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Resumen

El aumento en la demanda de productos vegetales frescos o minimamente procesados,
ha retado a la industria de alimentos a trabajar en avances significativos tendientes al
control efectivo de microorganismos Yy caracteristicas sensoriales indeseables,
consecuencia de diferentes reacciones que causan deterioro en las matrices
alimentarias. Una de las reacciones, asociada a la apariencia del producto, es el
pardeamiento enzimatico originada por la enzima polifenoloxidasa, causante de formar
pigmentos marrones. En el presente trabajo, se evalud el uso potencial del ultrasonido
y su influencia en las caracteristicas fisicoquimicas y microbiolégicas de la pulpa de
aguacate (Persea americana Mill.) variedad Hass, como una alternativa tecnolégica
para su conservacion. Se realizo la caracterizacion fisicoquimica y microbiolégica de la
pulpa de aguacate antes de someterla a cualquier tratamiento de conservacion. Se
evaluo el efecto del ultrasonido, asociado a la frecuencia (kHz) y el tiempo (min) sobre
las variables respuesta: fisicoquimicas y microbiol6gicas, a partir de un disefio factorial
2% con replica al centro. Se realizd un andlisis ANOVA, para determinar diferencias
significativas. A partir del tratamiento de ultrasonido, se presenté disminucion en la
actividad enzimatica a una frecuencia de 25 kHz y 10 minutos de 959 unidades de
actividad enzimatica de PFO del valor éptimo, comparado con el tratamiento de
pasteurizacion. La caracterizacion microbiologica, indica una disminucion en el
recuento de mesoéfilos con una remociéon de 0.36 logioUFCg? con respecto al control,

al emplear la frecuencia de 40 kHz por 5 min. La pasteurizaciéon inhibe totalmente los



recuentos de microorganismos. Se presentaron diferencias significativas entre los
tratamientos (p<0,05). La disminucion, tanto en el recuento de mesofilos, como en la
actividad enzimética de la polifenoloxidasa, permite pensar en el uso potencial de una
tecnologia de conservacién alternativa (ultrasonido), que podria llegar a reemplazar la
aplicacion de altas temperaturas, usadas en algunos métodos de conservacion
convencionales (pasteurizacion), donde se sugiere (para trabajos posteriores), explorar
la aplicacion de las ondas ultrasénicas, en combinacién con métodos quimicos que

conduzca a la obtencién de un alimento seguro para el consumo humano.

PALABRAS CLAVE: ultrasonido, conservacion de alimentos, aguacate,

polifenoloxidasa, pardeamiento enzimatico.



1 Introduccién

El aguacate (Persea americana Mill) ocupa un renglén importante en la economia
colombiana y su produccion se ha incrementado notablemente en los Ultimos afos.
Actualmente Colombia, se ubica en la cuarta posicion en la produccién a nivel mundial
(FAO, 2015), aspecto que hace necesario el establecimiento de una ventaja
competitiva a través de la apropiacion de ofertas tecnoldgicas y el mejoramiento en los
procesos de: manejo agronémico, fitosanitario, cosecha y postcosecha, que garanticen
niveles de diferenciacion en relacion a la calidad del aguacate (Barefio, 2014) vy
permitan encontrar alternativas de comercializacién hacia productos procesados, semi-
procesados y en fresco para consumo nacional y de exportacion.

En esta busqueda de alternativas, la industria procesadora de aguacate, durante la
obtencién de la pulpa, se enfrenta a uno de los principales problemas: el fenémeno de
pardeamiento oxidativo, por accién de enzimas como la polifenoloxidasa (PFO), que
provoca el desarrollo de una coloracién parda que limita la vida comercial y afecta uno
de los principales indicadores de calidad en la pulpa como es el color (Bi, Hemar,
Balaban, & Liao, 2015; Orozco, Prieto, & Diaz, 2012; Rawson et al., 2011; Zhou, Tey,
Bingol, & Bi, 2016). Paralelo a este fenOmeno, se requiere minimizar la alteracion de la
pulpa por el ataque de microorganismos, lo que implica la identificacion de las fuentes
potenciales de contaminacion o proliferacion y la aplicacion de medidas preventivas.
(Asiegbu, Lebelo, & Tabit, 2015; Calderon-Oliver et al., 2016; lannetti et al., 2016;
Mackiw et al., 2016; Strydom, Vorster, Gouws, & Witthuhn, 2016). El control de
microorganismos en productos alimenticios “listos para el consumo” es un reto,

especialmente en los alimentos que no pueden someterse a un tratamiento térmico



durante el procesamiento (Strydom et al., 2016), debido a su composicién en
sustancias bioactivas susceptibles a las altas temperaturas (Chemat, Zill-E-Huma, &

Khan, 2011).

Por ésta razén, tecnologias diferentes a los tratamientos térmicos convencionales, han
sido usadas en los ultimos afios para investigar el efecto de su aplicacion en el control
microbiologico y el control del pardeamiento enzimético por la accion de la
polifenoloxidasa en la pulpa de aguacate. Dichas tecnologias utilizan métodos
quimicos, fisicos, o combinacion de estos, algunas de ellas se listan a continuacion:
agentes antipardeamiento (Bustos, Mazzobre, & Buera, 2015; Henriquez Arias, Patifio
GOmez, & Salazar, 2012), altas presiones (D. A. Jacobo-Velazquez & Hernandez-
Brenes, 2010; D A Jacobo-Veldzquez & Hernandez-Brenes, 2011), pulsos de luz
(Ramos-Villarroel, Martin-Belloso, & Soliva-Fortuny, 2011), ultrasonido (Bi et al., 2015),
combinacién de procesos térmicos y altas presiones (Bermejo-Prada et al., 2014).

La aplicacion de varios métodos se conoce como tecnologia de obstaculos o métodos
combinados, los cuales han demostrado tener una alta eficacia, ya que aprovecha las
ventajas de cada uno de los métodos utilizados (Gomez, Welti-Chanes, & Alzamora,
2011).

Algunas de estas tecnologias emergentes (utilizadas para el desarrollo de productos
con valor agregado), presentan interesantes avances y desarrollos en la actualidad,
pero al mismo tiempo algunos inconvenientes asociados al alto costo de los equipos y
el procesamiento de grandes volumenes de produccion (Alzamora, Lopez-Malo, Tapia,

& Welti-Chanes, 2016).



