



CAPITULO III
03.00. OBJETIVOS
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03.01. OBJETIVO GENERAL

Comparacion de temperaturas y tiempos de pasteurizacion del
zumo de naranja para determinar cual tratamiento permite
conservar las concentraciones de vitamina C que cumpla con los

requisitos nutricionales que demanda la norma

03.02. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Establecer la composicion nutricional de la materia prima a

utilizar y parametros de calidad.

Determinar la temperatura y tiempo de pasteurizacion que
permita conservar las concentraciones de la Vitamina C en el

zumo de naranja.

Establecer a través de analisis en el laboratorio la concentracion
de vitamina “C” en el zumo de naranja una vez extraido y

después de aplicarle los tratamientos térmicos en estudio.

Realizar andlisis microbioldgicos a las muestras pasteurizadas y

al zumo inicial



CAPITULO IV
04.00. MARCO TEORICO
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04.01. NARANJA (FRUTO)

La naranja es la fruta del naranjo (Citrus sinensis), y es una de las frutas
citricas mas comunes. Crece en lugares calidos y se distribuye por todo el
mundo. Las naranjas tienen un color anaranjado (de hecho el color se
llama asi por dicha fruta).

La naranja tiene un sabor agridulce, y se suele pelar y comer, o se exprime

para obtener su zumo.

04.02. ORIGEN

La fruta tiene su origen en India (algunos dicen que en Vietnam) y en
sanscrito se llamaba nédranga (probablemente de origen dravidico, no ario;
en tamil naru significa ‘fragante’). De India pasé a Arabia, donde se llamo
naranj y luego al sur de Francia, donde en provenzal antiguo se llamo

naurange.

Luego en inglés y francés orange se convirtid en orange. Debido a que el
articulo inglés a (o an delante de vocal) y el francés une que aparecen en
"a norange" y "une norange" pasaron de manera errénea a "an orange"y

“une orange" respectivamente.

Este efecto se produjo también en otras palabras que empezaban por "n".
Sin embargo, en espafiol se ha conservado la forma naranja.

No todos los idiomas utilizan esta palabra para designar la fruta: por
ejemplo, el holandés llama sinaasappel ("manzana china") a la fruta y

oranje al color.
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04.03. VARIEDADES COMESTIBLES

04.03.01. GRUPO NAVEL

Caracterizadas por un fruto grande y sin semillas con madurez precoz, con
ombligo en la zona opuesta al pedunculo. No es recomendable para

elaborar zumos.

04.03.01.01. VARIEDADES

Bahianinha  Baianina  piracicaba. = Arbol  pequefio,
probablemente por mutacion espontanea de navel Bahia.
Variedad brasilefia. Buena adaptacion a regiones calurosas.
Fishe

Gillemberg. Se desconoce el origen, fue descubierta por
Gillemberg en 1985. Estupendo sabor.

Lane Late. Detectada en 1950 por mutacion espontanea de
navel Washington en la propiedad de L. Lane, en Australia.
Practicamente el 50 % de la produccion de navel es L. Lane.
Leng

Navelate

Navelina

Newhall

Palmer

Skaggs Bonanza

Thomson

Bahia o Washington

04.03.02. GRUPO BLANCAS

04.03.02.01. VARIEDADES



Ambersweet
Belladona
Verna
Cadenera
Castellana
Delta Seedless
Hamlin

Marrs
Midknight
Natal

Ovale

Parson Brown
Pera
Pineapple
Salustiana
Shamouti
Trovita
Valencia
Westin
Barberina

04.03.03. GRUPO SANGRE

04.03.03.01. VARIEDADES

Doble fina
Maltaise sanguine
Moro

Sanguinelli
Sanguinello

Torocco
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Tomango

Washington sanguina

04.03.04. GRUPO SUCRENAS

04.03.04.01. VARIEDADES

Succari
Sucrefia
Lima

Mosambi

04.04. REQUISITOS DEL JUGO DE NARANJA NORMA INEN 437

1. OBJETO

1.1 Esta norma establece los requisitos que debe cumplir el jugo de

naranja envasado y conservado.

2. TERMINOLOGIA

2.1 JUGO FRESCO DE NARANJA. Es el producto obtenido de la expresion

de naranjas (fruto del Citrus sinensis) frescas, sanas y maduras.

2.2 JUGO NATURAL DE NARANJA. Es el jugo fresco de naranja, sin
fermentar, concentrar ni diluir, que ha sido sometido a un procedimiento
tecnoldégico adecuado, que asegura su conservacidbn en envases

herméticos.
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2.3 JUGO DE NARANJA. Es el jugo fresco de naranja, con el agregado de
aditivos permitidos, que ha sido sometido a un procedimiento tecnoldgico

adecuado, que asegura su conservacion en envases herméticos.

3. DISPOSICIONES GENERALES

3.1 El jugo debe ser extraido, bajo condiciones sanitarias apropiadas, de
naranjas maduras, sanas Yy frescas, cuidadosamente lavadas vy
practicamente exentas de residuos de plaguicidas u otras sustancias

toxicas, de acuerdo a los limites de tolerancia vigentes.

3.2 El jugo podra llevar en suspension parte de la pulpa del fruto finamente
dividida, pero debe estar exento de fragmentos de cascaras, semillas,

sustancias gruesas y duras y particulas negras.

3.3 No se permitird la adicion de colorantes ni de otras sustancias que
produzcan deterioro, disminuya la calidad del producto, modifiquen la
naturaleza del jugo o den mayor valor que el real. Se podra agregar acido
ascorbico, azucar refinado y acido citrico, para ajustar la relacién sélidos

solubles y acidez titulable a los limites establecidos en 4.2.3.

4. REQUISITOS DEL PRODUCTO

4.1 REQUISITOS GENERALES

4.1.1 ASPECTO. Debe ser uniforme, pudiendo presentar una ligera
tendencia a separarse en dos capas.

4.1.2 COLOR. Debe ser brillante, caracteristico y semejante al del jugo

fresco de naranja.
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4.1.3 OLOR. Debe ser aromatico, distintivo y semejante al del jugo fresco de

naranja.

4.1.4 SABOR. Debe ser caracteristico, semejante al del jugo fresco de

naranja, no admitiéndose ningun sabor extrafio u objetable.

4.2 ESPECIFICACIONES.

4.2.1 El jugo de naranja, ensayado de acuerdo a las normas ecuatorianas
correspondientes, debe cumplir con las especificaciones establecidas en la
tabla 1.

TABLA 04.01. ESPECIFICACIONES DEL JUGO DE NARANJA.

. METODO DE
REQUISITOS UNIDAD Min. Max. EHSAYO

Sdlidos solubles (h) % 10 = INEN 380
Acidez titulable (a) g100 cm? 0.75 14 INEN 381
Acido ascdrbico mg/Ky 350 s INEN 384
Aceite esencial esencial cm®1 = 0.4 INEN 387
pH s 3.0 4 INEN 389
Densidad relativa a 20°20°%C ) 1.040 ) INEN 391
Sdlidos en suspensiin Ty s 10 INEN 388
Arsénico mg/Kyg s 0.2 INEN 269
Cobre mg/Kyg s i INEN 270
Plomo my/Ky s 0.3 INEN 271
Estaiio mg/Kyg . 250 INEN 385

(a) Expresada como acido citrico anhidro (b) En grados Brix a 20 °C

4.2.2 El jugo de naranja debe estar exento de bacterias patdégenas, toxinas
y de cualquier otro microorganismo causante de la descomposicion del
producto. Se podra admitir la presencia de mohos hasta un maximo de
10% de campos positivos sobre el total de campos (ver INEN 386).

4.2.3 La relacion entre sélidos solubles y acidez titulable debe tener un

maximo de 18 y minimo de 8.
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4.3 OTROS REQUISITOS

4.3.1 Las conservas de jugo de naranja envasadas en recipientes

metalicos no deben presentar deformacion permanente en los fondos.

4.3.2 El vacio referido a la presion atmosférica normal, medido a 20°C, no
debe ser menor de 420 hPa (320 mm Hg.) en los envases de vidrio, ni
menor de 320 hPa (250 mm Hg.) en los envases de hojalata (ver INEN
392).

4.3.3 El espacio libre tendra como valor maximo el 10% de la capacidad
total del envase (ver INEN 394).

5. REQUISITOS COMPLEMENTARIOS

5.1 ENVASADO

5.1.1 El jugo de naranja debe conservarse en un envase cuyo material
sea resistente a la accion del producto y no altere las caracteristicas

del mismo.
5.1.2 El envase debe presentar un aspecto normal, y su forma y
dimensiones deben estar de acuerdo con lo establecido en la Norma

INEN 190.

5.1.3 En cada envase debe marcarse de forma indeleble, un codigo que
identifique al fabricante y al lote y sefiale la fecha de fabricacion.

5.1.4 Los envases deben estar completamente limpios antes del llenado.
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5.2 ROTULADO

5.2.1 En todos los envases deben constar, con caracteres legibles e

indelebles, las indicaciones siguientes:

a) nombre y marca del fabricante,

b) denominacion del producto: “jugo de naranja”,
€) masa neta, en gramos,

d) condicién de conservacion, si es el caso,

e) aditivos utilizados,

f) numero de Registro Sanitario,

d) lugar de fabricacion.

5.2.2 No debe tener leyendas de significado ambiguo, ni descripcion de

caracteristicas del producto que no puedan ser comprobadas.

6. MUESTREO

6.1 El muestreo debe realizarse de acuerdo con la Norma INEN 378.

04.05. PASTEURIZACION

En 1862, el quimico francés Louis Pasteur cre6 el proceso que lleva su
nombre y que se conoce en la actualidad como pasteurizacion, que se usa
para destruir microorganismos dafiinos en productos comestibles.
Posteriormente, los productos se sellan herméticamente con fines de
seguridad. El avance cientifico de Pasteur mejor6 la calidad de vida al
permitir que productos como la leche pudieran transportarse sin

descomponerse.
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El proceso térmico mas conocido al que se somete la leche se denomina
pasteurizacion, en honor a su descubridor, Louis Pasteur (1822-1895),
guien a mediados del siglo XIX comprobd que calentar ciertos alimentos y
bebidas por encima de los 60° C evitaba su alteracién, al disminuir de
manera sensible el numero de microorganismos presentes en su

composicion.

Hacia fines de siglo XIX, los alemanes trasladaron éste procedimiento a la
leche cruda y comprobaron que resultaba eficaz para la destruccion de las
bacterias presentes en ella. De este modo, dieron origen no sélo a un
importante método de conservacion, sino también a una medida higiénica
fundamental para cuidar la salud de los consumidores y conservar la

calidad de los alimentos.

La pasteurizacibn es un tratamiento térmico relativamente suave
(temperaturas generalmente inferior a 100°C), que se utiliza para prolongar
la vida util de los alimentos durante varios dias (por ejemplo; la leche) o
varios meses (por ejemplo; la fruta embotellada). Este método, que
conserva los alimentos por inactivacion de sus enzimas y destruccion de
los microorganismos relativamente termosensibles (por ejemplo: bacterias
no esporuladas levaduras y mohos), provoca cambios minimos en el valor
nutritivo y las caracteristicas organolépticas del alimento en cuestién. La
intensidad del tratamiento térmico y el grado de prolongacion de su vida util
se hallan determinados principalmente por el pH del alimento. El objetivo
principal en los alimentos de baja acidez (pH>4,5) consiste en la
destruccion de las bacterias patdégenas, mientras que en los alimentos de
pH inferior a 4,5 suele ser mas importante la destruccion de los
microorganismos causantes de su alteracién y la inactivacion de sus

enzimas.

El procesado de los alimentos envasados, tanto de aquellos cuyo pH

natural es bajo (por ejemplo: frutas), como el de los que se acidifican
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artificialmente, (por ejemplo: pepinillos) es semejante al enlatado al cual
posteriormente se le aplican tratamientos térmicos para luego refrigerarlos.
A este tratamiento térmico suele denominarsele “pasteurizacion” para

indicar que se trata de un tratamiento suave.

04.06. TECNICA DE CONSERVACION DE ZUMOS Y
NECTARES

Los zumos y néctares pueden ser conservados mediante tratamientos
térmicos adecuados. El mas comun es la pasterizacion, la cual puede
realizarse de dos formas, primero se empaca el zumo o néctar y luego se
pasteriza, o la segunda en la que el néctar primero se pasteriza y luego se
empaca en caliente. En ambos casos el empaque una vez cerrado

herméticamente, se lleva a refrigeracion.

En el primer caso, una vez que el zumo o néctar ha sido preparado en el
tanque de mezcla y calentado a cerca de 60 °C, se lleva directamente a la
magquina llenadora y colocada en latas de determinado tamafo. De alli es
colocado en una marmita o autoclave donde es calentado durante un
tiempo necesario, que dependera de varios factores como pH, el tamafio,
forma y posibilidad de agitacion de los recipientes. Por lo general la

temperatura que debe alcanzar la masa de néctar o zumo es de 85-88 °C.

En el segundo caso, la posibilidad es de calentar el zumo o néctar de
manera rapida a cerca de 90 °C durante 1 a 3 minutos Yy luego llenar los

envases y cerrarlos, para luego refrigerarlos.
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Se estima que por el primer método de llenado a baja temperatura la
pérdida de aromas puede ser menor que en el segundo. Ademas la
posibilidad de recontaminacion también es menor en el primero, aunque
este exige que los empaques sean resistentes a golpes mecanicos y
térmicos a los cuales se van a ser sometidos durante la pasterizacion. En
este caso se emplean envases metalicos que deben ser recubiertos con
una laca apropiada para evitar que los acidos de las frutas reaccionen con

el estafno de la lata.

Por el método de llenado en caliente se pueden emplear envases mas
econdémicos pero también resistentes al calor, como algunos tipos de
plasticos, que también mas livianos, resistentes a golpes, no se corroen, y

son poco reactivos.

04.07. TRATAMIENTO TERMICO

04.07.01. GENERALIDADES

Nicolas Appert (1849-1950) fue el inventor del proceso de preservacion
mediante la aplicacion de calor en contenedores cerrados (Brennan et al.,
1981). Sometié aproximadamente 50 tipos de comida, incluyendo frutas,
hortalizas y carne. El proceso vari6 de acuerdo al tipo del alimento
(Ramaswamy y Abbatemaco, 1996).

Una de las formas para producir alimentos altamente seguros es el
calentamiento y enfriamiento rapido. LoOs procesos térmicos varian su
severidad considerablemente; existen procesos suaves tal como la
pasterizacion, y procesos mas severos como la esterilizacion comercial.

Las altas temperaturas pueden traer cambios deseables, como la muerte
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de microorganismos e inactivacion de enzimas, destruye componentes
antinutricionales e incrementa la disponibilidad de algunos nutrientes
(digestibilidad); o indeseables, como son la perdida de factores de calidad

y degradacién de nutrientes; como las vitaminas (Lewis y Happell, 2000).

El objetivo de aplicacion de un tratamiento térmico es producir alimentos
seguros, de alta calidad y bajo costo. El proceso depende del tipo de
alimento, composicion quimica y tipo de microorganismos que pueden
dafar al alimento o a la salud de los humanos, también se considera el
material contenedor (forma, tamafo y propiedades relacionadas con el

medio de calor) (Ramaswamy y Abbatemaco, 1996).

Es conveniente dividir los procesos de calor en tres categorias segun el

calor involucrado (Brennan et al., 1981):

e Temperaturas mayores de 100 °C
e Temperatura a 100°C

e Temperaturas menores de 100°C

Para determinar el tiempo de tratamiento térmico, los factores a considerar
son (Fellows, 1988):

e Resistencia de microorganismos, esporas 0 enzimas presentes.

e pH del alimento.

e Condiciones de almacenamiento después del proceso.

e Condiciones de calor.

e Propiedades termofisicas del alimento y el tamafio y forma del

contenedor.
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Para obtener un producto de alta calidad, se debe optimizar el tratamiento
térmico basandose en las diferencias existentes de la dependencia de la
temperatura entre la activacion de microorganismos y los cambios
sensoriales (Lund, 1977). La optimizacion de los procesos de esterilizacién
consiste en lograr los mejores resultados en calidad organoléptica y
nutritiva, consiguiendo una buena estabilidad microbioldgica y enziméatica
minimizando los costos de produccion de los productos tratados
térmicamente (Rodrigo et al., 1980). Para ello se debe contar con
informacion microbiolégica, de los factores de calidad, los datos de

penetracion de calor y condiciones de procesamiento (Cano., 1994).

El tratamiento térmico es el método mas frecuente utilizado para reducir la
actividad microbiolégica en los alimentos. Las bacterias, que son los
microorganismos que proliferan con mayor facilidad en zumos de citricos
recién extraidos, se reproducen por division celular cada 30minutos en
condiciones optimas de medio y temperatura, |0 que supone que en seis

horas una sola bacteria habra generado mas de 4000.

El zumo no pasteurizado puede contener miles o decenas de miles de
bacterias por mililitro, que pueden producir un deterioro significativo del

Zumo si éste se reserva sin pasteurizacion durante varias horas.

El llamado valor D o tiempo de reduccién decimal mide la tasa de muerte
celular a una temperatura dada y se puede calcular mediante la siguiente
ecuacién, caracteristica de una reaccién de primer orden a temperatura

constante:

D = t
(log A—logB)

(04.01)
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Donde D es el tiempo de reduccién decimal, t es la duracién del
tratamiento térmico en minutos, A es la concentracion inicial de

microorganismos y B es la concentracion final de microorganismos.

El valor D corresponde generalmente a una reduccion del 90 % (la
concentracion final es diez veces menor que la concentracion inicial) es
decir un ciclo logaritmico. El Ds7 (es decir a 57 °C) de levadura es de 17
minutos. El Ds; es menor que tres minutos. Las bacterias lacticas
presentan, segun las fuentes un Dgg de solo 0.5 minutos (Parish, 1991,
1994) o de 10 minutos (lto, 1957). Las esporas de ALicyclobacillus
acidoterrestris, un microorganismo no patdgeno que produce un fuerte olor
medicinal no deseado en zumo de fruta no concentrado con valores de pH
de 2 a 7, presentan un Dgs de 56 minutos, un Dgy de 15 minutos y un Dgs

2.4 minutos (Boringhaus y Engel, 1997).