Una tecnologia usada con éxito para garantizar la calidad, seguridad y vida util de
alimentos, es la aplicacion del ultrasonido (Chandrapala, Oliver, Kentish, &
Ashokkumar, 2012; Chemat, Zill-e-Huma, & Khan, 2011). Investigaciones reportan que
su principio de accion fisico compromete la viabilidad de los microorganismos (Char,
Mitilinaki, Guerrero, & Alzamora, 2010), asi como la actividad de enzimas como la
polifenoloxidasa (Delgado-Povedano & Luque de Castro, 2015; Jang & Moon, 2011),
sin un incremento considerable de temperatura; condicion que no se cumple en la
aplicacion de tratamientos térmicos convencionales como la pasteurizacion, donde se
ha evidenciado efectos adversos sobre las propiedades nutricionales y caracteristicas
sensoriales del alimento debido las altas temperaturas de proceso (Li & Farid, 2016)

En este sentido, este trabajo pretende evaluar la efectividad de la aplicacion de la
tecnologia de ultrasonido (Robles-Ozuna & Ochoa-Martinez, 2012) como tratamiento
alternativo para la conservacion de la pulpa de aguacate, comparado con un
tratamiento de conservacion convencional, sobre parametros fisicos, quimicos y
microbiologicos que se ven alterados cuando se presentan fendmenos de deterioro en
la pulpa, causados por el pardeamiento enzimatico y contaminacion microbioldgica,
maxime cuando se realizan operaciones manuales de procesamiento minimo como:

seleccion, limpieza, pelado, cortado o troceado.



2 Justificacion

En la dltima década, las tendencias de la industria de alimentos se han orientado hacia
las preferencias de los consumidores por productos, que ademas del valor nutritivo,
aporten beneficios a las funciones fisiol6gicas del organismo humano, conocidos como
alimentos funcionales (Fuentes Berrio, Acevedo Correa, Chantré, & Gelvez Ordofiez,
2015; Kearney, 2010).

Esto obedece a una evidencia cada vez mas fuerte de que algunos alimentos contienen
componentes bioactivos que cumplen, al igual que los nutrientes esenciales, una
funcion que contribuye a reducir la incidencia de ciertas enfermedades (Pang, Xie,
Chen, & Hu, 2012).

La Organizacion mundial del Salud (OMS) declara que las frutas y verduras son
componentes esenciales de una dieta saludable y su consumo esta correlacionado con
la baja incidencia de algunos tipos de cancer y enfermedades cardiovasculares
(Bhupathiraju & Tucker, 2011; Bielli, Scioli, Mazzaglia, Doldo, & Orlandi, 2015; Cavallo,
Horino, & McCarthy, 2016), enfermedades neurolégicas como la enfermedad de
Parkinson y la enfermedad de Alzheimer (Devore, Kang, Stampfer, & Grodstein, 2010).
Estos efectos protectores son atribuidos al alto contenido de compuestos antioxidantes
gue atrapan los radicales libres y previenen el estrés oxidativo (Shahidi &
Ambigaipalan, 2015).

Numerosos estudios han demostrado que la ingesta de 3 a 5 porciones diarias de
frutas y verduras podria proteger contra dichas enfermedades. Ademas, las frutas
pueden ser consumidos como parte de las practicas religiosas y como terapia

nutricional en diferentes tradiciones humanas (Chang, Alasalvar, & Shahidi, 2016;



Slavin & Lloyd, 2012).

Segun cifras de la FAO, la tasa promedio de consumo per capita de frutas y hortalizas
a nivel global aument6 del 36% al 40% en el Ultimo medio siglo, pero en Colombia,
estudios del Ministerio de Salud y el Bienestar Familiar han revelado que el 35% de las
personas no consumen frutas diariamente y en una mayor proporcion el 70% no
consume hortalizas (Ministerio de Agricultura, 2015).

Por ésta razon, los entes gubernamentales con el apoyo del Ministerio de Agricultura y
Desarrollo Rural, han decido priorizar algunas cadenas de frutales y hortalizas, donde
sus demandas involucran, por ejemplo el incremento en el consumo de ciertos
materiales vegetales y ajustes de normativas de importaciones (Sistema de informacion
de gestién y desempefio de organizaciones de cadenas, 2015).

Una de las cadenas priorizadas es la de aguacate, donde parte de su plan estratégico,
esta encaminado a la implementacion de practicas postcosecha efectivas y con
tecnologias adecuadas, acompafiadas con el desarrollo de productos agroindustriales a
partir de los frutos de aguacate. Asi mismo, también se promueve dentro del plan
estratégico, el incremento del consumo per cépita de esté fruto (Bernal Estrada et al.,
2014).

Por esta razon, el aguacate se convierte en un fruto de interés para los consumidores
no solo por su aroma, sabor, color y textura, sino también por los beneficios
nutricionales y de salud que se le han atribuido (Ingram, Elks, Davenport, & Roth,
2013). Especificamente, el aguacate Hass domina la industria del aguacate en todo el
mundo (Garner, Klein, Zheng, Khuong, & Lovatt, 2011a), prueba de ello es su

clasificacion como la variedad mas cultivada en todo el mundo, con un porcentaje del



80%(“Avocadosource.com,” 2016). Asi mismo, el aguacate es una matriz alimentaria de
gran interés, por la presencia de compuestos bioactivos como: acidos grasos mono
insaturados, tocoferoles, esteroles, carotenoides y acetogeninas; ademas de ser fuente
de vitamina E, 4cido ascorbico, y compuestos fendlicos solubles (Rodriguez-Sanchez
et al.,, 2013; M. Wang, Zheng, Khuong, & Lovatt, 2012), de uso y aplicacién no solo
para la industria alimentaria, sino también en la industria cosmética y farmacéutica
(Chel-Guerrero, Barbosa-Martin, Martinez-Antonio, Gonzalez-Mondragon, & Betancur-
Ancona, 2016; Segovia, Corral-Pérez, & Almajano, 2016).

Las propiedades nutricionales atribuidas al aguacate, son la razon principal para el
aumento constante de su demanda y propiciaron la siembra masiva en Colombia, que
se evidencia en un incremento notable en la produccion en la Ultima década de
aproximadamente 303.340 toneladas para el 2013 (Barefio, 2014; FAO, 2015). Lo
anterior trajo como consecuencia, un aumento en los productos de menor calibre, que
normalmente se comercializan en los mercados domésticos con precios mas bajos, por
lo que se requiere encontrar alternativas de industrializacién. Un volumen de
produccién apreciable se pierde por defectos de calidad como maduracion desigual,
pulpa fibrosa asi como por sobre maduracion, golpes y dafios causados a la cascara
por insectos, hongos y bacterias que hacen que se descarte el material vegetal, sin
tener en cuenta que la pulpa en el interior podria estar apta para procesamiento y
comercializacion. Estas pérdidas son constantes y proporcionales al inventario de
aguacate fresco disponible para la comercializacion (Mejia Hernadez, 2011; Restrepo
Duque, Londofio-Londofio, Gonzalez Alvarez, Benavides Paz, & Cardona Salazar,

2012). Sumado a esto, la exportacion del aguacate en fresco presenta graves



inconvenientes relacionados con el cumplimiento de las normas fitosanitarias
dispuestas por mercados exigentes como el de Estados Unidos y la Unién Europea, por
esta razén la exportacion de productos procesados de aguacate, podria ser una
alternativa para su comercializacion (ICA, 2013; Presidencia de la Republica, 2015).

La busqueda de alternativas de comercializacion, involucra la aplicacion de diferentes
operaciones de procesamiento minimo, realizadas por la industria de manera manual,
que pueden llegar a ser una amenaza en la conservacion de las caracteristicas
fisicoquimicas y sensoriales del producto, el cual se encuentra susceptible no sélo al
ataque de microorganismos (Strydom et al., 2016), sino también a la accion de enzimas
como la polifenoloxidasa, que provoca el pardeamiento oxidativo (Bi et al., 2015;
Bustos et al., 2015).

En este sentido, uno de los retos para la industria de alimentos, es el desarrollo de
productos a partir de excedentes de cosecha de aguacate, que satisfagan las
expectativas de los consumidores en relacion a la proclama de alimentos inocuos,
naturales, con alto valor nutricional, de facil preparacion, caracteristicas sensoriales
deseables y de larga vida util, teniendo en cuenta que la mayoria de frutas se pueden
consumir frescas y su vida de anaquel corta (Sousa-Gallagher, Tank, & Sousa, 2016).
Algunas de las técnicas y metodologias usadas para la conservacion de la calidad
nutricional, microbioldgica y/o sensorial de frutas y hortalizas son: desinfeccion quimica,
pasteurizacion, ultra pasteurizacion (Olaimat & Holley, 2012). Asi mismo, se han venido
creando campos de investigacion en nuevas tecnologias denominadas emergentes de
procesamiento y conservacion, como metodos alternos a los tratamientos térmicos

tradicionales (Li & Farid, 2016), cuestionados por su efecto adverso sobre las



propiedades fisicoquimicas y nutricionales de las matrices alimentarias (Ramos, Miller,
Branddo, Teixeira, & Silva, 2013). Algunas de éstas tecnologias son no térmicas:
irradiacion, altas presiones, pulsos eléctricos, pulsos de luz, ultrasonidos, plasma frio,
campos magnéticos. Otras tecnologias son térmicas como el uso de microondas,
calentamiento 6hmico, y radiofrecuencias (Delgado, Kulisiewicz, Rauh, & Wierschem,
2012; Rawson et al., 2011).

El ultrasonido es una tecnologia emergente, usada por sus efectos fisicos en el
mejoramiento de propiedades tecnoldgicas de los alimentos, como la capacidad de
emulsificacion, solubilidad y textura, la homogeneizacién, la alteracion de la viscosidad,
extraccion, secado, y cristalizacion (Soria & Villamiel, 2010). Asi mismo, promueve la
inactivacion microbiologica y enzimética (Bermudez-Aguirre, Mobbs, & Barbosa-
Cénovas, 2011, Bilek & Turantas, 2013; Chemat, Zill-E-Huma, & Khan, 2011; Robles-
Ozuna & Ochoa-Martinez, 2012) y ha sido empleada para el procesamiento de
alimentos y de pulpa de aguacate (Bi et al., 2015; Hawmann Diaz, 2014), basado en la
ventaja que representa sobre los procesos tradicionales, al reducir tiempos de proceso
y mejorar atributos de calidad (Awad, Moharram, Shaltout, Asker, & Youssef, 2012).
Finalmente, es considerada una tecnologia limpia debido a que emplea menos agua,
energia y tiempo (Chemat, Zill-e-Huma, et al., 2011).

Por lo anterior, esta investigacion plantea la evaluacion de la eficacia del tratamiento
con ultrasonido en el control microbiologico y fisicoquimico de la pulpa de aguacate,
gue de ser efectivo, podria ser utilizado como método de conservacion alternativo,
permitiendo el aprovechamiento de la denominada “produccién industrial” (de menor

calibre, sobre madura, afectada por golpes y por defectos de calidad como maduracion



desigual, pulpa fibrosa y otros) del cultivo de aguacate, para la cual se requiere
encontrar alternativas de desarrollo de la cadena de valor, hacia la produccion y
comercializacion de productos elaborados a partir de la pulpa de aguacate, como

materia prima para la fabricacion de productos como guacamole, salsas y aderezos.



3 Objetivos

3.1 Objetivo general

Evaluar la eficacia del tratamiento con ultrasonido para el control microbiolégico y

fisicoquimico en la pulpa de aguacate (Persea americana Mill).

3.2 Objetivos especificos

Caracterizar la calidad fisicoquimica y microbiolégica de la pulpa de aguacate de

acuerdo con la normativa vigente.

Establecer las condiciones 6ptimas para conservar la calidad fisicoquimica y

microbioldgica de la pulpa de aguacate mediante tratamiento con ultrasonido.

Comparar la calidad fisicoquimica y microbiolégica de la pulpa de aguacate sometida a
un tratamiento convencional de pasteurizacién vs tratamiento con ultrasonido, teniendo

en cuenta tiempo y frecuencia (onda sonica).



4 Marco tedérico

4.1 Origen y taxonomia

El aguacate (Persea americana Mill) es una fruta tropical y subtropical, nativa de
ameérica central, especificamente del sur de México y Guatemala. Pertenece a la familia
de las Lauraceas, familia con gran importancia econémica, productora de aceites
esenciales, como alcanfor (Cinnamomun camphora), madera y especias como la
canela (Cinnamomun zeylanicum Ness) (Bernal Estrada et al., 2014).

Se consume como parte de la dieta de los pueblos indigenas de esa regién desde hace
mas de 5000 afios.

El nombre botanico de aguacate es Persea americana Mill., del cual se reconocen tres
razas ecoldgicas u horticolas: la raza mexicana, denominada como Persea americana
var. drymifolia, la raza guatemalteca Persea americana var. guatemalensis, y la raza de
las Indias Occidentales como Persea americana var. Americana (Cowan &
Wolstenholme, 2016).