Los valores D de células vegetativas de levaduras y mohos van de los 59
minutos (52 °C) de Geotrichum candidum a menos de 0.1 minutos (55 °C)
en el caso de Torulopsis globosa (Parish, 1994). Debido a los recientes
brotes de enfermedades causadas por zumos frescos contaminados, la
FDA exigira el futuro préximo una reduccién de la actividad microbiana en

zumos frescos de 5 ciclos logaritmicos decimales.

El valor z es el cambio de temperatura necesario para modificar la
reduccion decimal D por un factor de 10 (un ciclo logaritmico decimal) o
pendiente de la curva de reduccién decimal como funcion de la

temperatura y se determina mediante la siguiente ecuacion:

7= T1-T2 (04.02)
logD2 —1log D1

En donde D; es el tiempo de reduccién decimal o resistencia conocida a la
temperatura T, y D, es la resistencia a otra temperatura T,. El valor z de
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células vegetativas de bacterias lacticas es 5°C (por unidad de reduccién
de ciclo logaritmico decimal) (Stumbo, 1973).

Las condiciones de pasterizacion son de 65°C a 77°C durante 30 segundos
para zumos de limén o lima, e 85 a 99°C durante 1.75 a 42.6 segundos
para zumos de pomelo y de 86 a 99°C durante 1.40 segundos para zumos
de naranja (Parish, 1994). También se ha comprobado la eficacia de una
combinacion de 85°C durante un segundo o 74°C durante 16 segundos
(Bailey, 1997). Sin embargo, se necesitan temperaturas de al menos 91°C
para desactivar las pectinasas que pueden ocasionar la pérdida de turbidez
ylo la gelificacion de los zumos. El tiempo de pasterizacion podria ser
incluso 40 segundos, pero los evaporadores modernos mantienen el zumo
a la temperatura de pasterizacion durante so6lo 10 a 15 segundos. En los
sistemas asépticos se esteriliza el zumo con pasterizadores de este tipo y
esterilizan los envases de zumo con peroxido de hidrégeno antes de
llenarlos. El envasado aséptico es menos frecuente en zumos de citricos
gue en otros zumos, ya que el mayor contenido de aminoacidos de los
zumos de citricos puede favorecer el desarrollo de pardeamiento y
defectos de sabor. El principal objetivo del envasado aséptico es minimizar
o eliminar la necesidad de almacenamiento con refrigeracién. Aunque en
zumos de citricos procesados con tratamiento aséptico la actividad
microbiana es nula, es necesaria en todo caso la refrigeracion para
impedir el desarrollo de sabores y colores no deseables debidos a la

oxidacion de aminoéacidos, acido ascorbico y azlcares.

El tratamiento térmico al que se someten los zumos pasterizados es justo
el suficiente para su pasterizacion. Dicho tratamiento térmico estabiliza la
materia opaca del zumo mediante la desactivacion de las pectinasas
naturales presentes en el mismo. Para la pasterizacion y desactivacion de
las pectinasas de los zumos de citricos es necesario un tratamiento a 82°C
durante dos segundos o bien a 92°C durante un segundo (Fellerrs y Carter,

1993). Segun otro estudio, zumos con pH de 2.5 a 4.0 fueron pasterizados
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satisfactoriamente a temperaturas de 65 a 75°C, siendo la pasterizacion
Optima a 75°C y pH 2.7, durante 12 minutos (Ulgen y Ozilgen, 1993). En
este proceso, se pierden pequefias cantidades de agua y componentes de
sabor, que a menudo se restituyen tras la pasterizacion para recuperar la
concentracion y sabor originales del zumo. Segun estudios se determiné
que Bisoschlamys fulva, es uno de los microorganismo de mayor
termorresistencia en alimentos de alta acidez (pH menor a 4), cuyo valor
F200°F (93.3 oc) requerido es de 3.5 minutos con un Z de 16°F (Ranganna,
1997).

Generalmente, durante la operacion de pasterizacién es necesario separar
el aceite del zumo. En una separadora de aceite del zumo, un chorro de
vapor inyectado a presion arrastra el aceite y se dirige a una columna de
condensacion de la que se recupera un condensado que se puede
desechar o bien decantar para recuperar la fase acuosa rica en
componentes de sabor que normalmente se restituye al zumo. Por cada
kilogramo de vapor se evaporan 0.6 kg. De d- limoneno (Redd y Hendrix,
1993). La pasterizacion se la realiza generalmente en un intercambiador de
calor de placas que contiene una seccion en la que se produce el
calentamiento y otra en la que el zumo es inmediatamente enfriado, por lo

gue a los zumos pasterizados a menudo se les llama zumos refrigerados.

04.08. CINETICA DE DESTRUCCION MICROBIANA,
INACTIVACION ENZIMATICA Y DEGRADACION DE
FACTORES DE CALIDAD.

Los cambios en las cualidades de un producto son ocasionados por las
reacciones que sufren al someterse a tratamientos, debido a la
dependencia que tienen con la temperatura (Ohlsson, 1980). Para
determinar el tratamiento térmico de un producto, se debe conocer la
velocidad de destruccion de microorganismos, enzimas o parametros de

calidad de interés.
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La cinética de destruccién de microorganismos, inactivacién enzimatica y la
degradacion de algunos factores de calidad siguen la ley exponencial de

primer orden. Dado a su cinética, se tiene:
—— =k M (0403

Donde:
N = concentracion del parametro
K = constante de velocidad de reaccion

t = tiempo

Reordenando e integrando la ecuacion desde No al tiempo 0 hasta N al

tiempo t:

In ﬁ =—K{ (04.04)

N o

La ecuacion es equivalente a

N

2.303log—=—-K't  (04.05)
N o
Reordenando:
N Kt (04.06)
log—=———
No 2.303
Donde:

No = concentracion inicial del parametro
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N = concentracion del parametro después de un tiempo de

calentamiento.

La grafica del logaritmo del parametro que se degrada o disminuye,
pudiendo ser el nimero de microorganismos supervivientes, color, textura,

etc.; contra la temperatura es una linea recta.

Esta es la base cientifica de los métodos que permiten obtener los
parametros de tiempo-temperatura para el disefio de los procesos de
conservacion por medio del calor. Para obtener y evaluar estos parametros

en un tratamiento térmico, se usan los valores D, zy F.

El valor D es definido como el tiempo de reduccién decimal; es decir, el
tiempo que se necesita para reducir en un 90% un parametro de interés; z
es un parametro de termorresistencia del factor de interés, depende de la
temperatura. F es el tiempo del proceso a una temperatura constante que
tiene una determinada letalidad. El concepto de letalidad se refiere a la
efectividad del proceso para destruir factores que puedan causar algun
dafio al alimento o la salud de los individuos (microorganismos 0 enzimas)

(Ramaswamy y Abbatemarco, 1996).

El valor D se relaciona con la constante de velocidad de reaccion:

~2.303 (04.07)
K

D

Despejando y sustituyendo en las ultimas ecuaciones obtenemos:

t=D logm]
N (04.08)
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Para calcular F se establecen una temperatura de referencia, To, que para
el caso de esterilizacion es de 250 °F (121.1 °C) y para pasteurizacion es
180 °F (82.2 °C), se calcula:

L _ IO(T_T % (04.09)

El valor de esterilidad (Fr) a la temperatura T es equivalente en minutos a

una temperatura y a un valor F de referencia (To y Fo).

FtF (])O(T eT)/Z (04.10)

04.09. PENETRACION DE CALOR

La penetracién de calor en el alimento durante un proceso térmico puede
realizarse por el método de conduccidon o conveccion, pudiendo existir
éstas dos en forma combinada; dependiendo directamente del alimento y

del material que lo contenga (Somogy et al, 1996).

Para establecer un tratamiento térmico se requiere del historial de
temperaturas del producto y las caracteristicas del parametro de interés
(microorganismos, enzima, factor de calidad), denotadas como D, F, y Z.

Para el célculo del tratamiento térmico preciso existen dos métodos:

04.09.01. METODO GENERAL: descrito por Bigelow y colaboradores en
1920, el cual es un método grafico de integracion de los efectos letales de
varias combinaciones de tiempo-temperatura existentes en alimento
durante su procesamiento térmico. Se desarrolla en un papel

semilogaritmico.
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04.09.02. METODO DE LA FORMULA: desarrollado por Ball en 1923;
método matematico que evalla la letalidad del tratamiento térmico,
teniendo como ventaja sobre el general que una vez obtenidos los datos
del historial tiempo temperatura y los factores calculados mediante este
método, se puede aplicar a procesos semejantes del mismo producto

donde se tienen condiciones diferentes de procesamiento (Stumbo, 1973).

04.10. MICROBIOLOGIA DE LOS CITRICOS

El crecimiento de microorganismos en cualquier alimento o bebida
consumido por el hombre tiene siempre consecuencias importantes,
algunas positivas y otras negativas, pero nunca indiferentes. Todos los
seres vivos desarrollan en su actividad vital diversas reacciones quimicas,
por lo que es razonable suponer que en cualquier tipo de actividad
microbiolégica producird un cambio de la composicién del material en cuyo
seno se desarrolla. En zumos citricos, la actividad microbiologica
generalmente es perjudicial, ya que ademas de afectar a la composicién
del producto, puede tener consecuencias patolégicas, como los casos
resientes de enfermedades y muertes debidas a la contaminacion
microbiana en zumos de frutas, que han hecho que se preste especial

atencion a este aspecto del procesado de citricos.

La contaminacion microbiana es una de las principales alteraciones que
pueden sufrir los productos citricos. Algunos microorganismos son
patdogenos humanos (que producen enfermedades que afectan a las
personas) y representan una de las principales precauciones de las
industrias de elaboracién de alimentos. Otros, aunque no son patoégeno,
estropean la calidad de los alimentos y los hacen desagradables o incluso
inaceptables para el consumidor. En zumos no concentrados, el
crecimiento microbiano puede generar diacetilo, un compuesto que puede

producir un sabor y aroma lacteo indeseable. En los concentrados en los
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gue se ha producido crecimiento microbiano son comunes los aromas
alcohdlicos propios de la fermentacién por levaduras, como el del alcohol
isoamilico, cuyo umbral de deteccion sensorial en zumos de naranja
concentrado congelado es alrededor de 1 ppm (Teller, 1993). Otros
productos que pueden aparecer en concentrados de citricos como
consecuencia del deterioro microbiologico son el acetaldehido, etanol, n-
butanol, isobutanol y alcohol amilico (Teller, 1993). Algunos patégenos
comunmente transmitidos por alimentos son Salmonella, Listeria, E. coli
0157:H7, Clostridium y Campylobacter (Welbourn, 1998). Sin embargo, los
microorganismos que se desarrollan en los productos de citricos
generalmente no son patdégenos, aunque pueden proliferar determinadas
bacterias, levaduras y mohos que toleran las condiciones acidas. Los
microorganismos patdégenos crecen generalmente en medios con pH
mayor que 4,6, mientras que el pH de los zumos de citricos es de 2,0
(limones/limas) a alrededor de 4,4 (naranjas). Sin embargo, se han
producido entre 1944 y 1995 siete brotes patol6gicos documentados como

consecuencia del consumo de zumo de naranja (Parish, 1997hb).

La preocupacion por la seguridad de todo tipo de zumos recién exprimidos
ha impulsado a la Agencia de alimentos y medicamentos de los EE UU
(Food and Drug Administration, FDA) a imponer normas que obligan a
implantar un programa documentado de Analisis de peligros y puntos de
control criticos (APPCC) o programa HACCP, si se utiliza el acronimo
ingles, que incluye la comprobacion de la ausencia de Salmonella y E. coli
O157:H7.

Aunque no exista actividad de microorganismos patdégenos, la actividad
biologica de otros microorganismos no patégenos es también perjudicial,
ya que genera sabores y olores indeseables que degradan la calidad de los
productos citricos. ElI conocimiento y comprension de los factores que

afectan al crecimiento de estos microorganismos, como la luz, la



46

temperatura, exposicion al aire, pH, humedad y presion osmoética, permite

desarrollar procedimientos preventivos.

04.10.01. BACTERIAS EN CITRICOS

Aunque en los zumos de citricos se han aislado bacterias productoras de
acidos de los géneros Aerobacter y Xantomonas, Unicamente las bacterias
lacticas de los géneros Lactobacillus y Leuconostoc afectan de forma

significativa a los productos de citricos.

04.10.01.01. LACTOBACILOS

Los lactobacillus son bacilos gram-positivos de la familia Lactobacillaceae
cuyo nombre proviene del hecho de que su metabolismo se basa
fundamentalmente en la fermentacion de la lactosa a lactato. Otros
productos de la actividad de los lactobacilos son: El diacetilo, acetato,
formiato, succinato, dioxido de carbono, etanol vy otros &cidos de 1-2
atomos de carbono. El diacetilo (2,3-bitanodiona), generado como producto
del metabolismo del acido citrico, imparte a los zumos de citrico un sabor y
olor a mantequilla no deseable y es la principal causa de rechazo de zumo
no concentrados contaminados en la industria. Estos microorganismos no
patdgenos pueden crecer a temperaturas de 5 a 53°C, y su intervalo de
temperatura de crecimiento optimo es generalmente de 30 a 40°C. Toleran
muy bien las condiciones acidas, siendo generalmente su intervalo de pH
optimo de 5,5 a 5,8, aunque presentan un crecimiento significativo incluso
a pH mas bajo. Las bacterias del género Lactobacillus son también muy
sensibles a la presibn osmoética, siendo su crecimiento lento cuando la
concentracion de zumo es de 35 a 38°Brix y nulo a concentraciones
mayores que 45°Brix. Las principales especies que aparecen en zumos de
citricos son Lactobacillus plantarum y Lactobacillus brevis (Hays y Riester,

1952), Lactobacillus fermentum, Lactobacillus thermophilus (Parish, 1988%).
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El intervalo de temperatura de crecimiento 6ptimo de L. plantarum es de 30
a 35°C y puede crecer a 15°C, pero generalmente no a 45°C; su dimension
menor es de 0.9 a 1,2 ym y la mayor de 3 a 8 um. La temperatura 6ptima
de crecimiento de L. brevis es de alrededor de 30°C y puede crecer a 15°C,
pero no a 45°C; su dimension menor es de 0,7 a 1,0 um y la mayor de 2,0
a 4, o ym. Algunas cepas presentan pigmentacion anaranjada o rojiza,
pero la mayoria son de color blanco. Se ha comprobado que L. fermentum
crece a 45°C, pero no a 15°C, siendo su intervalo de temperatura de
crecimiento 6ptimo de 41 a 42°C, pero no a 15°C, siendo su intervalo de
temperatura de crecimiento 6ptimo de 41 a 42°C; su dimensién menor es
de 0,5 a 1,0 ym y mide 3,0 um o mas de largo (Buchanan y Gibones,
1974).

04.10.01.02. LEUCONOSTOC

Leuconostoc es una bacteria cocoide (de forma esférica) gram-positiva)
gue normalmente se encuentra en parejas o formando cadenas. Es un
miembro no patégeno de la familia Streptococcaceae y normalmente
produce &acido lactico, etanol, dibxido de carbono y diacetilo, por lo que
genera el mismo sabor y olor a mantequilla que las bacterias del género
Lactobacillus. Su intervalo de temperaturas de crecimiento 6ptimo es de 20
a 30°C, mas frio que el 6ptimo para bacterias Lactobacillus. La mayoria de
las especies crecen en medios con pH de 55 a 6,5. Una especie,
Leuconostoc oenos, crecen a pH de 4,2 a 4,8 e incluso menor, pero
probablemente no méas alto. Generalmente, a pH de alrededor de 3,6 las
bacterias del género Leuconostoc presentan un crecimiento muy lento
comparando con el de Lactobacillus, pero a pH 4,0 y mayor su crecimiento
es mas rapido. La mayoria de las especies son anaerobios facultativos, es
decir, pueden crecer tanto en presencia como en ausencia de aire. Las
principales especies presentes en los citricos son Leuconostoc
mesenteroides, Leuconostoc dextranicum (Hays y Riester, 1952) vy
Leuconostoc paramesenteroides (Parish, 1988%). L.mesenteroides crece a

temperaturas de 10 a 37°C y su intervalo de temperaturas de crecimiento
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Optimo es de 20 a 30°C, pero no tolera una temperatura de 55°C durante
30 minutos, aunque algunas cepas pueden tolerar temperaturas de 80 a
85°C durantes periodos mas cortos. L. mesenteroides forma un exudado
viscoso de dextrano producido por la transformacion metabdlica de la
sacarosa, y/o de polimeros de levano generados a partir de la fructosa. Su
dimensién menor es de 0,5 a 0,7 uym y la mayor de 0,7 a 1,2 ym. L.
dextranicum también genera un exudado viscoso de dextrano, aunque en
menor cantidad que L. mesenteroides. Su intervalo de temperatura de
crecimiento 6ptimo y su tamafio son iguales que los de L. mesenteroides.
El intervalo de temperaturas de crecimiento O6ptimo de L.
paramesenteroides es de 20 a 30°C y su intervalo de temperaturas de
crecimiento de 10 a 37°C; su dimensién menor es 0,5 a 0,7 pm y su
longitud es de 0,7 a 1,0 ym (Buchanan y Gibbons, 1974).

04.10.01.03. SALMONELLA

El género Salmonella incluye a mas de 1000 microorganismos que
generalmente son patdégenos en humanos. Las especies S. Typhi, S.
hartford, S gaminara y S. rubislaw han sido relacionadas con brotes
patogenos debidos al consumo de zumos de citricos contaminados. Las
salmoneras pueden crecer en condiciones acidas, incluso a pH 4,0 y
aunque su temperatura ideal es de alrededor de 40°C, pueden crecer en
condiciones de almacenamiento frigorifico y a temperaturas de hasta 60°C.
Las salmoneras son microorganismos muy resistentes y pueden crecer en

condiciones mas extremas que muchos otros microorganismos.

04.10.01.04. ESCHERICHIA COLI O157:H7

E. coli es una bacteria presente en el extremo distal del intestino de casi
todos los animales de sangre caliente y algunas cepas presentes en el

intestino humano son beneficiosas. E. coli O157:H7 es un coliforme fecal
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frecuentemente presente en el intestino de ganado vacuno y de otros
rumiantes. Se cree que la contaminacién de zumos de frutas industriales
con cepas patdégenas de E. coli proviene de la superficie de la fruta que
procede de huertos en los que se han utilizado fertilizantes organicos o que
estan situados en regiones en las que hay presencia de animales
silvestres. Los sintomas caracteristicos de las infecciones por consumo de
productos contaminados con E. coli es 37°C vy su intervalo de posible
crecimiento es 10-40°C. E. coli es destruida con tratamientos térmicos

muy suaves, su pH éptimo es alrededor de 7 y puede crecer a pH de 4 a 3.

04.10.01.05. ALICYCLOBACILLUS

Se han encontrado recientemente bacterias del género alicyclobacillus en
zumos de citricos y de otras frutas (Boringhaus y Angel, 1997). Se trata de
microorganismos no patégenos que producen un sedimento blanco y un
fuerte sabor y olor medicinal que estropea la calidad organoléptica de los
productos y que se ha atribuido a la presencia de 2,6 di-bromofenol en
concentraciones del orden de partes por billén (ppb). Las especies antes
clasificadas como Bacillus acidocaldarius, Bacillus cycloheptanicus y
Bacillus acidoterrestris se deben clasificar en el género Alicyclobacillus
(Wisotzkey et al., 1992). La especie antes llamada Bacillus acido terrestris
es la dnica de las tres que se ha encontrado en zumos de frutas. Las
bacterias del género Alicyclobacillus son termoacidéfilos que crecen en un
intervalo de pH de 2 a 7, siendo su Dgs de 2,4 minutos, pero normalmente
la pasteurizacién industrial no calienta el zumo a esta temperatura durante
tanto tiempo. Los microorganismos del genero Alicyclobacillus no crecen
bien a temperaturas inferiores a 20°C, por lo que Unicamente son motivo
de preocupacioén en zumos envasados para su conservacion a temperatura
ambiente. A diferencia de las esporas de las bacterias lacticas, las esporas

de Alicyclobacillus germinan a valores de pH de entre 3y 4.
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04.10.01.06. BACILLUS SUBTILIS Y BACILLUS PUMILUS

En los cultivos en placas, se forman algunas veces colonias de gran
tamafno que generan gas y se hinchan hasta que revientan y presentan una
superficie rugosa o el aspecto de un volcan. Estas colonias aerébicas se
extienden rapidamente por la placa y pueden suprimir a otras colonias, lo
cual imposibilita el recuento. Los microorganismos responsables de este
fendmeno son Bacillus subtilis y/o Bacillus pumilus, ambos formadores de
esporas aerobicos (G.K. York (microbidlogo, University of California at
Davis), comunicacion personal, 1988). Estas bacterias se encuentran a
veces en la superficie de los citricos y se incorporan al zumo durante la
extraccién. No se ha publicado su intervalo de pH de crecimiento. Pueden
ser termofilos, es decir a altas temperaturas, y pueden sobrevivir el
tratamiento térmico de la pasteurizacion o evaporacién de los zumos de
citricos. El crecimiento de estas bacterias sobre placa de agar se ve
favorecido por la humedad del medio, por lo que las placas son incubadas
en posicion invertida. Lo que evita la acumulacion de humedad sobre la
superficie del agar. Estos microorganismos no son patdégenos, pero su
importancia radica en que pueden dificultarse mucho, o incluso

imposibilitar, el recuento de colonias en placa.

04.10.02. LEVADURAS

Las levaduras son microorganismos eucariotas (poseen un nucleo
verdadero). Son hongos de la clase Ascomycetes (hongos formadores de
ascas), del filum Thallophyta, o plantas que no tienen verdaderas raices,
tallos u hojas. Las levaduras se reconocen normalmente al microscopio
porque la mayoria se reproducen por gemacion. Las células de levaduras
son ademas generalmente mas grandes que las bacterias. Generalmente,
las levaduras crecen mucho mas despacio que las bacterias, siendo su

intervalo de temperaturas de crecimiento optimo de 20 a 30°C, el mismo
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gue el de las bacterias Leuconostoc. Las levaduras generalmente son mas
tolerantes a las altas temperaturas (65-70°C) que las bacterias o0 mohos.
Son también mucho mas tolerantes a los conservantes, las bajas
temperaturas y las altas presiones osméticas que las bacterias, por lo que
se consideran a veces microorganismos osmofilos u osmotolerantes.
Pueden sobrevivir facilmente en concentraciones de citricos de 58 a
65°Brix. Se ha comprobado que su viabilidad tras calentar a 60°C durante 8
minutos es mayor a 50°Brix que a entre 12 y 30°Brix (Juven et al., 1978).
Por ello, son el principal problema microbioldgico de los concentrados de
citricos. Si en la flora de un zumo predominan las levaduras, dicho zumo
probablemente ha sido reconstituido a partir de concentrado. En cambio, si
predominan las bacterias, el zumo probablemente no procede de
concentrado, o bien la contaminacion se produjo tras la reconstitucion.
Ademas, las levaduras pueden crecer en medios de pH muy bajo, incluso
1,5y, en todo caso, crecen perfectamente en las condiciones de pH tipicas

de los zumos de citricos.

Segun un estudio mas reciente, la levadura que mas frecuentemente
contamina los zumos de citricos pasteurizados es probablemente
Saccharomyces cerevisiae, seguida de especies de los géneros
Rhodotorula (comunmente llamadas levaduras rosas) y levaduras
osmdfilas del género Zygosaccharomyces (Parish, 1988b). Las especies
del género  Rhodotorula  pueden indicar la  contaminacion
postpasteurizacion.

La fermentacion es la oxidacion producida por microorganismos en
ausencia de un receptor de electrones como es oxigeno. La fermentacion
de la glucosa produce un producto oxidado, el gas diéxido de carbono, y un

producto reducido, el etanol, conforme a la siguiente ecuacion quimica:

CeH120s —>» 2CH3CH,OH+2CO3 (9) AG° = 57 Kcal/mol

Glucosa etanol
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Parte de las 57 Kilocalorias liberadas en la reaccién no se desprenden en
forma de calor sino que son utilizadas por la levadura para generar ATP,

una molécula que contiene enlaces de fosfato de alto potencial energético.

04.10.03. MOHOS

La mayoria de los mohos de interés para la industria alimentaria
pertenecen a la misma clase que las levaduras: los ascomicetos. Los
mohos generalmente no afectan a los productos de citricos, ya que son
generalmente mas susceptibles a las condiciones de temperatura y pH del
zumo, a las que se adaptan mejor las levaduras y bacterias. Crecen a
veces en la superficie de los envases de carton y cajas con bolsa interior
(bag-in-box) y pueden contaminar el zumo que contienen dichos envases
(Parish, 19979), incluso en condiciones de refrigeracion. El principal factor
gue favorece el crecimiento de mohos es la presencia de humedad. Los
mohos pueden crecer en cualquier lugar en el que exista humedad, desde
el aire (si la humedad relativa es del 70%) a deposito de agua. Ademas de
la humedad es importante la disponibilidad de aire. También necesitan
generalmente un medio libre de agitacibn o perturbaciones. Si los
depdsitos de zumos concentrados se dejan expuestos a la contaminacion
con esporas de mohos procedentes del aire, sin limpiarlos o rellenarlos
con concentrado fresco, pueden desarrollarse mohos. La presencia de
colonias de mohos en los recuentos de placas estandar generalmente
implica que el concentrado ha sido expuesto al aire durante un tiempo da
hasta varios dias sin perturbarlo o bien que la placa ha sido expuesta al

aire.

04.10.04. EFECTOS DEL FRiO EN EL ZUMO DE NARANJA

La refrigeracion inmediata de zumos o concentrados pasterizados no solo

inhibe el crecimiento de los microbios que hayan sobrevivido al tratamiento,
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sino que ademas reduce la velocidad de las reacciones de oxidacion. Los
zumos no concentrados deben mantenerse a temperaturas proximas a 0°C
y los concentrados se deben envasar y almacenar a -4°C o menos. En los
concentrados almacenados a temperaturas de este orden se produce una

reduccion sistematica de la flora microbiana con el tiempo.

Generalmente, mediante el almacenamiento prolongado en camaras de
congelacion se puede reducir, en cuestion de meses, la carga microbiana
de concentrados que presentan antes del almacenamiento recuentos en
placa del orden de decenas de miles de microorganismos por mililitro. Este
efecto no se debe Unicamente a las bajas temperaturas, sino también al
efecto osmotico. Los concentrados a menudo se pueden almacenar
durante afios, pero la vida util de los zumos no concentrados es
normalmente limitada (de varias semanas), con independencia de su

temperatura de almacenamiento.

04.10.05. PECTINASAS

La desesterificacion, que puede ocasionar la pérdida de opacidad y/o
gelificacion mediante la formacion de pectato de calcio, se puede
también producir por la acciéon de pectinasas, enzimas que se
encuentran presentes en los zumos de citricos. Estas enzimas,
también conocidas como pectina esterasas o pectina metilesterasas,
son la principal causa de gelificacion y pérdida de opacidad en
zumos comerciales. Para impedir que esta enzima elimine los grupos
metoxi, se somete el zumo a un tratamiento térmico que desactiva o
destruye la enzima. En la mayor parte de los zumos, un tratamiento a
66°C es suficiente para su pasterizacion, sin embargo, es necesario

un tratamiento a 88°C o mas durante alrededor de 10 a 15 segundos
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para desactivar la mayoria de las pectinasas. En zumos de limén y
lima, dada su mayor acidez, un tratamiento a 74 — 88°C es suficiente
para la desactivacion de la enzima. En los zumos recién exprimidos,
no pasterizados se produce una acentuada separacion de la materia
opaca, lo que se puede remediar en parte mediante el uso de
envases o etiquetas opacas, o bien se puede agitar el zumo antes de
servirlo para dispersar la materia opaca, como se hace en la industria
de la restauracion. El tratamiento térmico es el Unico método

industrial que permite prevenir esta pérdida de opacidad.

04.10.06. CAUSAS GENERALES QUE ORIGINAN
VARIACIONES/PERDIDAS DE VITAMINAS EN LOS
ALIMENTOS

Desde el momento de la recoleccidon, todos los alimentos sufren
inevitablemente algunas pérdidas de vitaminas. El significado nutricional de
la pérdida parcial de vitaminas depende del estado nutricional de los
individuos (poblacién) para la vitamina implicada, de la importancia del
alimento en particular como fuente de aquella vitamina y de la
biodisponibilidad de la misma. La mayoria de los métodos de procesado,
almacenamiento y manipulacion intentan minimizar las pérdidas de
vitaminas. A continuacion se hace un resumen de los diversos factores

responsables de la variacién en el contenido de vitamina de los alimentos.

04.10.07. VARIACION INHERENTE EN EL CONTENIDO DE
VITAMINAS

La concentracion de vitaminas en frutas y hortalizas varia frecuentemente

con el estado de madurez, el lugar geografico del cultivo y el clima.
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Durante la maduracion de frutas y hortalizas, la concentracién de vitaminas
viene determinada por la velocidad de sintesis y degradaciéon. No se
dispone de informacion sobre la concentracion de vitaminas a lo largo de la
vida de la mayoria de frutas y hortalizas, excepto para el acido ascorbico y
el B-caroteno en unos pocos productos (Klein y Perry, 1982). Poco se
conoce acerca de los cambios que ocurren en el contenido de vitaminas
durante el crecimiento de cereales y leguminosas. En contraste con las
frutas y hortalizas, los cereales y leguminosas se recolectan en un periodo
de madurez bastante uniforme. Las practicas agricolas y las condiciones
ambientales influyen, indudablemente, en el contenido de vitaminas de los
alimentos de origen vegetal. No obstante, no se dispone de muchos datos
al respecto. (Klein y Perry, 1982) determinaron el contenido de acido
ascorbico y la actividad de la vitamina A (a partir de los carotenoides) en
algunas frutas y hortalizas, cuyas muestras se tomaron en seis diferentes
zonas geograficas de Estados Unidos. Observaron una amplia variacion
entre las zonas de muestreo, posiblemente debida a efectos
geograficos/climaticos, diferencias varietales y efecto de las practicas
agricolas locales. Estas ultimas (tipo y cantidad de fertilizantes, régimen de
riego) pueden influir en el contenido de vitaminas de los alimentos de

origen vegetal.

TABLA 04.02.- Efecto del grado de madurez en el contenido de &cido ascérbico de tomates

Semanas desde la floracion ~ Peso medio (g) Color Acido ascérbico

(mg/100g)
2 33,4 Verde 10,7
3 57,2 Verde 7,6
4 102  Verde-amarillo 10,9
5 146 Amatrillo-rojo 20,7
6 160 Rojo 14,6
7 168 Rojo 10,1

Fuente: Malewski, W., and P. Markakis (1971)
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04.10.08. CAMBIOS POSTRECOLECCION O
POSTSACRIFICIO EN EL. CONTENIDO DE VITAMINAS DE
LOS ALIMENTOS

Las frutas, hortalizas y los tejidos animales retienen enzimas que
contribuyen a cambios postrecoleccion (o postsacrificio) en el contenido de
vitaminas de los alimentos. La liberacion de enzimas oxidativos e
hidroliticos, debida a la alteracion de la integridad celular y de la
compartimentalizacion enzimatica, puede causar cambios en la distribucion
de las formas quimicas y activas de las vitaminas. La extension de dichos
cambios dependera de los dafios fisicos que se originen durante la
manipulacion, de los abusos de temperatura y del tiempo que transcurra
entre la obtencion del alimento y su procesado. Estos cambios tienen poca
influencia en la concentracién neta de una determinada vitamina, pero si
pueden, afectar a su biodisponibilidad. En contraste, los cambios oxidativos
causados por la accion de las lipooxigenasas pueden reducir la

concentracion de muchas vitaminas.

Las modificaciones en el contenido de vitamina parecen ser pequefias pero
significativas siempre que se sigan unas practicas adecuadas de
manipulacion durante la postrecoleccién de frutas y hortalizas. Una
inadecuada manipulacion de estos productos durante su almacenamiento y
transporte a temperatura ambiente puede conducir a unas pérdidas

importantes de las vitaminas mas labiles.

04.10.09. TRATAMIENTOS PRELIMINARES: PELADO Y
TROCEADO, LAVADO Y MOLIENDA



57

El pelado y troceado de frutas y hortalizas pueden ocasionar pérdidas
importantes de vitaminas, sobre todo si se tiene presente que en muchos
casos las vitaminas se concentran en las porciones (tallos, piel, mondas)
gue se desechan. Aunque estas operaciones pueden constituir una fuente
importante de pérdidas relativas en frutas y hortalizas, en la mayoria de
casos hay que considerarlas como inevitables, independiente de si ocurre

en el procesado industrial o en la preparacion del producto en el hogar.

Los tratamientos alcalinos aplicados para incrementar la eficacia del pelado
pueden aumentar las pérdidas de vitaminas labiles en la superficie del
producto, como folato, acido ascorbico y tiamina. Sin embargo, las
pérdidas por esta causa tienden a ser pequefias en comparacion con el

contenido total de vitamina del producto.

Cualquier exposicién al agua o a disoluciones acuosas de cortes, 0 trozos
de tejidos dafiados de otra forma, procedentes de productos vegetales o
animales ocasiona pérdidas de vitaminas hidrosolubles por extraccion
(lixiviacion); pueden producirse durante el lavado, transporte por canales,
exposicion en salmuera, durante la coccién, etc. La cuantia de dichas
pérdidas depende de los factores que influyen en la difusién y solubilidad
de cada vitamina, entre los que cabe citar el pH (puede afectar a la
solubilidad y disociacion de las vitaminas en los sitios de unién al tejido),
fuerza ionica del extractante, temperatura, relacién entre el volumen del
alimento y disolucién y la relacion superficie/volumen de las particulas del
alimento. Entre las propiedades del extractante que influyen en la
destruccion de las vitaminas una vez extraidas se pueden citar el oxigeno
disuelto, la fuerza ibnica, concentracién y tipo de trazas de metales
catalitico y la presencia de solutos con capacidad destructiva (por ejemplo

el cloro) o protectora (por ejemplo, agente reductores).

La molienda de los granos de cereales implica su trituracion vy

fraccionamiento para separar el salvado (capa mas externa de la semilla) y
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el embrion. Como muchas vitaminas se localizan en el embrion y salvado,
las pérdidas mayores de las mismas se pueden producir durante su
separacion. Tales pérdidas, unidas a la prevalencia de enfermedades por
deficiencias de vitaminas, proporcionaron los argumentos necesarios para
la legalizacion del enriquecimiento de los productos de cereales mediante
la adicion de ciertos nutrientes (riboflavina, niacina, tiamina, hierro y calcio).
El impacto beneficioso de este programa de enriquecimiento en la salud

publica ha sido enorme.

04.10.10. EFECTO DEL ESCALDADO Y DE LOS PROCESOS
TERMICOS

El escaldado, un tratamiento térmico suave, es un paso esencial en el
proceso de frutas y hortalizas. Los objetivos primarios de dicho tratamiento
son la inactivacion de enzimas potencialmente deletéreos, la reduccién de
la carga microbiana y la disminucion de los gases intersticiales antes del
procesado térmico. Con frecuencia, la inactivacibn de enzimas tiene un
efecto beneficioso en la estabilidad de muchas vitaminas durante el

almacenamiento posterior.

El escaldado puede realizarse en agua caliente, flujo de vapor, aire caliente
o en horno microondas. Las perdidas de vitaminas se producen, en primer
lugar, por oxidacion y extraccion acuosa (lixiviacion) y, en segundo lugar en
importancia, por el calor aplicado. El escaldado en agua caliente puede dar
lugar, por lixiviacion, a pérdidas enormes de vitaminas hidrosolubles.

Se ha demostrado repetidas veces que tratamientos a altas temperaturas y
tiempos cortos mejoran la retencion de los nutrientes labiles durante el
escaldado y otros procesos térmicos. Las elevadas temperaturas que se
aplican en los procesos térmicos aceleran las reacciones que ocurren a
baja velocidad a temperatura ambiente. Las pérdidas de vitaminas

inducidas térmicamente dependen de la naturaleza quimica del alimento,
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de su entorno quimico (pH, humedad relativa, metales de transicion, otros
compuestos reactivos, concentracion de oxigeno disuelto, etc.), de la
estabilidad individual de las formas de las vitaminas presentes y de la
lixiviacibn cuando se produce. El significado nutritivo de tales pérdidas
depende del grado de disminucion del contenido y de la importancia del

alimento como fuente de una determinada vitamina en una dieta tipica.