Entre los cultivares de aguacate comerciales mas importantes a causa de la calidad de
la fruta estan: Hass, Fuerte, Ettinger, y Pinkerton. No obtante,el aguacate Hass domina
la industria del aguacate en todo el mundo, debido a su sabor, color y disponibilidad
durante todo el afio (Garner, Klein, Zheng, Khuong, & Lovatt, 2011b).

Las variedades de aguacate se distribuyen en Colombia de la siguiente manera:
aproximadamente el 49% del total del area sembrada, corresponde a aguacates

criollos, el 26% corresponde a la variedad Hass y el 25% restante, a aguacates tipo



Papelillo y a otros como Lorena, Santana, Choquette, Booth 8, Semil 40, Edranol y
Trinidad (Mejia Hernadez, 2011).

El aguacate se clasifica como climatérico (es decir, que los frutos pueden ser cosechas
sin madurar, y luego someterse a ablandamiento normal y maduracion), presentando

una tasa de respiracion acelerada después de recolectado (M. Wang et al., 2012) .

4.2 Aguacate y su relacién con la salud

El aguacate es reconocido por la Asociacion Dietética Americana (ADA, por sus siglas
en inglés), como un alimento funcional, debido a su alto valor nutritivo y por sus efectos
beneficiosos para la salud humana (ADA, 2009). La composicién quimica de macro y
micro nutrientes se resume en la Tabla 4.1 Varios fitoquimicos bioactivos han sido
encontrados: antioxidantes tales como vitamina E, compuestos fendlicos, carotenoides
como luteina y B-sitosterol asi como la mezcla de acidos grasos w-3, w-6 y w-9,
relacionados con la baja incidencia de enfermedad coronaria (ya que reducen las
concentraciones colesterol y triglicéridos) y cancer (Ding et al., 2009; Dreher &

Davenport, 2013; Ingram et al., 2013; Rodriguez-Sanchez et al., 2013) .

Tabla 4.1 Composicion de porcion comestible aguacate todas las variedades
comerciales reporte basico: NBD # 09037 (USDA, 2016)

Nutriente Unidad 100.0g

Agua g 73.23
Energia Kcal 160
Proteina g 2

Lipidos totales (grasa) g 14.66




Carbohidratos, por diferencia g 8.53

Fibra total dietaria g 6.7
Azlcar, total g 0.66
Minerales

Calcio, Ca m 12
Hierro, Fe mg 0.55
Magnesio, Mg mg 29
Foésforo, P mg 52
Potasio, K mg 485
Sodio, Na mg 7
Zinc, Zn mg 0.64
Vitaminas

Vitamina C, &cido ascorbico total mg 10
Tiamina mg 0.067
Riboflavina mg 0.13
Niacina mg 1.738
Vitamina B-6 mg 0.257
Folato, DFE ug 81
Vitamina B-12 Mg 0
Vitamina A, RAE ug 7
Vitamina A, 1U U 146
Vitamina E (alfa tocoferol) mg 2.07
Vitamina D (D2 + D3) Mg 0
Vitamina D U 0
Vitamina K (filoquinona) Mg 21
Lipidos

Acidos grasos, saturados totales g 2.126
Acidos grasos, insaturados totales g 9.799
Acidos grasos, poli insaturados totales g 1.816
Colesterol mg 0

*Basado en variedades de California 86% y Florida 14%

Para el aguacate también se reportan concentraciones de azucar heptosa (C7),
manoheptulosa, y su correspondiente alcohol (perseitol), ambos con actividad anti-

cancerigena (Meyer & Terry, 2010)



4.3 Produccion

Las caracteristicas nutricionales atribuidas al aguacate han contribuido al incremento
de su consumo a nivel mundial y a su vez las areas destinadas a su produccion. Entre
las diferentes variedades de aguacate, la variedad Hass es la mas cultivada debido a
su vida util mas larga y a la alta demanda en los mercados extranjeros (Mexico:
Avocado Annual, 2015)

Los datos presentados por la direccion de estadistica de la organizacion de las
Naciones Unidas para la alimentacién y la agricultura FOASTAT Figura 4.1, muestran

gue México es el principal productor de aguacate (FAO, 2015).

Figura 4.1 Produccion de los 5 principales paises productores (FAO, 2015)
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Colombia ocupa el cuarto renglon, su produccion para el 2014 fue de 320.629,21
toneladas en un area cosechada de 33.341,26ha, Figura 4.2 (Ministerio de Agricultura,

2016). Se produce en 15 departamentos pero 8 de ellos concentran el 90% de la



produccién, 35 municipios agrupan el 80% del area sembrada y solo el 38%
corresponde a la variedad Hass que es la variedad que cuenta con mayor potencial
para exportacion. La produccion de aguacate en Colombia es casi que permanente
durante el afo, debido a que se cultiva en diferentes pisos térmicos, condiciones
agronémicas y climatoldgicas, esto sumado al hecho que existe una gran cantidad de

variedades y genotipos criollos (Barefio, 2014).

Figura 4.2 Area cosechada y produccién de Aguacate en Colombia (2000 - 2014)
(Ministerio de Agricultura, 2016)
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4.4 Clasificacion

En Colombia los controles de calidad estan reglamentados por el Instituto Colombiano
de Normas Técnicas ICONTEC. En este sentido la Norma técnica colombiana NTC

1248, tiene por objeto establecer los requisitos y los métodos para la clasificacion de



los aguacates en categorias de calidad (ICONTEC, 1994). Es asi como normaliza
sobre la clasificacién, disposiciones referentes al calibre y tolerancias. Las
caracteristicas de los aguacates que estan destinados a consumo directo fresco y no

son sometidos a procesamiento industrial, deben cumplir requisitos minimos como:

1. Intactosy enteros.

2. Sanos; se excluye la produccion afectada por podredumbre o alteraciones
gue lo hagan inadecuados para el consumo.

3. Limpios, practicamente libre de cualquier materia extrafia visible.

4. Libres de dafios causados por bajas temperaturas.

5. Libres de cualquier olor/sabor extrafios o ambos.

Las normas del Codex Alimentarius para frutas y hortalizas frescas en su norma para el
aguacate CODEX STAN 197-1995 (Codex Alimentarius, 2007) lo clasifican en tres

categorias, segun se definen a continuacion:

Categoria “Extra”

Los aguacates de esta categoria deberan ser de calidad superior. Su forma y color
deberén ser caracteristicos de la variedad. No deberan tener defectos, salvo defectos
superficiales muy leves siempre y cuando no afecten al aspecto general del producto,

su calidad, estado de conservacion y presentacion en el envase.