04.10.11. PERDIDAS DE VITAMINAS POSTERIORES AL
PROCESADO

En comparacion con las pérdidas que se producen durante el procesado
térmico, el almacenamiento posterior tiene a menudo un pequefio pero
significativo efecto en el contenido de vitaminas. Diversos factores
contribuyen a las pequefas pérdidas postprocesado: (a) la velocidad de las
reacciones son relativamente bajas a temperatura ambiente e inferiores,
(b) el oxigeno disuelto puede eliminarse y (c) el pH puede modificarse
durante el procesado (habitualmente disminuye) debido a los efectos
térmicos 0 a los de concentracion (secado o congelacién), lo que puede
tener un efecto favorable en la estabilidad de algunas vitaminas, como la

tiamina y el acido ascorbico.

En los alimentos de baja humedad, la estabilidad de las vitaminas esta
fuertemente influida por la actividad del agua ademas de otros factores que
se discutiran. En ausencia de lipidos oxidables, las vitaminas hidrosolubles,
de forma general, se degradan escasamente a actividades del agua
inferiores o iguales a de la hidratacion de la monocapa (aw
aproximadamente 0,2-0,3). La velocidad de degradacion aumenta
proporcionalmente con la actividad del agua en la regiones de hidratacion
de la multicapa, lo que refleja una mayor solubilidad de las vitaminas y la
presencia potencial de reactantes y catalizadores. En contraste, el efecto

de la actividad del agua en la estabilidad de las vitaminas liposolubles y
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carotenoides sigue un modelo paralelo al de las grasas insaturadas; es
decir, una velocidad minima en la hidratacion de la monocapa que
aumenta por encima o por debajo del valor de actividad de agua en esta
zona. En los alimentos muy secos se pueden producir pérdidas

sustanciales de la vitamina sensible a la oxidacion.

04.10.12. EFECTO DE SUSTANCIAS QUIMICAS UTILIZADAS
EN LOS TRATAMIENTOS TECNOLOGICOS Y DE OTROS
COMPONENTES DE LOS ALIMENTOS

La composicion quimica de los alimentos puede influir poderosamente en
la estabilidad de las vitaminas. Los agentes oxidantes influyen
directamente en la degradacion del &acido ascoérbico, vitamina A,
carotenoides y vitamina E y puede afectar indirectamente a la degradacion
de otras vitaminas; su importancia viene dictada por la concentracion del
agente oxidante y el potencial de oxidacion. En contraste, los agentes
reductores, como los acidos ascorbicos e isoascobicos y los tioles
proporcionan una mayor estabilidad en las vitaminas oxidables, como
ocurre con los tetrahidrofolatos, por su accién reductora y como

secuestradores de oxigeno y radicales libres.

04.11. VITAMINA C

El enantibmero L del acido ascorbico (ascorbico procede de su capacidad
para prevenir y curar el escorbuto), también conocido como vitamina C, es
un acido organico y un antioxidante perteneciente al grupo de vitaminas
hidrosolubles. No se sintetiza en el organismo, por lo cual tiene que ser
aportada en la dieta. Se encuentra, principalmente en verduras y frutas

frescas y en los zumos de citricos.
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04.11.01. FUNCION BIOLOGICA

La vitamina C ayuda al desarrollo de dientes y encias, huesos, a la
absorcion del hierro, al crecimiento y reparacion del tejido conectivo
normal, a la produccion de colageno, metabolizacion de grasas, la

cicatrizacion de heridas. Su carencia ocasiona el escorbuto.

Se considera que las necesidades diarias de acido ascoOrbico para un
adulto no exceden de los 60 mg y que cantidades superiores a los 3 g
diarios causan acidificacion de la orina e incrementan el consiguiente

riesgo de calculos urinarios.

Aunque es muy habitual creer que ayuda a recuperarse mejor de un
resfriado o una gripe, hay poca evidencia cientifica de que esto sea asi. De
todas formas la vitamina C es una las de vitaminas que intervienen en el
funcionamiento del sistema inmunoldgico, como por ejemplo la vitamina A
o la tiamina. Como curiosidad se puede sefialar que esta vitamina solo es
esencial en unos pocos animales: los monos antropoides, donde estamos
incluidos; el ruiseiior chino, una especie de trucha, los cuyes y los

murciélagos frugivoros.

04.11.02. USOS
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El 4cido ascorbico se oxida facilmente por lo que se utiliza (entre otros),
como revelador fotogréafico y como conservante. El acido ascorbico y sus
sales de sodio, potasio y calcio se utilizan de forma generalizada como
antioxidantes y aditivos. Estos compuestos son solubles en agua por lo que
no protegen a las grasas de la oxidacion; para este propésito pueden
utilizarse los ésteres del acido ascoérbico solubles en grasas con acidos

grasos de cadena larga (palmitato y estearato de ascorbilo).

04.11.03. HISTORIA

En 1937, el premio Nobel de quimica fue concedido a Walter Haworth por
su trabajo en la determinaciébn de la estructura del acido ascorbico,
(compartido con Paul Karrer por su trabajo sobre las vitaminas) y el premio
Nobel de medicina se otorgbé a Albert Von Szent-Gyorgyi Nagyrapolt por

sus estudios acerca de las funciones bioldgicas del acido ascérbico.

El escorbuto, consecuencia de la deficiencia de vitamina C, se describio
ya durante las cruzadas; pero la relacion entre el escorbuto y el consumo
de citricos (ricos en vitamina C) se descubrié en el siglo XX. En los largos
viajes en barco que se realizaban a comienzos del siglo, los marineros
ingleses, llamados "limoneros", sabian que debian consumir limones a
diario para no padecer de escorbuto. Zilva en 1923 aisl6 una sustancia que
prevenia el escorbuto, del jugo de limén. Mas tarde, Szentz-Gyorgyi, en
1928, aislé la vitamina C del tejido suprarrenal, naranjas y col, y lo

denomind acido hexuronico.

04.11.04. ESTRUCTURA QUIMICA
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La vitamina C corresponde al grupo de las vitaminas hidrosolubles, y como
la gran mayoria de ellas no se almacena en el cuerpo por un largo periodo
de tiempo y se elimina en pequefias cantidades a través de la orina. Por
este motivo, es importante su administracion diaria, ya que es mas facil

gue se agoten sus reservas que las de otras vitaminas.

Es una sustancia de color blanco, estable en su forma seca, pero en
solucion se oxida con facilidad, mas aun si se expone al calor. Un pH
alcalino (mayor a 7), el cobre y el hierro, también aceleran su oxidacion. Su
estructura quimica recuerda a la de la glucosa (en muchos mamiferos y

plantas, esta vitamina se sintetiza a partir de la glucosa y galactosa).

Se llama con el nombre de vitamina C a todos los compuestos que poseen

la actividad bioldgica del acido ascorbico.
el il
o w4+ HOCH
_— "
!-I it O )jo
0
Estructura quimica del acido ascérbico

El acido dehidroascérbico posee también actividad biolégica, debido a que

en el cuerpo se reduce para formar acido ascorbico.

04.11.05. PROPIEDADES GENERALES
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El 4cido L-ascorbico (AA) es un compuesto afin a los carbohidratos con
propiedades &cidas y reductoras debidas al resto 2,3-enodiol; es un
compuesto muy polar y, por lo tanto, es muy soluble en disoluciones
acuosas e insoluble en disolventes apolares. El caracter acido del AA se
debe a la ionizacion del grupo hidroxilo en el C-3 (pKa1 = 4,04 a 25°C). Una
segunda ionizacion, la disociacion del hidroxilo en el carbono C-2 (pKa2 =
11,4 a 25°C), es mucho menos favorable. La oxidacion de dos electrones y
la disociacién de hidrégeno convierten el acido L-ascoérbico en el acido
deshidroascoérbico (DHAA). EI DHAA exhibe aproximadamente la misma
actividad que el AA porque se reduce casi totalmente a AA en el

organismo. (Owen R. Fennema, 2002)

Los &cidos L-isoascoérbico (isbmero O6ptico en la posicion C-5) y D-
ascorbico (isémero éptico en la posicion C-4), se comporta quimicamente
de la misma manera que el AA pero estos compuestos carecen de
actividad vitamina C. El é&cido L-isoascorbico y el AA se utilizan
ampliamente como ingredientes de los alimentos por sus actividades
reductoras y antioxidantes (por ejemplo: en el curado de carnes y para la
inhibicién del pardeamiento enzimatico en frutas y hortalizas) pero el acido
isoascorbico (o el D-ascoOrbico) no tiene valor nutritivo. (Owen R.
Fennema, 2002)

El AA existe naturalmente en frutas y hortalizas y, en menor extensién, en
los tejidos animales y en los productos derivados de los mismos. En la
naturaleza esta presente casi exclusivamente en la forma reducida de
acido L-ascorbico (es decir, AA). La concentracion de DHAA en los
alimentos es, casi siempre, sustancialmente mas baja que la de AA y
depende de las velocidades de oxidacion del ascorbato y de la hidrélisis
del DHAA a &cido 2,3-dicetogulonico. En ciertos tejidos animales existen
actividades deshidroascorbato reductasa y ascorbato radical libre

reductasa. Se cree que estos enzimas protegen a la vitamina mediante
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reciclado, contribuyendo a que existan bajas concentraciones de DHAA.
Una cantidad significativa, aunque se desconoce su cuantia, de la fraccion
DHAA de los alimentos y del material biologico parece que se debe a un
artefacto analitico que se origina por oxidacién del AA a DHAA durante la
preparacion de las muestras para su andlisis. La inestabilidad del DHAA

complica mas dichos analisis. (Owen R. Fennema, 2002)

El AA puede afadirse a los alimentos como acido no disociado o como sal
sbédica neutralizada (ascorbato sodico). La conjugacion del AA con
compuesto hidrofobo confiere al resto del acido ascoérbico un caracter
liposoluble. Los ésteres de los acidos grasos, como el palmitato de
ascorbilo y los acetales de acido ascorbico son liposolubles y pueden
proporcionar un efecto antioxidante directo en los entornos lipidicos. La
oxidacion del AA puede ocurrir en dos procesos de transferencia de un
electron o como una reacciéon Unica de dos electrones sin deteccion del
intermediario semihidroascorbato. En las oxidaciones de un electrén, el
primer paso implica la transferencia de un electron formandose el radical
libre acido semihidroascorbato. La pérdida de un electron adicional rinde
acido deshidroascorbico, el cual es muy inestable debido a la sensibilidad a
la hidrdlisis del puente de lactona. Dicha hidrélisis, que irreversiblemente
forma acido 2,3-dicetoguldnico, es responsable de la pérdida de la
actividad vitamina C.

El AA es muy sensible a la oxidacion, especialmente cuando la reaccion
esta catalizada por iones metélicos, como Cu?* y Fe+. Asi mismo, el calor
y la luz aceleran el proceso. En tanto que factores como el pH, la
concentracion de oxigeno y la actividad del agua, influyen poderosamente
en la velocidad de la reaccién. Como la hidrélisis de DHAA se produce muy
facilmente, la oxidacion del DHAA constituye un aspecto esencial y
frecuentemente limitante de la velocidad de degradacion oxidativa de la

vitamina C.
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Una propiedad del AA que frecuentemente no se tiene presente es su
facultad de actuar, a bajas concentraciones, como prooxidante con altas
tensiones de oxigeno. Probablemente esto se daba a la degeneracion,
mediada por el ascorbato, de radicales hidroxilo (OH) u otras especies
reactivas. Al parecer, esta circunstancia tiene poca importancia en la

mayoria de los aspectos de la quimica de alimentos.

04.11.06. ESTABILIDAD Y FORMA DE DEGRADACION

Debido a la gran solubilidad del AA en disoluciones acuosas, siempre
existe la posibilidad de que se produzcan importantes pérdidas por
lixiviacion durante el corte o dafios fisicos de las superficies de frutas y
hortalizas frescas. La degradaciéon quimica implica, en primer lugar, la
oxidacion a DHAA, seguida de la hidrélisis del mismo a &cido 2,3-
dicetogulonico y su posterior oxidacion, deshidratacion y polimerizacién
para formar una vasta serie de otros productos nutritivamente inactivos.
Los procesos de oxidacion y deshidratacion siguen un curso paralelo a las
reacciones de deshidratacion de los azucares que conducen a la aparicion
de muchos productos insaturados y polimeros. Los factores primarios que
influyen en la velocidad, mecanismo y naturaleza cualitativa de la
generacion de productos a partir del AA son el pH, la concentracién de

oxigeno y la presencia de trazas de catalizadores metalicos.

La velocidad de degradacion oxidativa de la vitamina es una funcién no
lineal del pH debido a que las diversas formas ionicas del AA difieren en su
sensibilidad a la oxidacion: la totalmente trotona (AHz) < monoanion
ascorbato (AH) < dianién ascorbato (A?). Bajo condiciones relevantes que
existen en muchos alimentos, la dependencia de la oxidacion del pH esta
gobernada por la concentracion relativa de las especies AH, y AH™ y ésta, a
su vez, por el pH (pKa = 4,04). La presencia de concentraciones
importantes de la forma A? ocasiona, al estar controladas por el pKa2 de

11,4, un aumento de la velocidad a pH = 8. (Owen R. Fennema, 2002)
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04.11.07. EFECTO CATALITICO DE LOS IONES METALICOS

La velocidad de la degradacién oxidativa del AA se considera habitual
como una reaccion de primer orden en relacién con la concentracion del
monoanion (AH"), el oxigeno molecular y los iones metélicos. Antes se
creia que la degradacion oxidativa del AA a pH neutro y en ausencia de
iones metalicos (es decir, reaccion no catalizada) ocurria a una velocidad
gue era baja pero significativa. Por ejemplo, se ha descrito una constante
de velocidad de primer orden de 5,87 x 104 seg' para la oxidacién
espontanea, no catalizada, del ascorbato a pH neutro. Sin embargo,
trabajos mas recientes indican una constante de velocidad mucho mas
baja, de 6 x 107 seg™, para la oxidacién del AA en una disolucién a pH 7,0,
saturada de aire. Esta diferencia sugiere que la oxidacién no catalizada es
esencialmente inapreciable y que las trazas de metales de los alimentos o
de disoluciones experimentales son responsables, en gran parte, de la
degradacion oxidativa. Las constantes de velocidad obtenidas en presencia
de iones metalicos a concentraciones de varias partes por millén son varios
ordenes de magnitud superior que las determinadas en disoluciones casi

desprovistas de iones metalicos.

La velocidad de oxidacion del AA catalizada por metales es proporcional a
la presion parcial del oxigeno disuelto en el intervalo 1,0-0,4 atm y es
independiente de la concentracién de oxigeno a presiones parciales < 0,20
atm (Khan, M. M. T., and A. E. Martell, 1967). En contraste, la oxidacion
del AA catalizada por quelatos metalicos es independiente de a
concentracion de oxigeno (Khan, M. M. T., and A. E. Martell, 1967).

La potencia de los iones metalicos en la catalizacion de la degradacion del
ascorbato depende del material implicado, su estado de oxidacién y de la

presencia de los quelantes. La potencia catalitica es como sigue: Cu(ll) es



68

alrededor de 80 veces mas potente que el Fe(lll) y el complejo quelato
Fe(lll) y é&cido etilendiaminotetraacético (EDTA) es aproximadamente 4
veces mas catalitico que el Fe(lll) libre (Buettner, G. R, 1988). Si la

velocidad de oxidaciéon del ascorbato se expresa como:

-d [TA)/dt = kea X [AH] X [Cu (II) 0 Fe (Il1)]

Entonces, la concentracion de iones metalicos y la ke, para los iones
metélicos puede utilizarse para estimar la velocidad de degradacion del AA
(donde [TA] = concentracion total de acido ascoérbico). En tapones fosfatos
de pH 7,0 (20°C), los valores k.o para el Cu (ll), Fe (Ill) y Fe (IlI)-EDTA son
880,42 y 10 (M* seg™), respectivamente. Debe apuntarse que los valores
relativos y absolutos de estas constantes de velocidad cataliticas en
disoluciones simples pueden diferir de los reales de los sistemas
alimentarios, lo que probablemente se debe a que las trazas de metales
pueden asociarse a otros componentes (por ej., aminoacidos) o a que
pueden participar en otras reacciones, algunas de las cuales pueden

ocasionar una aceleracion de la oxidacion del acido ascorbico.

En contraste con el mayor poder catalitico del Fe (Ill) cuando es quelado
por el EDTA, la oxidacion del ascorbato catalizada por Cu (ll) se inhibe
fuertemente en presencia de EDTA. Por lo tanto, el efecto del EDTA u
otros quelantes (por ej., acido citrico y polifosfatos) en la oxidacion del

acido ascorbico en los alimentos no se puede predecir completamente.

04.11.08. MECANISMO DE DEGRADACION DEL AA
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La oxidacién del AA puede iniciarse con la formacion de un complejo
ternario (monoanion ascorbato, ion metalico y O,), como ya se ha descrito,
o con una diversidad de oxidaciones de un electron (Buettner, G. R, 1993),
existen muchas formas de oxidaciones de un electrén por las que puede
producirse el paso de AH a A" y de A" a DHAA. El mecanismo de
degradacion del AA puede diferir dependiendo de la naturaleza del sistema
alimenticio o del medio de reaccién. Se ha postulado que la degradacion
del AA catalizada por metales acaece a través de la formacion de un
complejo ternario del monoanion ascorbato, O, y un ion metalico. El
complejo ternario del oxigeno, ascorbato y el catalizador metalico parece
que da lugar directamente a DHAA, sin que se detecte la formacién del
producto de la oxidacion de un electrén, el radical semideshidroascorbato.
(Owen R. Fennema, 2002)

La pérdida de actividad de vitamina C durante la degradacion oxidativa del
AA se produce con la hidrélisis de la lactona del DHAA para formar el acido
2,3-dicetoguldnico (DKG). Esta hidrélisis se ve favorecida en condiciones
alcalinas y el DHAA a valores del pH > 5,5 es muy baja y disminuye a
medida que aumenta el pH. Por ejemplo, los valores de vida media para la
hidrolisis del DHAA a 23°C son de 100 y 230 min a los pH de 7,2 y 6,6,
respectivamente. La velocidad de la hidrdlisis el DHAA se incrementa de
forma marcada al aumentar la temperatura pero no se ve afectada por la
presencia o ausencia de oxigeno. En vista de la naturaleza tan labil del
DHAA pueden reflejar también que se produjeran oxidaciones

incontroladas durante el analisis.

Aunque el complejo ternario, segun el modelo propuesto por (Khan y
Martell, 1967), se ajusta aparentemente al esquema de oxidacion del AA,
hallazgos recientes han ampliado nuestro conocimiento sobre el
mecanismo de oxidacion (Scarpa, M., R. Stevanato, P. Viglino, and A.

Rigo, 1983) Observaron que la oxidaciéon del monoanién ascorbato
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catalizada por metales, forma superdxido (O3) en el paso determinante de

la velocidad:

Catalizador
AH_+02 —> AH-+O-2

En los pasos posteriores de la reaccion interviene el superéxido como un
agente potenciador de la velocidad de la reaccion. Efectivamente, se

duplica la velocidad global de la oxidacion del ascorbato.

H+

AH + O, —» AH + H,O

AH + ()-'2—> AH + H,0O,

La terminacion puede producirse mediante la reaccion de dos radicales de
ascorbato, como sigue:
-H*
2AH ——— DHAA + AH’

La degradacion anaerdbica del AA es relativamente insignificante como
una forma de pérdida de la vitamina en los alimentos. La ruta anaerdbica
es mas importante en los productos enlatados, como las hortalizas,
tomates y zumos de frutas, una vez que se ha consumido el oxigeno
residual. No obstante, incluso en estos productos la pérdida de AA a través
de la ruta anaerdbica se identific6 como el mecanismo predominante de
pérdida de AA durante el almacenamiento de zumo de tomate
deshidratado en presencia o ausencia de oxigeno. Se ha observado la
catalizacion de la ruta anaerdbica por metales trazas, a una velocidad que

va en aumento a medida que se incrementa la concentracion de cobre.
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El mecanismo de la degradacion anaerodbica del AA no se ha estabilizado
aun totalmente. Parece que esta implicada la rotura directa del puente 1,4
de la lactona sin previa oxidacion a DHAA, quiza siguiendo el modelo de
una cauterizacién enol-ceto. A diferencia de la degradacion del AA bajo
condiciones oxidativas, la degradaciéon anaerobica exhibe la velocidad
maxima a un pH de alrededor de 3-4. Esta velocidad maxima en una zona
de acidez moderada puede reflejar los efectos del pH en la apertura del
anillo de lactona y en la concentracibn de especies de ascorbato
monoaniénico. El cambio tan importante que se produce en la energia de
activacion a 28°C para la pérdida total de vitamina C en un zumo normal de
naranja durante el almacenamiento, permite suponer que el mecanismo de
degradacion anaerodbica del AA es de una gran complejidad, al igual que el
efecto de la composicion del alimento. En contraste, la representacion de
Arrhenius para la degradacion total de la vitamina C durante el
almacenamiento de zumo de pomelo enlatado es lineal en el mismo
intervalo (desde alrededor de 4 hasta 50°C), lo que sugiere que predomina
un mecanismo unico. Se desconocen las razones de esta diferencia

cinética y/o mecanismo en productos tan similares.

A la vista del oxigeno residual presente en muchos alimentos envasados,
la degradacion del acido ascorbico en envases sellados, especialmente
latas y botellas, deberia ocurrir normalmente mediante ambos tipos de
degradacion, la ruta oxidativa y la anaerdbica. En la mayoria de los casos,
las constantes de velocidad para la degradacién anaerdbica del &cido
ascorbico seran de dos a tres 6rdenes de magnitud inferior que las de la

reaccion oxidativa.

04.11.09. PRODUCTOS DE DEGRADACION DEL AA

Independiente del mecanismo de degradacién, la apertura del anillo de
lactona elimina, de forma irreversible, la actividad de la vitamina C. Aunque

carece de importancia nutritiva, las multiples reacciones implicadas en las
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fases terminales de la degradacion del ascorbato adquieren importancia
debido a su contribucion en la formacion de compuestos aromaticos y
rapidos o precursores de los mismos y también a su participacion en el

pardeamiento no enzimatico.

Se han identificado alrededor de 50 productos de bajo peso molecular
procedentes de la degradacion del acido ascorbico. Los tipos y
concentraciones de los mismos, asi como los mecanismos implicados en
su generacion, dependen poderosamente de diversos factores, como la
temperatura, el pH, la actividad de agua, la concentracién de oxigeno, los
catalizadores metalicos y la presencia de especies activas de oxigeno. Se
han identificado tres tipos generales de productos de descomposicion: (a)
intermediarios polimerizados, (b) acidos carboxilicos insaturados de una
longitud de cadena de cinco y seis atomos de carbono y (c) productos de la
fragmentacion con cinco o menos atomos de carbono. Se ha descrito
también la generacion de formaldehido durante la degradacion térmico del
ascorbato a pH neutro. Algunos de estos compuestos contribuyen
probablemente a los cambios en el sabor y aroma y en el olor que se
produce en los zumos citricos durante el almacenamiento o durante un

tratamiento excesivo.

La degradacion de los azlcares y del &cido ascorbico son bastantes
similares y, en algunos casos, opera un mecanismo idéntico. Se producen
diferencias cualitativas entre las condiciones aerdbicas y anaerdbicas, pero
el pH ejerce su influencia en cualquier circunstancia. Los principales
productos de la degradacion del AA en disoluciones acidas y neutras son
L-xilosona, &cido oxalico, acido L-trednico, acido tartarico, 2-furaldehido
(furfural) y &cido furénico. Asimismo, se origina una amplia variedad de
carbonilo y otros compuestos insaturados. Como en la degradacion de los
azucares, la amplitud de la fragmentacion aumenta en condiciones

alcalinas.
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La degradacion del AA se asocia con las reacciones de coloracion tanto en
presencia como en ausencia de aminas. El DHAA y los dicarbonilos
formados durante su degradacion pueden participar en la degradacion de
Strecker con aminoé&cidos. En la degradaciéon de Strecker, el DHAA
reacciona con un aminoacido y se forma el acido sorbamico que puede
originar dimeros, trimeros o tetrameros; muchos de ellos son de color rojizo
o amarillento. Ademas, la 3,4-dihidroxi-5-metil-2(5H)-furanona, un producto
intermediario de la deshidratacion seguida de la descarboxilacién durante
la degradacién anaerbbica, tiene un color parduzco. La polimerizacién
posterior de estas u otras sustancias insaturadas originan melanoidinas
(polimeros nitrogenados) o pigmentos no nitrogenados de tipo caramelo.
Aungue el pardeamiento no enzimatico de los zumos citricos y bebidas
afines es un proceso muy complejo, se ha demostrado claramente que el
AA patrticipa en el proceso (Kacem, B., J. A. Cornell, M. R. Marshall, R.
B. Shireman, and R. F. Matthews, 1987).

04.11.10. OTRAS VARIABLES AMBIENTALES

A parte de los factores que afectan a la estabilidad del ascorbato, que se
han discutido anteriormente (por ej., oxigeno, catalizadores, pH, etc.), otras
muchas variables pueden influir en la retenciéon de esta vitamina en los
alimentos. Como otros muchos compuestos hidrosolubles, la velocidad de
oxidacion del AA varia con la humedad; se ha observado en sistemas
alimentarios modelo que simulaban a los cereales de desayuno; es decir,
con baja humedad, que la velocidad de oxidacion del AA aumentaba
progresivamente en el intervalo de actividad del agua desde 0,10 a 0,65, lo
gue se ha asociado con la disponibilidad de una cantidad mayor de agua
como disolvente para los reactantes y catalizadores. La presencia de
ciertos azucares (cetosas) puede aumentar la velocidad la degradacién
anaerobica. La sacarosa tiene un efecto similar a bajo pH, consistente con

la formacion pH-dependiente de fructuosa. En contraste, algunos azucares
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y azucares alcoholes ejercen un efecto protector contra la degradacion
oxidativa del AA, posiblemente ligando iones metalicos y reduciendo su
potencia catalitica. El significado real de estas observaciones en los

alimentos permanece aun por determinar.

04.11.11. FUNCIONES DEL ACIDO ASCORBICO EN LOS ALIMENTOS

Ademas de su funcion como nutriente esencial, el AA se utiliza
ampliamente como un ingrediente/aditivo alimentario debido a sus
propiedades antioxidantes y reductoras. Como se analiza en otra parte de
este libro, el AA inhibe eficazmente el pardeamiento enzimatico al reducir
los productos orfo-quinona. Otras funciones son las siguientes: (a) accion
reductora en los acondicionadores de la masa panaria, (b) proteccion de
ciertos compuestos oxidables (por ej., folatos) mediante efectos reductores
y secuestro de radicales libres y de oxigeno, (c) inhibicién de la formacion

de nitrosaminas en carnes curadas y (d) reduccion de los iones metalicos.

La accion antioxidante del acido ascorbico es multifuncional al inhibir la
autooxidacion lipidica por varios mecanismos. Entre ellos: (a) secuestro del
oxigeno singulete, (b) reduccion de los radicales libres de oxigeno y de
carbono con la formacibn de wun radical menos reactivo, el
semidehidroascorbato o DHAA, (c) oxidacién preferencial del ascorbato,
con agotamiento concurrente de oxigeno y (d) regeneracion de otros
antioxidantes, como por reduccion del radical tocoferol.

El AA es un compuesto muy polar y, por tanto, es insoluble en aceites. Sin
embargo, el AA es, sorprendentemente, un antioxidante eficaz cuando se
dispersa en aceites y también en emulsiones. Las combinaciones de acido
ascorbico y tocoferol son especialmente activas en sistemas oleosos,
mientras que la combinacion de O-tocoferol con el palmitato de ascorbilo

lipéfilo es mas efectiva en las emulsiones aceites-en-agua. De forma
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similar, el palmitato de ascorbilo actia sinérgicamente con el O-tocoferol y

otros antioxidantes fenolicos.

04.11.12. BIODISPONIBILIDAD DEL ACIDO ASCORBICO DE LOS
ALIMENTOS

Las principales fuentes de AA de la dieta son las frutas, hortalizas, zumos y
alimentos fortificados (por ej., cereales de desayuno). Se ha observado en
sujetos humanos que la biodisponibilidad del AA del brécol, gajos de
naranja y zumo de naranja es equivalente a la de las tabletas minerales de
la vitamina. La biodisponibilidad del AA del brécol crudo es de un 20% mas
baja que la del cocido, lo que se debe a una incompleta masticacién y/o
digestion. La diferencia relativamente escasa entre la biodisponibilidad del
AA del brécol y de otras hortalizas crudas en relacion con sus formas
cocidas puede tener escaso significado nutricional. A la luz de revisiones
recientes de la bibliografia puede concluirse que el AA de la mayoria de las

frutas y hortalizas es altamente disponible para el hombre.

04.11.13. ABSORCION Y DEPOSITO

Se absorbe facilmente en el intestino delgado, mas precisamente en el
duodeno. Pasa a la sangre por transporte activo y tal vez, también por
difusién. Pareciera ser que el mecanismo de absorcion es saturable,
debido a que cuando se ingieren cantidades muy grandes de la vitamina, el
porcentaje que se absorbe es mucho menor. En ingestas normales (20-120
mg), se absorbe un 90%, contra un 16% en una ingesta de 12 g.

La concentracion de vitamina C en los leucocitos esta en relacién con la
concentracion de la vitamina en los tejidos, por lo que midiendo la

concentracion de la vitamina C en los leucocitos, sabemos el nivel real de
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la vitamina en los tejidos. El pool de vitamina C que el ser humano posee
en condiciones normales es de aproximadamente 1500 gr. Cuando este
pool esta lleno, la vitamina C se elimina en un alto porcentaje por orina,
bajo la forma de &cido oxalico (catabolito) o si se ingiere en dosis muy
elevadas, como acido ascérbico. Si hay deficiencias, la absorcién es muy
alta y no hay eliminacion por orina. El acido ascorbico se encuentra en
altas concentraciones en varios tejidos, como por ejemplo, el tejido

suprarrenal, higado, bazo y rifiones.

El consumo de alcohol disminuye la absorcion de la vitamina, y el habito de
fumar depleciona los niveles de la vitamina en el organismo, por lo que se
recomienda a los fumadores y consumidores regulares de alcohol, que
suplementen su dieta.

La vida media del &cido ascorbico en el organismo es de aproximadamente
16 dias. Es por este motivo que los sintomas del escorbuto tardan meses

en aparecer en sujetos con una dieta deficiente en vitamina C.

04.11.14. FUNCIONES EN EL SER HUMANO

Sus funciones son diversas, pero todavia no se sabe si actia como
coenzima o como cofactor. Al tener gran capacidad de captar y liberar
hidrogeno (oxido-reduccién), su papel en el metabolismo es de gran
importancia. Es importante su funcién como reductora del Fe+3 a Fe+2 lo
gue asegura una mayor absorcion a nivel del intestino. Facilita a la vez la
liberacién del hierro de la transferrina (proteina que transporta el hierro en
sangre) y también de la ferritina (una de las principales formas de

almacenamiento del hierro).

Es importante su participacion en la formacion del coldgeno y muco
polisacaridos, ya que es necesaria junto con el O2 y el Fe+2 para formar

hidroxiprolina e hidroxilisina (componentes del colageno). El colageno es
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una sustancia de la cual depende la integridad de todos los tejidos fibrosos,
como son la piel, el tejido conjuntivo, la dentina, matriz 6sea, cartilago y los
tendones; en la formacion de esta proteina radica su importancia como

cicatrizante de heridas y fracturas.

Participa también en la formacién de ciertos neurotransmisores como la
serotonina, en la conversiébn de dopamina a noradrenalina, y en otras
reacciones de hidroxilacion que incluyen a los aminoacidos aromaticos y a
los corticoides. Su concentracion disminuye bajo situaciones de stress

cuando hay mucha actividad de las hormonas de la corteza suprarrenal.

La vitamina C cumple una funcién importante en el sistema inmunoldgico,
al ayudarlo a luchar contra las infecciones y contra las células cancerosas.
Esto es gracias a la actividad de los leucocitos, la estimulacion de
anticuerpos, neutro filos y fagocitos, la produccion de interferon, el proceso

de la reaccion inflamatoria o la integridad de las mucosas.

Comunmente se le atribuyen a la vitamina C variados poderes curativos,
desde simples resfrios, hasta enfermedades como el cancer, pero aunque
se ha demostrado que reduce los sintomas y la duracion del resfrio, se
aconseja no consumir megadosis de la vitamina por largos periodos de

tiempo.

04.11.15. CARENCIA - ESCORBUTO

Una dieta muy baja o carente en vitamina C produce el escorbuto (rara
vez se ve un caso de escorbuto en nuestros dias). Esta enfermedad se
instala cuando el valor sérico de acido ascorbico es menor a 0,2 mg / 100
ml. La mayoria de los sintomas derivan de la inadecuada formacion y
mantenimiento de los materiales intercelulares, y son: hemorragias

subcutaneas, gingivales, y en otras areas, debilidad muscular, deficiencia
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en la cicatrizacién de heridas, petequias, aflojamiento de dientes, perdida
del cabello, piel seca pruriginosa y alteraciones neuréticas.

04.11.16. TOXICIDAD

No presenta toxicidad, debido a que el exceso se elimina por orina. Se ha
visto que cuando se consumen cantidades masivas de vitamina C y se
para el consumo de golpe, se produce "escorbuto de rebote". Por ello
deben ir descendiendo la dosis del suplemento, y no suspenderla

totalmente.

04.11.17. ALIMENTOS FUENTE DE VITAMINA C

04.11.17.01. FRUTAS

Jugo de Manzanas

Kiwi

Mango

Papaya

Melon

Frutas citricas (Naranja, limén)

Sandia

04.11.17.02. VEGETALES

Esparragos

Repollitos de Bruselas
Coliflor

Pimientos dulces y picantes
Brocoli

Papa
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Batata

Al ser una vitamina que se destruye por oxidacion facilmente, y mas aun en
presencia de alcalis y calor, es muy facil que disminuya el contenido de la
misma en los alimentos. Si se cocinan en un medio acuoso, la perdida de

la vitamina es mayor, ya que es hidrosoluble.

04.12. DISENO DE EXPERIMENTOS

Se entiende por disefio experimental la realizacion de una serie de
experimentos previamente disefiados donde se varian los valores de las
variables de entrada de un proceso o sistema y se miden los valores de la

respuesta de salida.

04.12.01. OBJETIVOS DE UN DISENO DE EXPERIMENTOS

Un experimento se realiza por alguno de los siguientes motivos:

Determinar las principales causas de variacion en la respuesta.

« Encontrar las condiciones experimentales con las que se consigue

un valor extremo en la variable de interés o respuesta.

« Comparar las respuestas en diferentes niveles de observacion de
variables controladas.

» Obtener un modelo estadistico-matematico que permita hacer

predicciones de respuestas futuras.
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04.12.02. UNIDAD EXPERIMENTAL

Son los objetos, individuos, intervalos de espacio o tiempo sobre los que se

experimenta.

04.12.03. LA REPLICACION

Por esta se entiende que cada tratamiento debe ser aplicado a varias

unidades experimentales y sirve para:
e Proveer un estimado del error experimental, tal estimacion se
convierte en la unidad basica para determinar si las diferencias

observadas en los datos son estadisticamente significativas

e Incrementar la precision por medio de la reduccion de errores

estandar.

e Calcular una estimaciéon mas precisa del efecto de un factor en el

experimento si se usa como una estimacién de dicho efecto.

04.12.04. TAMANO DEL EXPERIMENTO

Es el niumero total de observaciones recogidas en el disefio.

04.12.05. DISENO EQUILIBRADO O BALANCEADO

Es el disefio en el que todos los tratamientos son asignados a un namero

igual de unidades experimentales.
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04.12.06. ERROR EXPERIMENTAL

Describe la situacién de no llegar a resultados idénticos con dos unidades

experimentales tratadas idénticamente y refleja:

e Errores de experimentacion
e Errores de observacion

e Errores de medicion

04.12.07. DISENO COMPLETAMENTE ALEATORIO

Respuesta= Constante + efecto tratamiento + error
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05.01. TIPO DE INVESTIGACION

La investigacién que realizaremos es de tipo experimental.