Categoria |



Los aguacates de esta categoria deben ser de buena calidad y poseer el color y la
forma caracteristicos de la variedad. Podran permitirse, sin embargo, los siguientes
defectos leves, siempre y cuando no afecten al aspecto general del producto, su
calidad, estado de conservacion y presentacion en el envase:

- Defectos leves de forma y coloracion

- Defectos leves de la cascara (suberosidad, lenticelas ya sanadas) y quemaduras

producidas por el sol; la superficie total afectada no debera superar 4 cm?.

En ningun caso los defectos deberan afectar a la pulpa del fruto. Cuando haya

pedunculo, podré presentar dafios leves.

Categoria ll

Esta categoria comprende los aguacates que no pueden clasificarse en las categorias
superiores, pero satisfacen los requisitos minimos especificados. Podran permitirse, sin
embargo, los siguientes defectos, siempre y cuando los aguacates conserven sus
caracteristicas esenciales en lo que respecta a su calidad, estado de conservacion y
presentacion:

- Defectos de forma y coloracion

-Defectos de la cascara (suberosidad, lenticelas ya sanadas) y quemaduras producidas
por el sol; la superficie total afectada no debera superar 6 cmz.

En ningun caso los defectos deberan afectar a la pulpa del fruto. Cuando haya

pedunculo, podra presentar dafos.



4.5 Procesamiento

La actividad de procesamiento y conservacion de pulpas de frutas por parte de la
industria, esta regulada en Colombia a través de la resolucion 003929 por la cual se
establece el reglamento técnico sobre los requisitos sanitarios que deben cumplir las
frutas y las bebidas con adicion de jugo (zumo) o pulpa de fruta o concentrados de
fruta, clarificados o no, o la mezcla de estos que se procesen, empaquen, transporten,
importen y comercialicen en el territorio nacional (Ministerio de salud y proteccion
social, 2013a). Donde los requisitos generales de calidad fisicoquimica estan dados
por el contenido de grados brix y el porcentaje de acidez titulable este criterio no esta
definido para la pulpa de aguacate. En cuanto a los requisitos microbioldgicos se deben
cumplir lo estipulado en la Tabla 4.2 para pulpa sin tratamiento térmico y la Tabla 4.3

para pulpas tratadas.

Tabla 4.2 Requisitos microbiolégicos para pulpa sin tratamiento térmico segun la
Resolucion 3929/2013

Producto Requisitos Parametro
N M M C
Pulpa sin Recuento de E. coli ufc/g o ml 5 <10 - 0
tratamiento térmico  Recuento de mohos y 5 1000 3000 2

levaduras ufc/g o ml

congeladas o no Deteccion de Salmonella/25g 5 Ausencia - 0

Dénde:



n: numero de unidades a examinar
m: indice maximo permisible para identificar nivel de buena calidad
M: indice maximo permisible para identificar nivel aceptable de calidad

C: nimero maximo de muestras permisibles con resultado entre my M

Tabla 4.3 Requisitos microbioldgicos para pulpas tratadas segun la Resolucién
3929/2013

Producto Requisitos Parametro
N m M C
Pulpa Recuento microorganismos 5 1000 3000 1

pasteurizados, mesofilos UFC/g o ml
congelados o Recuento de E coliUFC/goml 5 <10 - 0
no Recuento de mohos y 5 100 200 1

levaduras UFC/g o ml

Doénde:

n: niamero de unidades a examinar

m: indice maximo permisible para identificar nivel de buena calidad

M: indice maximo permisible para identificar nivel aceptable de calidad

C: numero maximo de muestras permisibles con resultado entre my M



4.6 Procesos oxidativos en la pulpa de aguacate

El aguacate es una fruta con un contenido lipidico relevante, su contenido de aceite es
del 15-30% dependiendo de la variedad, estd predominantemente constituido por
acidos grasos monoinsaturados (Zhou et al., 2016). Cuando el aguacate se transforma
en pasta o se corta, el tejido con sus organelas celulares se somete a una disrupcion
parcial y libera enzimas tales como la polifenoloxidasa (PFO), causante de formar
pigmentos marrones (Woolf et al., 2013). Es asi como la mayor parte de los cambios de
calidad observados en la pulpa de aguacate, son el resultado de la oxidacién
enzimatica, catalizada por la PFO, y la oxidacién de los lipidos, que implica la
produccion de peroxidos y otros productos secundarios a través de un ataque de
oxigeno a los acidos grasos insaturados (Aguil6-Aguayo, Oms-Oliu, Martin-Belloso, &
Soliva-Fortuny, 2014). Asimismo el aguacate contiene otras enzimas tales como la
lipooxigenasa (LOX), una oxidoreductasa y la enzima hidroperoxido liasa (HPL), que
pueden catalizar la degradacion de los lipidos a hidroperéxidos y a su vez generar,
sabores desagradables conocidos como off flavors ademas de la perdida nutricional por
la degradacién de carotenoides y otros nutrientes (D. A. Jacobo-Veldzquez &

Hernandez-Brenes, 2010).

4.6.1 Polifenoloxidasa (PFO)

Polifenoloxidasa (PFO) es el término que usa para referirse a un grupo de enzimas que

tienen el cobre como grupo prostético, es decir una metaloenzima. Estd ampliamente



distribuida en la naturaleza, tanto en organismos eucariotas como en procariotas
(Mayer, 2006).

Su clasificacibn EC (EC, por sus siglas en ingles Comision de enzimas) es como
monofenol monooxigenasa o tirosinasa (EC 1.14.18.1) (Mesquita & Queiroz, 2013).
Esta enzima es la causante de las reacciones de pardeamiento enzimético, una
alteracion que se manifiesta con el cambio de color, sabor e incluso perdida nutricional
en frutas y vegetales, impactando negativamente a los consumidores debido a la
asociacion que hacen entre el color y su calidad nutricional (Nunes, 2015) .

La PFO inicia la reaccion de pardeamiento que cataliza la hidroxilacibn de mono
fenoles a orto difenoles (actividad monofenolasa o cresolasa), luego se involucra la
difenol oxidasa o catecolasa (EC 1.10.3.1) que cataliza la reaccion de los orto difenoles
en sus correspondientes orto quinonas (actividad difenolasa) Figura 4.3 (Nevin-Ridley,
2016), estas quinonas se polimerizan para formar complejos oscuros denominados
melaninas (Sulaiman, Soo, Yoon, Farid, & Silva, 2015).