Investigacion experimental.- recibe este nombre, la investigaciéon que
obtiene su informaciébn de la actividad intencional realizada por el
investigador y que se encuentra dirigida a modificar la realidad con el
propésito de crear el fenbmeno mismo que se indaga, y asi poder

observarlo.

05.02. HIPOTESIS

Es factible encontrar una combinacién de tiempos y temperaturas de

pasteurizacion que permitan minimizar la degradacion de vitamina C.

05.03. VARIABLES

05.03.01. CUADRO DE FACTORES Y VARIABLES

Los tratamientos en estudio estan compuestos por: la temperatura en °C y
tiempo de pasteurizacion en min. y la variable de respuesta es la
concentracion de vitamina C en mg/100ml. Estos tratamientos se
establecen de los célculos tedricos aplicando las formulas de optimizacion
de tratamientos térmicos a temperatura constante teniendo como factor de
destruccion la vitamina “C”. El objetivo principal serd destruir la actividad
enzimética y gérmenes que afectan al producto (bacterias, mohos vy
levaduras), las temperaturas utilizadas seran las del rango de
pasteurizacién mayores de 60°C y menores de 100°C; partiendo del hecho
de que los zumos se conservan por procesos fisicos y quimicos ya que las

esporas de las bacterias no se destruyen a menos de 100°C pero no se
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desarrollan a pH menor 4 y en el zumo el pH es de 3, por esta razén no se
consideran temperaturas superiores de 100°C para destruir las esporas
teniendo como constante el pH necesariamente regulado, enfocando la
investigacion en la efectividad del proceso fisico o tratamiento térmico

(pasteurizacién) y su influencia en la degradacién de la vitamina "C”.

TABLA 05.03.- CUADRO DE FACTORES Y VARIABLES

Tratamiento Var. Dep
Temperatura] Tiempo | n| Vit C mg/Kg
1
2
75°C a 12 min i
5
)
1
2
, 3
852C a6 min 7
5
6
1
2
, 3
90°C a5 min 7
5
6
1
2
, 3
95°C a 2,2 min 7
5
6

05.04. MUESTRA

La materia prima es la naranja de produccion local, de la cual se extrajo el
zumo en el laboratorio de Microbiologia de la Escuela Superior Politécnica
Agropecuaria de Manabi. (E.S.P.A.M)
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Aproximadamente por cada 15 naranjas se obtuvo 1 litro de zumo ya
tamizado, el cual se lo distribuia en partes iguales para las 4 réplicas
(250ml cada una); al que se le aplico el tratamiento térmico (ver cuadro de
factores y variables), constituyendo asi nuestra unidad experimental. El
numero total de muestras es de 24, que corresponden a las 6 réplicas

empleadas en los 4 tratamientos.

05.05. DEFINICION DEL DISENO EXPERIMENTAL

En el caso de esta investigacion en que se desea saber cual de esta
combinacion de temperatura y tiempo de exposicibn de Pasteurizacion
(que representa los distintos tratamientos térmicos) permiten en el zumo de
naranja conservar o degradar en lo menor posible la concentracion de

vitamina “C”".

El disefio a utilizar sera Disefio Completamente al Azar (DCA), un factor
(los distintos tratamientos térmicos), modelo equilibrado y con seis

replicaciones. (Ver tabla de factores y variables)

Se aplicara la prueba de normalidad Kolmogorov Smirnov para saber si
existe una distribucion normal de los datos obtenidos en las distintas

réplicas y proceder posteriormente al andlisis de varianza (ANOVA).

Se aplicard un ANOVA simple ya que sélo tenemos un factor (tratamientos
térmicos), esta prueba nos indicara si existen diferencias significativas
entre los distintos tratamientos.

A continuacion, la prueba POST HOC de Tukey al 5% demostrara

estadisticamente el tratamiento con mejores resultados.
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06.01.- OBTENCION DEL ZUMO DE NARANJA

Se lavaron las naranjas para eliminar parte de las impurezas que se
encuentran en la cascara, previamente al pelado. Luego se pelaron las
naranjas, se partieron en mitades y se extrajo el zumo (15 naranjas, 1litro

de zumo aproximadamente).

El rendimiento es del 40 %; es decir, de 100Kg de fruta se obtienen 40Kg
de zumo. El zumo extraido se filtr0 con la ayuda de un tamiz de acero
inoxidable de 125um, cuyo fin era el de evitar la presencia de sélidos en
suspension como semillas, y particulas groseras que pueda contener el

Zumo, etc.

06.02.- DIAGRAMA DE PROCESO EN LA OBTENCION DEL
ZUMO DE NARANJA

A continuacién se indicara cual fue el diagrama de proceso para la
obtencién del zumo de naranja en el que se experiment6é y analizo las

condiciones especificas en la investigacion realizada.

06.03.- DESCRIPCION DEL PROCESO

) . . o
Q/ RECEPCION Y CLASIFICACION.- Se recepto la materia prima y se

seleccion6 la fruta de acuerdo a su estado de madurez teniendo en

cuenta aquellas que estan en estado de descomposicion o que pueda

afectar al producto final.

L ALmPiEZA



88

@ LIMPIEZA.- Que consistid en lavar la fruta para eliminar impurezas

como tierra, y cualquier materia extrafia presente en la misma.

J2l APELADO

@ PELADO Y CORTADO.- |a fruta lavada, se peld y cort6 para facilitar
la extraccion del jugo en su mayor proporcién sin que pueda afectar la

parte de los aceites esenciales presentes en la ciscara de la fruta.
I3l AEXTRACCION

@ EXTRACCION.- |a fruta fue exprimida obteniéndose de esta forma el

zumo contenido.
J4l AFILTRADO

@ FILTRADO.- El zumo se filtr6 para eliminar los soélidos en
suspension que den mal aspecto al producto y para eliminar restos de
particulas extrafias que pudiera contener el zumo. En esta parte del
proceso se realiz0 el control de pH, acidez, °Brix, para controlar la
calidad del producto y corregirlos si es necesario. En este momento se
extrajo una muestra en la cual se realizaron los andlisis de &cido
ascorbico y conteo total de bacterias en unidades formadoras de colonia
(UFC) y numero de levaduras iniciales del zumo de naranja.

15l AcCALENTAMIENTO
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@ CALENTAMIENTO.- En esta parte se procedio a calentar el zumo
hasta 60 °C antes de que sea envasado logrando con esto que la
penetracion del calor en el zumo envasado, una vez que se encuentre

en la pasteurizacion sea lo mas rapido posible.
Jel AENVASADO

@ ENVASADO.- inmediatamente adicionado los ingredientes se
procedié a un batido vigoroso (si ha sido necesario para regular la
relacion soélidos solubles y acidez titulable), permitiendo que los mismos

se encuentren de manera uniforme formando parte del producto final.

@ A PASTEURIZADO

@ PASTEURIZADO el jugo envasado se calentd en bafio maria a
temperaturas y tiempos que se establecieron para la investigacion,

utilizando los factores mencionados en el disefio metodoldgico

A ENFRIAMIENTO

ENFRIAMIENTO.- cumplida la pasterizacion, el producto se enfrio y

de esta manera poder realizar los analisis posteriores en el laboratorio

Jol  AANALIsIS

@ ANALISIS.- realizamos los andlisis de conteo total de bacterias,

acido ascorbico en mg/l y el nimero de levaduras por cada ml.
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ALMACENAMIENTO.- una vez que se realizaron los analisis al zumo,
se procedio a almacenar las muestras obtenidas para probar la estabilidad

del producto.

06.04.- CARACTERIZACION Y ANALISIS DEL ZUMO DE
NARANJA

La caracterizacion y andlisis del zumo de naranja se la realiz6 con el
objetivo de comprobar si el mismo cumple con las especificaciones de la
norma INEN 437 antes y después de aplicar los tratamientos térmicos
estudiados, de tal forma que segun los andlisis se pueda determinar cual
tratamiento es el mejor en cuanto a calidad y a concentracion de vitamina
“C”. Se le realizara el analisis de solidos solubles (expresados en °Brix a
20°C), pH (por medio del potenciémetro), acidez titulable, acido ascorbico
con el equipo RQ flex, (Merck, Alemania) (ver especificacion de la norma
INEN 437 para el jugo de naranja), unidades formadoras de colonias

(UFC), numero de levaduras y mohos por ml.

06.05.- DESCRIPCION DE LAS TECNICAS EN LA
CARACTERIZACION Y ANALISIS DEL ZUMO DE NARANJA

06.05.01.- SOLIDOS SOLUBLES (°BRIX)

Es el porcentaje en peso de azucares expresados en sacarosa en g/100g
de muestra a 20°C

Una vez que el zumo esta a 20°C, se toma una pequefia muestra en gotas
y se la coloca en el refractometro, se tapa y se observa por el lente del
refractometro el indice de refraccion. Hay que tener presente que cada
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fruta posee su propia concentracion de solidos solubles; para nuestro caso

el zumo de naranja tuvo un Brix de 11.

06.05.02.- PH (METODO DEL POTENCIOMETRO)

FUNDAMENTO

Para la determinacion en el potenciometro, este debe estar estandarizado
para compensar diferencias de potencial de un sistema de electrodos, por
inmersion en un Buffer conocido, lo mas cercano al pH de la muestra. En la
determinacién del pH, hay que tener presente la temperatura tanto del
Buffer como de la solucibn muestra; puesto que el pH de una solucion
cambia con la temperatura, en consecuencia, debe permitirse que ambos

tomen la misma temperatura.

EQUIPO
Potenciometro provisto de un electrodo patron de calomel y un electrodo

de vidrio

REACTIVOS
Soluciones Buffer pH 4, 7y 10

TECNICA DE DETERMINACION
Para nuestro caso por tratarse de una muestra liquida, se determina

directamente

MANEJO DEL APARATO

Limpiar los electrodos con agua destilada y secar; introducir los electrodos
en la solucion de Buffer mas cercano al pH de la muestra. Estandarice su

aparato, saque los electrodos, enjuague una vez. Séquelos, introduzca los



92

electrodos en la solucion muestra, determinese la temperatura y léase el
pH

Nota: para la calibracion del potenciémetro, debe estandarizarse previamente con Buffers 4,7 y 10.

06.05.03.- ACIDEZ TOTAL

La acidez determina el estado de conservacion de un producto alimenticio.
Un proceso de descomposicién por hidrdlisis, oxidacién o fermentacion,
altera casi siempre la concentracion hidrogenionica. La acidez valorable
total se determina (casi siempre) con hidroxido de sodio 0.1 N e indicador

fenolftaleina.

La acidez de los productos alimenticios, cuando se trata de alimentos como
harinas, fideos, pan, galletas, avena, cereales, etc., se expresa en ml % de
solucién normal. Su acidez se debe, a la presencia de fosfatos acidos y
pequefias cantidades de acidos organicos, sobre todo el lactico. La acidez,
aumenta por accion microbiana, por lo cual su determinacion nos da una

indicacion sobre el estado de conservacion del producto.

Para otros tipos de alimentos como: leche, el resultado se expresa en
acido lactico; en los vinos y vinagres, se expresa en acido acético; en los
aceites y grasas, en acido oleico, en la mayor parte de las frutas, como

acido citrico; en las manzanas como acido malico.

FUNDAMENTO

Titulacion con solucién valorada de hidroxido de sodio 0.1 N frente a
fenolftaleina como indicador hasta un color rosado, que persista durante 30

segundos
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TECNICA

Para alimentos como: jugos de frutas, vinagres, bebidas, gaseosas, etc., se
mide 1-2 ml de muestra con una pipeta volumétrica; dentro de un
erlenmeyer de 250ml, se adiciona 50ml de agua libre CO, medidos en un
cilindro; se agita hasta disolucion total (filtre si fuera necesario), afiada 2 a
3 gotas de indicador fenolftaleina y titule con solucion de NaOH 0.1 N hasta

coloracion rosada.

06.05.04.- DETERMINACION DE VITAMINA “C” POR EL
METODO DE TITULACION

METODO

El contenido del acido ascérbico en las frutas y las legumbres se puede
estimar macerando la muestra, mecanicamente de preferencia, con
agentes estabilizadores como el &cido metafosférico, el acido
tricloroacético al 5 %, y titulando el decantado o extracto filtrado con 2-6
Diclorofenolindofenol. El siguiente procedimiento se basa en el método de
referencia de la AOAC 18th 967.21

TECNICA POR TITULACION

SOLUCION DE EXTRACCION. Disuélvase 15g de acido fosférico en 40ml

de acido acético y 200ml de agua. Diliyase hasta 500ml y filtrese.

SOLUCION ESTANDAR. Disuélvase 0.05¢g de acido ascérbico en 45ml de la
solucion de extraccion y dilidyase hasta 50ml. Preparese la muestra

previamente.
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SOLUCION ESTANDAR DE INDOFENOL. Disuélvanse agitdndose 0.05g de
2,6- Diclorofenolindofenol (sal sddica) en 50ml de agua que contenga
42mg de bicarbonato de sodio. Dilibyase a 200ml con agua. Filtrese.
Estandaricese por titulacion contra 2ml de solucion estandar de acido

ascorbico anadidos a 5ml de la solucién de extraccion.

INDICADOR. Disuélvase 0.1g de azul de timol en 10.75ml de solucion de
hidroxido de sodio 0.02N, diluya a 250ml con agua.

Agitese perfectamente el jugo o prepare la muestra mediante maceracion
con una cantidad adecuada de agua. A 50-100ml de la muestra preparada,
agréguese un volumen igual de la soluciébn de extraccion, mézclese y
filtrese rapidamente. Titllese una alicuota que contenga aproximadamente
2mg de acido ascorbico con solucién estandar de indofenol y corrijase para

el testigo usando una cantidad equivalente de la solucion de extraccion.

También es aplicable el siguiente procedimiento:

VALORACION DEL 2,6-DICLOROINDOFENOL. Se prepara una solucién
estandar de acido ascorbico (Img/ml). Transferir alicuota de 2ml a matraz
Erlenmeyer, agregando 5ml de solucion acido metafosforico-acido acético
(solucién extractora). Titular rdpidamente con 2,6-dicloroindofenol en una
bureta de 50ml, hasta que se observe la apariciéon de un tono rosa ligero.
Titular un blanco compuesto por 7ml de la solucion extractora mas el
volumen gastado en la titulacién del estandar en agua, y titular con 2,6-
dicloroindofenol, hasta el tono rosa. Todo esto se hace por triplicado. El
valor obtenido del estandar se resta el del blanco, y la concentracion de
indofenol se expresa como mg. de acido ascérbico equivalentes a 1ml de

indofenol.

DETERMINACION DE ACIDO ASCORBICO EN LA MUESTRA. Adicionar a la
muestra su misma cantidad en solucion extractora y mezclar bien. Se filtra

con un embudo y papel filtro. Se toma una alicuota de 2ml del filtrado méas



95

5ml de acido metafosférico-acético en un matraz Erlenmeyer, y se titula
con el indofenol hasta el vire rosa. Realizar por triplicado. ElI volumen
registrado de titulacion se le resta el gastado en el blanco. Se determina el

acido ascorbico:

Volumen titulacion muestra

mg. de ac. Ascorbico =

Volumen titulacién estandar

06.05.05 CONTEO INDIRECTO DE BACTERIAS (CONTEO TOTAL)

1. FUNDAMENTO

El conteo indirecto de bacterias se denomina asi debido a que no se
cuenta directamente los microorganismos, sino sus colonias. Se basa en el
hecho de que, por regla general, cada colonia se origina de un solo
microorganismo, y al contar las colonias podemos considerar que estamos
contando los microorganismos que las originaron; ellos se encontraron en

el sustrato sembrado y por tanto son los que nos interesan.

No debe confundirse la cantidad de microorganismos que posee una
colonia con la cantidad que la origina; una colonia puede estar formada por
miles y millones de microorganismos, pero la origina solamente uno o
varios de ellos, muy pocos. De esta forma, contamos indirectamente los
microorganismos existentes en determinado material. Este tipo de conteo
es aplicable no s6lo a productos en conserva, sino a cualquier tipo de

material en el cual se quiera determinar el conteo microbiano.

2. SIEMBRA PARA CONTEO

La siembra para conteo se puede efectuar de varias formas, pero la mas
utilizada y de la que nos ocuparemos, es la siembra de diluciones que se

realiza en pasar, a las cajas de Petri.
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3. MATERIALES NECESARIOS

e Tubos vacios taponeados y estériles.

e Pipetas de 1y 10ml, estériles.

e Frasco con solucion fisioldgica estéril

e Erlenmeyer con agar para conteo total estéril.

e Conserva cerrada no esterilizada.

e Abridor microbioldgico de latas y pomos.

e Quemador tipo Bunsen.

e Alcohol para quemar.

e Becker.

e Pinza microbiolégica.

e Solucion desinfectante (fenol al 5%)

e Jabon o detergente.

e Cepillo o hisopo.

e Bafio Maria de temperatura regulable.

e Incubadora de temperatura regulable, de 30 y 50 °C,
respectivamente.

e Lapiz cristalografico.

4. TECNICA OPERATORIA

SEPARACION DE LA MUESTRA

1. Agitamos fuertemente la conserva.
2. Lavamos la lata o el pomo con jabon o detergente, frotandola con el

cepillo o hisopo, y enjuaguela con agua abundante.
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3. Trasladamos al cuarto de siembra o puesto de trabajo donde se

realizara la siembra.

ABERTURA ASEPTICA

1. frote alcohol sobre la superficie de la taza, valiéndose para ello del
algoddn y la pinza microbioldgica.

2. Encienda el alcohol de la superficie y déjelo combustionar, pasando el
algoddn encendido varias veces por la superficie de la tapa.

3. esterilice el abridor microbiolégico introduciéndolo en alcohol y
pasandolo, posteriormente, por la llama del quemador.

4. haga la abertura tratando de que sea en el mismo centro de la tapa y lo
mas pequefia posible.

5. PREPARACION DE LAS DILUCIONES

Las diluciones que se preparan con el material pueden ser arbitrarias o
exactas. Las diluciones arbitrarias son aquellas en las cuales se diluyen sin
tener en cuenta la cantidad de veces que se ha hecho. En las diluciones
exactas, por el contrario, se tiene muy en cuenta la cantidad de veces que

se diluye.

Para el conteo no pueden utilizarse diluciones arbitrarias, ya que esto haria
imposible determinar posteriormente el nUmero de microorganismos; se
impone, por tanto, el uso de diluciones exactas. Estas son muy variadas;
se puede diluir un producto dos, cinco, diez, veinticinco veces, y en todos
los casos la dilucién es exacta por conocer el numero de veces que se ha
diluido; pero se prefiere las diluciones decimales por ser las mas operativas
y de mas facil manejo para los calculos. Las diluciones decimales son

aquellas en que se diluye el producto de forma seriada de diez.
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Los pasos para las diluciones son los siguientes:

1. Tome 10ml de la muestra con ayuda de una pipeta si el material es
liquido o0 10g con ayuda de una espatula y una balanza, si es solido.
Viéertalos en un Erlenmeyer o un frasco que contenga 90 ml de
solucion fisiologica estéril: Agite la mezcla hasta obtener una
suspension uniforme. De este modo el producto se ha diluido 10

veces y se ha obtenido una dilucion 1:10.

2. Con una pipeta estéril y de manera aséptica, vierta en cada uno de

los tubos vacios estéril 9 ml solucion fisiolégica estéril.

3. Tome 1ml de la solucién 1:10 y viértalo en el primer tubo con 9 ml
de solucion fisioldgica. Agitelo fuertemente entre las palmas de las
manos hasta obtener una suspension homogénea. De esta forma se
ha preparada la dilucion 1:100.

Esto se debe a que al tomar 1ml de la dilucion 1:10, se ha tomado
0.1 de la muestra, que diluido en 10ml de dilucion total, equivale a

diluir 1 ml de la muestra en 99ml de solucion fisiologica.

4. Tome 1ml de la dilucién 1:100 y viértalo en el segundo tubo con 9 ml
de solucion fisioldgica. Agitelo fuertemente entre las palmas de las
manos hasta obtener una suspension uniforme y habra obtenido una
dilucién 1:1000.
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6. REALIZACION DE LA SIEMBRA

1. Descubra las placas estériles del papel que las recubre y déjelas

junto al quemador encendido.

2. Vierta 1ml de la ultima dilucién en una placa estéril vacia, usando
para ello una pipeta estéril: después vierta uno de la penultima en
otra placa y proceda asi sucesivamente hasta que todas las
diluciones estén vertidas en placas. No es obligatorio empezar por la
altima dilucién si se cuenta con una pipeta para verter cada una de
ellas; pero si no es asi, debe hacerse en este orden rigurosamente,

de lo contrario se afectaria la exactitud del conteo.

3. Tome del bafio Maria un erlenmeyer con agar para conteo total
TPCA: total plate count agar, licuado y enfriado hasta 318 °K (45 °C)
aproximadamente y vierta en cada una de las placas sembradas con
dilucion, unos 15ml aproximadamente. Agite inmediatamente cada
una de las placas con un movimiento de rotacion suave sobre la
superficie de la mesa de trabajo para lograr la dispersiéon del

material sembrado en el agar.

4. Deje las placas en esa posicion hasta que se enfrie y se solidifique

el agar.

7.ROTULACION

Consiste en marcar las placas, los tubos o cualquier otro objeto que se
vaya a colocar en la incubadora, con las sefias necesarias para poderlo
reconocer sin que se produzcan confusiones. En nuestro caso debe
escribirse en las placas el grupo y el numero del alumno, asi como la

dilucion sembrada en cada una de ellas.
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8. INCUBACION

Coloque las placas en una incubadora a una temperatura de 303 a 308 °K
(30 a 35 °C), e igual numero de placas en otra incubadora con 323 a 328
°K (50 a 55°C) y déjalas alli por un tiempo de 24 a 72 H.

9. REALIZACION DEL CONTEO

Pasando el tiempo de incubacién, debe realizarse el conteo en si, que
consiste en contar una a una las colonias de las placas para poder dar el
resultado final, o sea, expresar el contenido microbiano que se encuentra
en el material sembrado. Aunque el método de conteo indirecto de
bacterias es, practicamente, el mas utilizado para el conteo de
microorganismos, no por ello deja de tener un buen numero de

deficiencias, entre las que se encuentra:

1. La imposibilidad de tener un medio de cultivo universal para todos
los microorganismos; no todos los microorganismos existentes en el

material sembrado crecen y forman colonias.

2. Algunas colonias pueden originarse por mas de un
microorganismos, por ejemplo, dos que cayeron unidos al hacer la

siembra.

3. Las grandes diluciones siempre influyen sobre la exactitud del
conteo, debido a que es imposible lograr que la distribucion de los
microorganismos en ellas sea totalmente homogénea y, ademas
porque siempre quedan microorganismos en las pipetas, los tubos,

etc.
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MATERIALES NECESARIOS

e Placas sembradas.
e Lupa o contador de bacterias
e LA&piz o pluma cristalogréfica.

e Solucion desinfectante (fenol al 5%).

TECNICA OPERATORIA

SELECCION DE LA PLACA O LAS PLACAS A CONTAR

Observe las placas sembradas y separen aquellas que sea posible contar.
Se entiende por placas que se puedan contar las que tienen las colonias lo
suficientemente separadas unas de otras como para no cometer el error de

contar dos colonias por una.

Seleccione de ellas la placa que posee (0 en la que sembrd) la menor
dilucion. Se recomienda contar la placa que tenga entre 30 y 300 colonias,
pero da resultado también utilizar para el conteo aquella que posee la
menor dilucién y desde luego, que permita realizar el conteo; con esto se
evita la introduccién de errores a consecuencia del trabajo con grandes
diluciones. En ocasiones, los estudiantes escogen la placa de menor
contenido microbiano o de colonias porque les resulta mas comodo y

debemos alertar que esto puede conducir a grandes errores.

CONTEO

Con ayuda de la lupa o el contador de colonias, cuente una a una todas las
colonias que contiene la placa seleccionada, y marque con el lapiz o la
pluma cristalografica cada una de ellas inmediatamente después de

contada para no incurrir en un error visual.
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CALCULO Y EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Terminado el conteo se realizan los célculos. Consisten en multiplicar el
namero de colonias contadas por el factor de dilucién de la placa que se
conto; es decir, hay que multiplicar las colonias contadas por la cantidad de
veces que se diluyo el producto que se sembr6 en la placa contada. Por
ejemplo, si realizamos el conteo de una placa en la que se sembrd una
dilucion 1:1000 y contamos 250 colonias en toda la placa, entonces:

250 * 1000 = 250000

Este ultimo namero (250000) es el resultado final del conteo. Si la placa
contada tuviera una dilucion 1:10, el factor seria 10; si tuviera una de
1:100, el factor seria 100; etc.

El resultado final del conteo se expresa en nimero de microorganismos o

colonias por cm®, ml 0 g, seguin sea el producto: sélido o liquido.

En este ejemplo anterior el resultado final seria:

250000 microorganismos por g si el producto es sélido, y por cm®o ml si es
liquido; siempre debe aclararse el tipo de producto. Por ejemplo, si
sembramos las diluciones obtenidas de horchata de ajonjoli, contamos la
dilucion 1:10, y se obtienen 177 colonias, el resultado final sera 1770

colonias o microorganismos por ml de horchata de ajonjoli.

Nota: Se permite expresar el numero de colonias para aclarar que el
conteo realizado fue de ellas. Esto no quiere decir que existan esas
colonias, sino que si se hubiera sembrado 1ml o 1 g de producto
directamente sin diluirlo, hubiera crecido esa cantidad de colonias, siempre
que la placa usada fuera lo suficientemente grande como para que

crecieran.



103

06.06.- APLICACION DE LOS TRATAMIENTOS TERMICOS
PRELIMINARES

Se aplicaran los tratamientos térmicos de: 65, 75, 85, 90°C, por 35, 25, 15
y 5 minutos respectivamente, a un zumo de naranja que contenia 10000

UFC inicialmente.

Para los tratamientos térmicos se usara envases de vidrio autoclavados y
el equipo de bafio maria (Merck, Alemania) de precisiobn con temperatura

regulable y termometro incorporado.

El zumo envasado (250ml de zumo para cada envase, previamente
esterilizado en el autoclave), se calentar4 previamente mediante una
hornilla eléctrica, con el fin de alcanzar la temperatura del tratamiento y
una vez obtenida la temperatura, se colocara el envase con zumo de
naranja al bafio maria de precision con temperatura regulable (Merck,
Alemania), para asi mantener constante la temperatura en el tiempo
requerido. Lo mismo se realizara con todos los tratamientos; luego las
muestras seran enfriadas rapidamente y se realizara una siembra de cada
una de ellas en medios de cultivos para conteo total de bacterias (Agar
Nutritivo), levaduras y mohos por ml (Sabouraud) y poder determinar asi el

efecto de pasteurizacion de los distintos tratamientos.

Cabe indicar, que para cada tratamiento, se utilizaran cuatro réplicas con el
fin de verificar la destruccion de gérmenes patdégenos y alterantes
(bacterias, levaduras y hongos) de las propiedades del zumo de naranja, lo
cual nos permitira establecer en que rango de 65 a 100°C (que son
temperaturas de pasterizacion) con sus respectivos tiempos, son las mas

indicadas en el caso de la pasterizacion del zumo de naranja.
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06.07.- VIDA UTIL Y CALIDAD DEL ZUMO DE NARANJA
LUEGO DE LOS TRATAMIENTOS TERMICOS
PRELIMINARES

A través del tiempo se mantendran las muestras, (en las que se aplicaron
los tratamientos térmicos preliminares), a temperatura ambiente (25 °C),
para de esta forma estudiar los efectos del tratamiento térmico, y de igual
forma estudiar la conservacion del zumo o cambios indeseables u
organolépticos que ocurrieren en el almacenamiento del producto, de tal
forma que se conozca cual de los tratamientos es mejor en relacién a la

estabilidad de la vida util del zumo de naranja.

06.08.- DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE
VITAMINA C EN DEPENDENCIA A LOS TRATAMIENTOS
TERMICOS EN ESTUDIO

Una vez aplicado los tratamientos térmicos preliminares que fueron
confrontdndose con lo analizado en los textos, fuimos definiendo las
temperaturas y tiempos Optimos de pasterizacion que empleamos en

nuestra investigacion (ver cuadro de factores y variables).

Pudimos establecer que dichos tratamientos Optimos, se encontraban en
temperaturas mayores de 90°C, con tiempos relativamente cortos, donde
garantizamos la destruccion de microorganismos e inhibicion de la
pectinasa, (kimball, 1999) principal causante del deterioro del zumo de
naranja cuando las temperaturas de pasterizacion son menores a 90°C. No
obstante, la concentracion de vitamina C estara afectada por dichos
tratamientos con temperaturas mayores a 90°C; sin embargo, es la base

de nuestro estudio para prolongar la vida atil del zumo de naranja.
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Sin embargo, se aplicard el tratamiento de 75 °C por 12 minutos y su
tratamiento correspondiente de 85°C a 6 min; que segun (Ulgen y Ozilgen,
1993) manifiestan que es la pasteurizacion 6ptima en el zumo de naranja a
pH 2.7 (el zumo en nuestro estudio tendr4d un pH 3 para todos los
tratamientos). Asi mismo el tratamiento de 95°C por 2.2 minutos que es la
temperatura para eliminar bacillus acidoterrestris y ascosporas de
Byssochlamys Fulva y B. nivea, microrganismos mas termorresistentes en
zumo de naranja. Finalmente se estudiara el efecto del tratamiento de 90°C
por 5 minutos que corresponde al tratamiento preliminar con mejores
resultados en cuanto a la conservacion del zumo. Cabe destacar que
después de los tratamientos térmicos serd enfriado rdpidamente el zumo

para evitar errores en la determinacion de la concentracion de vitamina “C”.

06.09.- INSTRUMENTOS

06.09.01. MATERIALES

e Envases de vidrio de 500 ml

e Pipetasde 1y 10 ml

e Cajas Petri

e Espatula

e Asa de platino

e Zumo de naranja

e Tubos vacios taponados y estériles

e Frascos con solucidn fisiol6gica estériles
e Erlenmeyer con agar para conteo total estéril.
e Quemador tipo Bunsen.

e Alcohol para quemar

e Becker

e Pinza microbioldgica

e Solucion desinfectante (Fenol al 5%)

e Cepillo o hisopo

e Jabon o detergente



106

e Lapiz cristalografico

e Contador de bacterias

06.09.02. EQUIPOS

e Incubadora de temperatura regulable de 30 y 50°C.
e Hornilla eléctrica

¢ Reflectometro RQ flex Merck

e Varillas de prueba de acido ascorbico

e TermoOmetro digital y equipo de lectura

e Bafo Maria de temperatura regulable, (Merck, Alemania)
e CronOmetro

e Equipo soxhlet

e Digestor de fibra

e Mufla

e Refractometro

e Equipo para titulacion de acidez

e Cintas indicadoras de pH

06.10. RECURSOS

06.10.01. HUMANOS

Estudiantes de la carrera de Ingenieria Agroindustrial (Luis
Velasquez y Ramén Cevallos).
Asistente de laboratorio de Quimica, Bromatologia y Microbiologia.

Tutor de la tesis.
06.10.02. INSTITUCIONAL
Laboratorios de la Escuela Superior Politécnica Agropecuaria de Manabi

(E.S.P.A.M)
Laboratorios “A.V.V.E” S.A. Guayaquil-Ecuador.
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CAPITULO VII
07.00. RESULTADOS Y DISCUSION



108

07.01.- CARACTERIZACION Y ANALISIS DEL ZUMO DE
NARANJA

Para la caracterizacién del zumo de naranja se tomaron varias muestras de
zumo Yy por triplicado se le determind los parametros de calidad para de

esta forma comprobar si la muestra cumple con la Norma INEN 437.

Muestra de naranjas maduras (1) Muestras de naranjas maduras (2)
pH=4 pH=4

°Brix = 12.6 °Brix =14.8

P20°c = 1.053 P20°c = 1.1588

% acidez = 0.60 % % acidez = 0.54 %

% Humedad = 86.88 % Humedad = 86.84
Fibra = 1g Fibra = 1g

Grasa =0.1g Grasa =0.1g

Proteina = 1g Proteina = 1g
Vitamina C = 64 mg Vitamina C = 65 mg

TABLA 07.04.- Concentracion de vitamina “C” en el zumo de naranja

Muestra Ac. Ascorbico mg/100ml
b3.5
b4.,7
b5 .5
b5 4
b4 o
b5 o

furmo inicial

La naranja de nuestra zona tiene una concentracion media en cuanto a la
concentracion de vitamina “C” de 65 mg/100ml (la concentracibn maxima
en el zumo de naranja es de 80 mg/100ml) cuando mas madura la fruta
mayor cantidad de azucares presenta, esto se ve reflejado en los °Brix (12-
14 °Brix), que influye en la acidez disminuyéndola cuando existe una mayor
cantidad. En cuanto a la densidad p20°C del zumo esta por encima de lo
requerido en la norma INEN 437 que establece el minimo requerido en

1.040 mientras que en el zumo de naranja criolla presenta 1.053 a 1.1588,
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esto es debido nuevamente a la cantidad de azlcares presente en la fruta,
lo cual nos indica que la fruta deberia ser procesada una vez madura. El
unico inconveniente seria el de regular el pH adicionandole una pequeia
cantidad de acido citrico, en caso de no tener un pH 3 (aunque la norma
INEN permite hasta 4) para un mejor procesamiento y conservacion del
zumo. Con respecto a todos los parametros que se han mencionado (pH,
acidez, densidad p20°C, °Brix) existe variaciones de la naranja criolla de
nuestra zona, dependiendo de muchos factores como el estado de
madurez de la fruta, posicion en el arbol, tamafio, estado de nutricion del

arbol, manejo poscosecha, etc. (Kefford, 1959)

CONTENIDO NUTRICIONAL DEL ZUMO DE NARANJA

Tamano de la racion 100ml
I

Calorias 50 V.D. en %#¥*

Grasa 0.1g 0.15%

Fibralg 4%

Carbohidratos 12 g 4%

Proteinalg 2%

Vitamina C 65 mg 70%

Valores de una dieta de 2000 Calorias

*Porcentaje de valores diarios de los nutrientes del zumo de naranja segin la
FDA
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07.02.- APLICACION DE LOS TRATAMIENTOS TERMICOS
PRELIMINARES

Una vez obtenido el zumo de naranja y controlando en que se encuentre el
pH 3 y medidos los °Brix se procedio a determinar la cantidad total de
bacterias y levaduras y mohos a través de siembras en medios de cultivos
adecuados (Agar nutritivo para conteo total de bacterias y Sabouraud para
el numero de levaduras por ml de zumo) que luego fueron incubadas para
su posterior conteo. Se realizaron dos andlisis al zumo inicial, el primer
analisis se lo efectud inmediatamente (una vez que se extrajo el zumo de
naranja) el segundo analisis se lo realiz6 a las 4 horas, de lo que

obtuvimos los siguientes resultados:

TABLA 07.04.- Andlisis microbiolégicos efectuados después de la extraccion del

ZUmo
Tiempo 292" NUIritivo Sabouraud
P UFC UFC levaduras
0 Horas 0 0
4 Horas 70000 29600 |

Luego se procedié a envasar el zumo (1litro) en 4 muestras de 250ml cada
una, las que eran sometidas a los distintos tratamientos 65, 75, 85, 90°C,
por 35, 25, 15 y 5 minutos respectivamente (esto se lo realizé 4 veces
consecutivas hasta completar todo los tratamientos). Después del
tratamiento térmico respectivo se enfriaron cada una de las muestra a 25
°C e inmediatamente se sembraron en los medios de cultivos adecuados
(Agar Nutritivo para conteo total de bacterias y Sabouraud para el numero
de levadura por ml), se incubaron las muestras y finalmente se realizo el

conteo, de lo cual se expresa los siguientes resultados:



TABLA 07.05.- Anélisis microbioldgicos del primer tratamiento preliminar

65°C por 35 min

Agar nutritivo

Sabouraud

UFC UFC levaduras
Replica 1 0 0
Replica 2 0 0
Replica 3 0 0

TABLA 07.06.- Analisis microbioldgicos del segundo tratamiento preliminar

75°C por 25 min

Agar nutritivo

Sabouraud

UFC UFC levadura
Replica 1 0 0
Replica 2 0 0
Replica 3 0 0

TABLA 07.07.- Analisis microbioldgicos del tercer tratamiento preliminar

85°C por 15 min

Agar nutritivo

Sabouraud

UFC UFC levadura
Replica 1 0 0
Replica 2 0 0
Replica 3 0 0
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TABLA 07.08.- Analisis microbioldgicos del cuarto tratamiento preliminar

90°C por 5 min Agar nutritivo Sabouraud
UFC UFC levadura
Replica 1 0 0
Replica 2 0 0
Replica 3 0 0

07.03.- VIDA UTIL Y CALIDAD DEL ZUMO DE NARANJA
LUEGO DE LOS TRATAMIENTOS TERMICOS
PRELIMINARES

Las muestras de los tratamientos preliminares se mantuvieron a
temperatura ambiente y en los siguientes dias presentaron cambios no
previstos lo que se expone a continuacién: Se realizaron 4 tratamientos
(65°C por 35 minutos, 75°C por 25 minutos, 85°C por 15 minutos y 90°C
por 3 minutos), con 3 réplicas para cada tratamiento. Los zumos sin
tratamiento (inicial) no presentaron cambios de color a los 4 dias. Los
tratamientos de 65°C a 35 min., 75°C a 25 min., 85°C a 15 min.,
presentaron un color oscuro a los 4 dias. Pero las réplicas de tratamiento
de 90°C a 5 min. a los 4 dias, tampoco presentaron cambios de color,
teniendo un color parecido al del zumo inicial. Se analizaron las réplica de
los distintos tratamientos en que presentaron cambios de color, para
comprobar si en estas muestras existen microorganismos alterantes. Se
tomd una réplica de cada tratamiento y se analizé bacterias totales en UFC
y UFC levaduras por cada ml. con los medios de cultivos Agar nutritivo y
Sabouraud respectivamente. Los resultados obtenidos fueron de O
bacterias y 0 levaduras para todas las réplicas, lo que nos lleva a
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considerar que se ha originado una desnaturalizacién de los componentes
del alimento.