Figura 4.3 Reaccion catalizada por polifenoloxidasa (Nevin-Ridley, 2016)
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La PFO se localiza en organelas citoplasméticas como los cloroplastos, mientras que la
mayoria de los compuestos fendlicos se ubican en la vacuola, aislados de la PFO. En
este sentido, se requiere algun tipo de dafio celular como por ejemplo de la tensién
mecanica causada en el manejo post-cosecha para que se dé un incremento en la
permeabilidad de las membranas y por consiguiente activacion de la PFO latente, la
que reaccionaria con los fenoles liberados de la vacuola, en presencia de oxigeno
produciéndose el pardeamiento enzimatico de frutas y hortalizas (Bustos et al., 2015;
George & Christoffersen, 2016; Jang & Moon, 2011).

La inhibicion de la PFO en la pulpa de aguacate ha sido objeto de estudio de muchas
investigaciones, por lo que se han evaluado diferentes tecnologias tales como la alta
presion hidrostatica (D. A. Jacobo-Veldzquez & Hernandez-Brenes, 2010; D A Jacobo-
Velazquez & Herndndez-Brenes, 2011; Woolf et al., 2013), microondas (Zhou et al.,
2016), pulsos de luz (Aguil6-Aguayo et al., 2014), ultrasonido (Bi et al., 2015; Orozco et
al., 2012), agentes antipardeamiento (Calderdn-Oliver et al., 2016; Guzman et al., 2002;
Weemaes, Ludikhuyze, Van den Broeck, & Hendrickx, 1999) y métodos combinados

(Fuentes, Baez, & Diaz, 2009).

4.7 Procesamiento y métodos de conservacion de la pulpa de aguacate

La transformacion del fruto de aguacate usando diferentes metodologias de
procesamiento y conservacion, permiten darle valor agregado a la agrocadena; sin
embargo, algunas de las alternativas involucran la aplicacion de calor (método mas
comun para el procesamiento de alimentos), debido a que garantiza la seguridad

microbiolégica e inactiva las enzimas, mejorando su vida util (Gomez et al., 2011). Sin



embargo, el tratamiento térmico sobre todo en condiciones severas, puede dar lugar a
cambios quimicos y fisicos que deterioran las propiedades sensoriales y reducen el
contenido o la biodisponibilidad de algunos nutrientes. (Li & Farid, 2016).

Actualmente, existe un gran interés en el desarrollo de procedimientos de conservacion
de alimentos minimamente procesados, estas técnicas no térmicas puede mejorar la
calidad y la vida util de los alimentos, ya que tienden a tener poco o ningun efecto
sobre fitoquimicos esenciales tales como antocianinas, micronutrientes, color, sabor y
textura (Char et al., 2010). La combinacién de éstas estas tecnologias, denominado
procesamiento de obstaculos (Gomez et al., 2011) y sus efectos sinérgicos, han sido
demostrados (Delgado et al., 2012) y se han convertido en una alternativa potencial a

los métodos convencionales (Knorr et al., 2011).

Se reportan alternativas para la conservacion de pulpa de aguacate a través del uso de
métodos quimicos vy fisicos, estos son a menudo empleados en combinacion, tal como

se describe a continuacion:

4.7.1 Agentes antipardeamiento

Se reporta la incorporacion de vitamina C y Ca?* mediante la impregnacion al vacio en
aguacate Hass minimamente procesado, donde se logr6 una disminucion del
pardeamiento enzimatico, conservacion de la dureza, menores conteos microbiolégicos

y mayor grado de aceptacion sensorial (Henriquez Arias et al., 2012).

4.7.2 Agentes antipardeamiento y reduccion de temperatura



Bustos et al., 2015 reporta el uso de extractos de Allium y Brassica en pulpa de
aguacate almacenado a temperatura de refrigeracion (4°C), donde la adicion del
extracto de Allium fue més eficaz en la reduccion del pardeamiento enzimatico durante

los primeros dias de almacenamiento, en comparacion con el extracto de Brassica.

4.7.3 Altas presiones

La alta presion hidrostatica (HHP, por sus siglas en inglés) es un novedoso tratamiento
de alimentos no térmico. La HPP se logra mediante la presurizacion de productos
alimenticios contenidos en bolsas flexibles, colocados en un recipiente y sometidos a
una alta presion extrema (por lo general mas de 600 MPa), que se propaga a través de
un medio transmisor (normalmente agua) (Sulaiman et al., 2015). HPP es capaz de
evitar el deterioro de los alimentos originados por microorganismos patégenos sin
causar una pérdida significativa de los valores sensoriales y nutricionales de los
productos alimenticios (Tao, Hogan, & Kelly, 2014); ademas de su uso en la
inactivacion enzimas como la PFO y peroxidasas en matrices de gran interés como
frutas procesadas. Sulaiman et al., 2015, modelaron la cinética de inactivacion de la
PFO en puré de pera, manzana y de fresas después del procesamiento de alta presién
y en aguacate (Woolf et al., 2013), analizaron los efectos sobre la calidad, la fisiologia,
la bioguimica y la microestructura de las rebanadas de aguacate al ser sometido a
tratamientos de altas presiones, resultando en una reduccion de actividad la enzima
peroxidasa, particularmente a presiones mas altas, mientras que la PFO incrementé la

actividad.



4.7.4 Agentes antipardeamiento y altas presiones

Jacobo-Velasquez y colaboradores (2013) evaluaron los cambios bioquimicos durante
el almacenamiento (45 dias, 4°C) de puré de aguacate adicionado con extractos
naturales (romero, tomillo y semilla de toronja) y procesado con altas presiones
hidrostaticas (600 MPa, 3 min), encontrando que durante los primeros 10 dias de
almacenamiento, la actividad de polifenoloxidasa se incremento (2,9 veces) y después
regreso a sus niveles originales y algunos extractos naturales inhibieron parcialmente la
accion de enzimas oxidativas, lo cual se reflejé6 en un incremento en la estabilidad del

producto (Jacobo-Veladzquez et al., 2013).