El tratamiento de 90°C a 5 minutos fue el Unico que no presenté cambios
de color lo que nos lleva a corroborar la literatura acerca del tratamiento
térmico en los alimentos que se prefieren temperaturas altas y cortos
tiempos puesto que al mismo tiempo de matar a los microorganismos
patdégenos no destruye los otros componentes del alimento, no asi las
temperaturas bajas y largos tiempos que al eliminar los microorganismos
patdbgenos también van desnaturalizando componentes constituyentes

iniciales.

A los 25 dias en las réplicas de los tratamientos de 65°C por 35 minutos y
75°C a 25 minutos presentaron crecimiento de microorganismos alterantes
(debido a que una vez que se desnaturalizan los componentes del zumo
pierde las caracteristicas iniciales, permitiendo el crecimiento de
microorganismos que en otras circunstancias no las lograria), sin embargo
en las muestras de 85°C por 15 minutos y 90°C por 5 minutos no hubo
crecimiento de microflora. La muestra de 85°C por 15 minutos a los 25 dias
presentaba un color totalmente oscuro (asi como las replicas de 65°C vy
75°C), la muestra de 90°C por 5 minutos se volvié ligeramente opaca. (Ver
anexo 24y 25)

La vida util del zumo de naranja pasteurizado almacenado sin refrigeracion
esta por los 25 dias aproximadamente, cabe destacar que la degradacion
del acido ascorbico y azlcares presentes en el zumo son determinantes en
la aceptacion del producto puesto que las reacciones de degradacion de
estos constituyentes del alimento influyen en el color del zumo. En
tratamientos térmicos deficientes menores a 85°C con zumo de naranja
con pH 3 y un posterior almacenamiento sin refrigeracion es posible el
crecimiento de levaduras y mohos asi como de actividad enzimatica
positiva.

La vida util del zumo de naranja se podria prolongar si es almacenado bajo

refrigeracion, ya que a temperaturas menores a 20°C se reduce
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considerablemente la velocidad de degradacion del acido ascorbico y
degradacion de elementos constitutivos del color del zumo. Cabe destacar
gue a temperaturas de refrigeracion no se desarrollan los microorganismos
mas termorresistentes (aunque no patdégenos alteran la calidad en el zumo)

como son el bacillus acidoterrestris, Bacillus subtilis, Bacillus pumilus.

07.04.- DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE
VITAMINA C EN DEPENDENCIA A LOS TRATAMIENTOS
TERMICOS EN ESTUDIO

Se realizaron las muestras con los distintos tratamientos térmicos en el
laboratorio de microbiologia de la Escuela Superior Politécnica
Agropecuaria de Manabi, las que comprendian los tratamientos de 75°C
por 12 minutos, 85°C por 6 minutos, 90°C por 5 minutos y 95°C por 2.2
minutos. La determinacién de la concentracion de la vitamina “C” de las
distintas réplicas se los realiz6 en el laboratorio de andlisis de alimentos
A.V.V.E acreditado bajo la norma ISO/IEC 17025 y acreditados
internacionalmente por el A2LA, y acreditados por el Organismo de
Acreditacion Ecuatoriano OAE, para otorgar el informe técnico previo a la
obtencién del registro y licencia sanitaria. El método de referencia utilizado
es el de la AOAC 18th 967.21 para la determinacion de la vitamina “C”. Los
resultados estan expresados en ppm. 0 mg/Kg. para nuestra investigacion
transformamos los datos a mg/100ml. Las condiciones de la muestra
fueron cuidadosamente controladas por consiguiente se utilizaron envases
de vidrio con una lamina de aluminio con una cantidad de 150ml de zumo
de naranja bajo refrigeracién. Las condiciones ambientales en el analisis
fueron medidas, con una temperatura de 25°C-28°C y una humedad
relativa de 45%-65%. A continuacion se exponen los resultados obtenidos
de la concentracion de vitamina”C” de las distintas muestras de zumo de

naranja en que se aplicaron los tratamientos térmicos.



TABLA 07.09.- concentracion de vitamina “C” de los distintos tratamientos

Tratamiento

Var. Dep

Temperatura| Tiempo

Vit C mg/Kg

75°C a 12 min

59,79

55,50

56,50

58,50

54,50

00,0U

852C a 6 min

54,10

58,70

54,80

55,00

57,00

99,30

90°C a5 min

52,55

49,70

52,00

53,40

48,50

50,70

95°C a 2,2 min

54,53

49,20

55,50

53,50

50,30

OO BR|WINFPIO|OBWINRIO|O R WIN|FR OO WIS

48,10

115



116

07.05.- ANALISIS DE LOS RESULTADOS EN LA
CONCENTRACION DE VITAMINA “C” DE LOS
TRATAMIENTOS EN ESTUDIO

Con los datos obtenidos de la concentracion de vitamina “C” en el zumo de
naranja criolla el cual fue sometido a distintos tratamientos térmicos
(T1=75°C a 12 min., T2=85°C a 6min, T3= 90°C a 5min, T4= 95°C a 2.2
min.) se realiz6 el ANOVA el cual muestra que entre los grupos existen
diferencias significativas para (p<0.05), ver tabla 14. Asi mismo se efectuo
una prueba de medias de Tukey al 5% de probabilidad; con ello
encontramos que los tratamientos se agrupan en dos categorias 0 rangos
estadisticos. En la primera categoria se encuentran los tratamientos 1y 2
(T1=75°C a 12 min., T2=85°C a 6 min.), los cuales muestran las medias
con mayor contenido de vitamina “C”. El tratamiento 1 tuvo la mayor
concentracion de vitamina “C” con una media de 56,86 mg/100ml y con
una desviacion estandar de 1,92. El tratamiento 2 presentdé una media de
vitamina “C” de 56,48 mg/100ml con una desviacién estandar de 2,18. Ver
tabla 07.15.

En la segunda categoria se encuentran los tratamientos 3 y 4 (T3=90°C a
5 min., T4= 95°C a 2.2 min.). El tratamiento 3 fue el que tuvo la
concentracion de vitamina “C” mas baja con una media de 51,14 mg/100ml
y una desviacién estandar de 1,84. El tratamiento 4 tuvo una concentracion
mayor que la del tratamiento 3; con una media de 51,85 mg/100ml y una

desviacion estandar de 3,05. Ver tabla 07.15.
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TABLA 07.14.- ANOVA de los tratamientos térmicos sobre la concentracion de vitamina “C” en el

zumo de naranja.

witc

2um of

Sguares df Mean Sguare F gig.
Between Graups 162,755 3 a4,252 10,23 aan
Within Groups 106,049 20 h,302
Tatal 268 803 23

TABLA 07.15.-Comparacion de los tratamiento en la concentracion de vitamina “C” en mg/100ml del

Zumo de naranja
] Conc. Vit"C"
Tratamientos
Media desv. Stdr
1 ob ok 1592 a
2 ob 48 2158 a
3 21,14 184 b
4 a1 85 a5 b

a, b, letras iguales no difieren estadisticamente segun Tukey al 5% de probabilidades

En todos los tratamientos hubo pérdida o disminucion de vitamina “C”

como muestran los gréaficos (1 y 2). Se puede apreciar que el tratamiento 1

y 2 corresponden a la misma categoria puesto que no existen diferencias

significativas entre ellos, asi mismo con los tratamientos 3 y 4 los cuales no

presentan diferencias significativas entre si. El zumo de naranja tuvo una

concentracion inicial de 65 mg/100ml; con relacién a esta concentracién el

tratamiento 1 tuvo el mayor porcentaje de retencion con el 87,47% seguido

del tratamiento 2 con el 86,89%, el tratamiento 3 presenté la menor

concentracion de Acido ascérbico con un porcentaje de retencion del

78,67% y finalmente el tratamiento 4 con una retencion del 79,76%.
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GRAFICO 07.09.-Efecto de los tratamientos térmicos sobre la concentracion de vitamina “C” en el

zumo de naranja
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GRAFICO 07.10.- Efecto de los tratamientos sobre la concentracion de vitamina “C”.
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07.06.- DISCUSION DE LOS RESULTADOS

En todos los tratamientos aplicados al zumo de naranja hubo pérdidas de
Acido ascorbico debido a que el efecto de la temperatura a través del
tiempo es el principal causante de la reaccion de degradacion de la
vitamina “C” ya que esta es sensible al calor. De todos los tratamientos
aplicados el que tuvo mayor porcentaje de retencion fue el tratamiento 1
(75°C a 12 min.) con 87,47%; es decir, 56,86mg/100ml (en relacién al
zumo inicial que contenia 65mg/100ml), lo que coincide con lo manifestado
por (Ulgen y Ozilgen, 1993) que esta pasteurizacion es optima en la cual
se pierden pequefias cantidades de agua y componentes del sabor, que a
menudo se restituyen tras la pasteurizacion para recuperar la
concentracion y sabor originales del zumo. Esto es debido a que esta
temperatura de pasteurizacion (75°C) es suave con un tiempo
relativamente corto (12 min.) la cual no tiene un efecto muy drastico sobre
los componentes del zumo lo que permite conservar en mayor cantidad la
vitamina “C”, sin embargo este tratamiento no garantiza la destruccion de
los microorganismos mas termorresistentes, esto quiere decir que si se
quiere aplicar este tratamiento tendr4d que procesarse el zumo en
ambientes asépticos en los cuales no existan grandes riesgos de

contaminacion.

Segun nuestra investigacion las temperaturas de 90°C en adelante, han
demostrado un efecto de pasterizacién favorable en la destruccién de
microorganismos termorresistentes asi como de enzimas (Kimball, 1999) y
en cuanto a la vida Gtil y de sus caracteristicas organolépticas; esto es
debido a que cuando se usa una mayor temperatura se aplica un menor
tiempo, el cual es suficiente para la destruccion de los microorganismos
mas termorresistentes, garantizando asi la conservacion del zumo en un
proceso donde se requiere un tratamiento mas efectivo. La temperatura de

95°C por 2,2 minutos tuvo un porcentaje de retencion de 79,76%; es decir,
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51,85mg/100ml, mejor que el tratamiento 3 de 90°C por 5 minutos con una
concentracion de vitamina “C” de 51,14 mg/100ml que equivale a un
porcentaje de retencidn del 78,67%. Esto se explica debido a que a mayor
temperatura menor es el tiempo requerido para producir el mismo efecto de
pasteurizacion permitiendo asi mantener mayores niveles de los
componentes nutricionales y entre ellos la vitamina “C”, lo cual coincide
con la teoria cuando se refiere a la aplicacién de tratamientos térmicos
como es la pasterizacion de zumos de frutas, demostrando asi que es

mejor las temperaturas altas por tiempos cortos (HTST).

Todos los tratamientos cumplieron con la norma INEN 437, que exige una
concentracion minima requerida en el zumo de naranja de 35mg/100ml, o
lo que es lo mismo 350mg/kg. y que por tanto dichos tratamientos estan

por encima de la norma.

En cuanto al aporte a la dosis diaria recomendada de vitamina “C”
(90mg/100ml en el adulto promedio), el zumo de naranja de la variedad
criolla al que se le aplico el tratamiento 1, aporta con 56,86mg/100ml; que
representa al 63% del valor diario recomendado, el tratamiento 2 aporta
con 56,48 mg/100ml; que equivale al 62% del valor diario recomendado, el
tratamiento 3, aporta con 51,14 mg/100ml; dando el 56% de vitamina “C”
en relacién al valor diario recomendado y finalmente el tratamiento 4 el cual
aporta con 51,85 mg/100ml, representando el 57% del diario recomendado.
En el zumo de la naranja criolla de Calceta, sin tratamiento térmico, tuvo
una concentracion inicial de 65mg/100ml, que significa el 70% del valor
diario recomendado de vitamina “C”, sin embargo la aplicacion de los
tratamientos térmicos permiten conservar el zumo de naranja por un mayor
tiempo y con una concentracion elevada de Acido ascorbico como lo exige
la norma INEN 437.
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CAPITULO VIII
08.00. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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08.01.- CONCLUSIONES

El zumo de naranja debe ser almacenado bajo refrigeracion, puesto
gue a temperatura ambiente es mayor la degradacion del acido
ascorbico y azucares presentes en el mismo y por posible presencia
de microorganismos termorresistentes aunque no patdgenos,
pudiendo producir cambios indeseables, que en caso de una
deficiente pasteurizacién podrian ser viables como por ejemplo
bacil |l us g pdrodgod o se desatroflaras a temperatura

menores a 20°C.

Es posible una optimizacién del tratamiento térmico en el zumo de
naranja de variedad criolla puesto que la degradacion de la vitamina
“C” en relacion a los microorganismos viables en el zumo de
naranja indican que la vitamina es mas termorresistente, pudiéndose
eliminar los microorganismos y destruyendo el minimo posible de

vitamina.

El zumo de naranja obtenido antes de los tratamientos estudiados
cumple con la norma INEN 437 que exige 35mg/100ml con respecto
a la concentracion de vitamina “C”, teniendo inicialmente una

concentracion de 65 mg/100ml.

Todos los tratamientos cumplieron con lo que exige la norma en
cuanto a la concentracion de Acido ascorbico, presentando tan sélo
pérdidas generales del 15 al 20% en relacion a la concentracion

inicial del zumo de naranja de variedad criolla.

El tratamiento térmico con mayor retencion de vitamina “C” fue el de
75°C por 12 minutos, con un 87,47% de retencion, con una media
de 56,86 mg/100ml de vitamina “C” y una desviacién estandar de
1,92.
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El tratamiento 4 aun teniendo la temperatura mas elevada (95° a
2.2 minutos) mantuvo una concentracidbn mayor que el tratamiento 3
(90°C a 5 minutos) lo que permite confirmar lo expresado en la
teoria, que es mejor un tratamiento HTST (alta temperatura y corto

tiempo) que un tratamiento bajo por largo tiempo (LTHT)

Tanto el tratamiento 1 (75°C por 12 minutos) como el tratamiento 2
(85°C por 6 minutos) , fueron aquellos que mantuvieron mayor
concentracion de vitamina “C”, sin embargo los tratamientos 3 (90°C
por 5 minutos) y 4 (95°C por 2.2 minutos) garantizan una mayor
efectividad de destruccion de enzimas y microorganismos
termorresistentes indeseables en el producto, asegurando la vida util
del zumo, y cuya concentracion de la vitamina “C” se encuentra
dentro de un rango aceptable en comparacién con los tratamientos 1
y 2. Para que el tratamiento 1 y 2 puedan tener un efecto semejante
a los tratamientos 3 y 4, respecto a la destruccién térmica de
microorganismos y enzimas, se necesitaria un mayor tiempo de
exposicion de pasterizacion. En conclusion, son mejores los
tratamientos térmicos con temperaturas mayores de 90°C en
relacion a todos los parametros de calidad del zumo, debido a que
eliminando los microorganismos y enzimas, conservan también
concentraciones de vitamina “C” cercanas a la del zumo inicial y
dentro de lo establecido por la norma técnica, asi como las
caracteristicas organolépticas garantizando con mayor seguridad su

conservacion.
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08.02.- RECOMENDACIONES

Se podria determinar el efecto del tratamiento térmico en la calidad
del producto como por ejemplo en el color del zumo de naranja

utilizando técnicas de colorimetria.

Aplicar una optimizacion de tratamientos térmicos mediante
temperaturas UHT y célculos a través del andlisis de superficie de
respuesta, asi mismo pudiéndose utilizar optimizacion por los
métodos clasicos experimentales (Ball, Bigelow, método de la

férmula, etc.)

Utilizar pasteurizadores empleados en la produccién de zumo a fin
de determinar el efecto que podria tener en la concentracion de

vitamina “C” al momento de ser procesado industrialmente.

Realizar un analisis sensorial a las muestras de zumo que seran
sometidas a los distintos tratamientos térmicos para determinar cual
de las muestras es mas agradable al consumidor y que se asemeje
a las caracteristicas organolépticas del zumo inicial sin ningun
tratamiento previo, indicando que ese tratamiento ha conservado los
componentes del zumo aunque haya sido sometido a un tratamiento

de pasterizacion.

Impulsar la investigacién en la institucion que permita expandir los
conocimientos en los futuros profesionales que serviran al entorno
social de la provincia, asi mismo como la investigacion de nuevos
productos que podrian ser elaborados a partir de la materia prima
presente en nuestra regién desarrollando el sector productivo y

comercial, que aporten al pais en su desarrollo econémico.
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