4.7.5 Irradiacion

La irradiacion de alimentos, es un proceso no térmico que logra la inactivacion de los
microorganismos mediante la exposicion de alimentos a una cierta cantidad de
radiacion ionizante como los rayos gamma, emitidos desde los radioisétopos 60Co y
137Cs, o electrones de alta energia y rayos X generados a partir de una maquina o
fuente natural (Li & Farid, 2016). Dependiendo de la dosis de radiacion absorbida,
varios efectos pueden lograrse como aumento de la vida util y mejoramiento de la
seguridad microbiolégica. Para numerosos propositos, la irradiacion se asemeja a
efectos de pasteurizacion por calor ya que tiene la capacidad de reducir la carga de
microorganismos patogenos en los alimentos. Los factores limitantes de esta
tecnologia son la estimacion de las dosis, aspectos técnicos de las instalaciones de
uso, control de procesos, y los aspectos legislativos (Farkas, Ehlermann, & Mohacsi-

Farkas, 2014). Daiuto y colaboradores (2014) encontraron que el guacamole preparado



a partir de frutos sometidos a irradiacion gamma a dosis de 0,2, 0,4, 0,6 y 1,0 kGy
mostré menor actividad de PFO y acidez titulable y mayor cantidad de lipidos en
comparacién con productos sometidos a UV-C durante 5, 10, 15 y 20 min, aunque las
cualidades sensoriales no fueron significativamente diferentes. A pesar de que los
frutos fueron almacenados congelados hasta 90 dias a (10 £ 1Cy 90 £ 5 % humedad
relativa), se pueden almacenar durante un afio sin perder sus cualidades sensoriales

Daiuto et al., 2014.

4.7.6 Luz Ultravioletay pulsos de luz

La luz ultravioleta (UV) es la parte del espectro electromagnético entre 100 a 400 nm
gue se usa como un tratamiento no térmico en alimentos. La radiacién ultravioleta es
clasificada de acuerdo a la longitud de onda: UV-A, también conocida como radiacion
del ultravioleta cercano con rangos desde 315 a 400 nm; UV-B, radiacién del
ultravioleta de rango medio de 280 a 315 nm; y UV-C, ultravioleta lejano, desde 100 a
280 nm. UV-C es la radiacion mas comun aplicada a las frutas y hortalizas frescas. La
luz UV se puede usar para inactivar microorganismos, donde el ADN es el objetivo
principal (Gémez-L6pez, Koutchma, & Linden, 2012).

Existen fuentes de UV que producen continuamente pulsos de luz, este es un método
de preservacién que involucra el uso de luz ultravioleta durante cortos tiempos,
originando flashes. La tecnologia de pulsos de luz utiliza el espectro comprendido
entre 200 nm (ultravioleta) a 1000 nm (infrarrojo proximo).

Aguil6-Aguayo y colaboradores (2014), usaron trozos de aguacate recién cortados y los

sometieron a tratamientos de pulsos de luz UV por ambos lados (3.6, 6.0 y 14 J/cm2),



con el fin de evaluar su efecto sobre la carga microbiana, el color, la estabilidad de la
clorofila y la oxidacion de lipidos durante 15 dias de almacenamiento a 4°C,
encontrando que la dosis més altas de exposicion de pulsos de luz, se da lugar a las
mas altas reducciones en microorganismos mesofilos aerobios (1,20 log UFC/g) y se
inhibe la proliferacion de levaduras y mohos durante 3 dias, prolongando su vida util
microbioldgica de hasta 15 dias (Aguilé-Aguayo et al., 2014). En el mismo estudio se
concluyé, que la fraccion lipidica de aguacates frescos cortados sometidos a
tratamientos de pulso de luz, exhibié una formacion minima de peroxido y coeficientes
de extincién estables a 232 y 272 nm durante 15 dias. Estos resultados indican que los
tratamientos no resultaron en un aumento de los procesos de enranciamiento,

manteniéndose en la fase de induccion.

4.8Aplicacién del ultrasonido en la industria de alimentos

Ultrasonido, es el nombre que comunmente reciben las ondas de sonido con
frecuencias mas altas que aquellas que pueden ser detectadas por el oido humano
(>18kHz). Estas ondas viajan ya sea a través de un material 0 en su superficie, a una
velocidad que es caracteristica de la naturaleza de la onda y el material a través del
cual se propaga (Bermudez-Aguirre, Mobbs, & Barbosa-Canovas, 2011b).

Algunos investigadores sostienen que durante el ciclo de expansion, las ondas
ultrasénicas de alta intensidad producen pequefias burbujas dentro de los liquidos.
Cuando el medio esta confinado y no puede disipar facilmente la energia trasmitida por
las ondas, se produce entonces una implosion violenta de las burbujas generdndose un

fendmeno conocido como cavitacion. Durante la implosion se alcanzan temperaturas



del orden de 5000 K, por unos cuantos nanosegundos y presiones de cerca 50 MPa
dentro de las burbujas (Sao José et al., 2014).

En 1930 se identificd al ultrasonido como una nueva tecnologia en el procesamiento de
alimentos, su aplicacion varia dependiendo del tipo de onda que se utilice, bien sea de
alta o de baja intensidad. La potencia del ultrasonido aplicada en el tratamiento de
alimentos, comprende las ondas sonoras con frecuencias entre 20 y 100 kHz con una

intensidad de 10 a 1000 W/cm? (Szent-Gyorgyi, 1933).

El ultrasonido de baja intensidad, utiliza ondas con baja amplitud de propagacion y
niveles de potencia muy bajos (<1Wcm™2) que no causan alteraciones fisicas ni
guimicas en el material sobre el cual actidan, por lo cual son conocidas como no
destructivas. En el campo de la ingenieria de alimentos, es utilizado como prueba
analitica para obtener informacion importante acerca de las propiedades fisicoquimicas
y el estado fisico de los alimentos (Awad et al., 2012).

El ultrasonido de alta intensidad, utiliza niveles de potencia mas altos (en el rango de
10-1000Wcm™?) que generan intensos gradientes de presién, temperatura y corte
dentro la matriz sobre la cual actian y por lo tanto alteran su estructura y reactividad
guimica (Johansson et al., 2016).

Los usos benéficos del ultrasonido, radican en el efecto fisico, mecanico y quimico que
causan sobre el alimento, faciltando fendbmenos como el rompimiento celular, la
desgasificaciéon de liquidos, la homogenizacion de emulsiones, la dispersion de
materiales agregados, la alteracion de la actividad enzimatica, la modificacién de
procesos de cristalizacién y la destruccion de microorganismos, entre otros (Awad et

al., 2012; Bermudez-Aguirre et al., 2011b). Igualmente, produce radicales libres que



promueven reacciones de oxidacion en bebidas alcohdlicas, aumenta las reacciones de
polimerizacion y despolimerizacion por la dispersion temporal de los agregados o por el
rompimiento permanente de los enlaces quimicos en las cadenas poliméricas, e
incrementa las tasas de difusion, por lo que es ampliamente utilizado para acelerar
procesos de extraccion.De hecho, una nueva rama de la quimica llamada sonoquimica,
se ha creado para tomar ventaja de los efectos quimicos del ultrasonido (Chandrapala

et al., 2012; Grieser et al., 2015).

El interés por el estudio y la aplicacion del ultrasonido de alta intensidad en el
procesamiento de alimentos, se ha incrementado en los ultimos afios (Bilek & Turantas,
2013), dicho interés radica en su capacidad de inactivar microorganismos y la
propiedad de preservar las caracteristicas fisicoquimicas y nutricionales de los
alimentos, gran ventaja frente a los tratamientos térmicos (Brilhante Sao José &
Dantas Vanetti, 2012; Sdo José et al., 2014). Ademas es considerada una técnica de
procesamiento sustentable, debido a que emplea menos tiempo, agua y energia
(Chemat, Zill-e-Huma, et al., 2011).

Los parametros mas importantes que hay que tener en cuenta en los tratamientos con
ultrasonidos son:

- Potencia (W): es la energia por unidad de tiempo del haz de ultrasonido, su unidad
es el vatio (W).

- Frecuencia (kHz): la frecuencia de una onda de ultrasonido, se define como el
numero de ciclos o de cambios de los niveles de presién que ocurren en un segundo, la
frecuencia seleccionada para la aplicacion, afecta a la actividad de cavitacion. El

tamafio de la burbuja es inversamente proporcional a la frecuencia.



- La intensidad (W/cm?): se define como la cantidad de energia por unidad de
superficie. La unidad de energia es el Watio (W) y la unidad de superficie por lo general
es en cm?. Cuando se incrementa la intensidad de la onda sonora, se aumentan los

desplazamientos, el tamafio y el nUmero de ecos.

Los equipos disponibles de ultrasonido, difieren principalmente en el disefio del
generador de potencia, el tipo de transductor utilizado y el reactor al que esta acoplado.
Cualquier diferencia entre los disefios de laboratorio y planta piloto, pueden producir
resultados diferentes en las aplicaciones del ultrasonido (Bermudez-Aguirre et al.,
2011a). Los equipos tipicamente usados a escala de laboratorio son los bafios de
ultrasonido Figura 4.4, los cuales tienen transductores situados en las paredes y/o en la
base del tanque, y la energia ultrasénica es aplicada directamente en el liquido. Por lo
general, este tipo de ultrasonido funciona a aproximadamente 40 kHz y produce altas
intensidades a niveles fijos. En el bafio de ultrasonido, se liberan las frecuencias a
través de un mecanismo que produce un campo de cavitacibn mas uniforme y reduce
las ondas estacionarias.

Figura 4.4 Esquema de bafo de ultrasonido (Bermudez-Aguirre et al., 2011a)
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4.9Aplicacion de ultrasonido en lainactivacién de microorganismos

La frecuencia de las onda de ultrasonido utilizadas para la inactivacion de
microorganismos es de 20 a 100 kHz y el principal mecanismo propuesto es el
fendmeno de cavitacion (Chandrapala et al., 2012). Durante la cavitacion se libera gran
cantidad de energia en forma de presion, favoreciendo los procesos de transferencia
de masa y diferentes reacciones quimicas, especialmente de Oxido-reduccion,
incluyendo la formacion de radicales libres y peroxido de hidrogeno, que tiene
propiedades bactericidas (Grieser et al., 2015). Este fendmeno genera un incremento
en la permeabilidad de las membranas biol6gicas, haciendo que se pierda
completamente su selectividad y se alteren las propiedades de transporte de masa del
sistema. Algunos autores han consideraron que el esfuerzo cortante y la presion
generada por la cavitacion sobre la membrana celular, hacen que esta se rompa
totalmente provocando lisis celular (Char et al., 2010; S&o José et al., 2014).Las
bacterias gram-positivas son reconocidas como mas resistentes que las bacterias
gram-negativas, ya que tienen paredes celulares mas gruesas que protegen contra los
efectos del ultrasonido; las diferencias en la sensibilidad de las células también pueden
ser debido a una capa mas fuertemente adherente de peptidoglicano en las células
gram-positivas (Drakopoulou, Terzakis, Fountoulakis, Mantzavinos, & Manios, 2009; Li

& Farid, 2016).

El ultrasonido es utilizado solo o en combinacién con otros tratamientos como presion,
temperatura y tratamientos quimicos, para la inactivacion de microorganismos en
alimentos. Asi, el ultrasonido utilizado como método alternativo en la pasteurizacion de

la leche, ha demostrado ser eficaz para la destruccion de E. coli, Pseudomonas



fluorescens y Listeria monocytogenes con ningun efecto perjudicial sobre el contenido

de la caseina total (Cameron, McMaster, & Britz, 2010).

Asi mismo, la aplicacion del ultrasonido asistido con fluidos supercriticos, donde la
combinacion de dioxido de carbono supercritico (SC-CO2) y ultrasonido de alta
potencia se ha desarrollado para los propdsitos de inactivacion
microbiolégica/enzimética, en diferentes condiciones de proceso para matrices liquidas
y solidas, ha demostrado ser eficaz en la inactivacion de una gran variedad de
microorganismos (E. coli, Enterococcus faecalis, S. cerevisiae) (Benedito, Ortufio,
Castillo-Zamudio, & Mulet, 2015). Se ha evidenciado su efectividad en la inactivacion
de los microorganismos en medio de cultivo compuesto por caldo Luria Bertani (LB),
jugo de manzana y naranja (Ortufio, Martinez-Pastor, Mulet, & Benedito, 2012), agua
de coco (Cappelletti, Ferrentino, & Spilimbergo, 2014), jamén cocido (Ferrentino &
Spilimbergo, 2016), jugo de naranja y manzana (Ortufio et al., 2012; Ortufio, Martinez-
Pastor, Mulet, & Benedito, 2013).Adicionalmente, se observé un efecto sinérgico
significativo en la inactivacion microbioldégica requiriendo un tiempo menor en
tratamientos combinados que en tratamientos individuales en el caldo LB y agua de

coco (Cappelletti et al., 2014; Ortuiio et al., 2012)

En la Tabla 4.4 se presenta el resultado de varios estudios en el cual se aplica el

ultrasonido en frutas y vegetales para reducir el recuento de microorganismos.



Tabla 4.4 Aplicaciones del ultrasonido como tecnologia de sanitizacion de
algunas frutas y vegetales (Séo José et al.2014)

Microorganismo Condiciones Alimento Tiempo/°C Reduccién Referencias
. , US 40 kHz + . . . 1
E. coli O157: H7 acido lactico (2%) Lechugas organicas 5 min/20 °C 2.75log UFC.g Sagong et al. (2011)
Salmonella 4
Typhimurium 2.71log UFC.g )
L. monocitogenes 2.50 log UFC.g* _
Mesofilos aerobios US 40 kHz + CIO2 Ciruelo japonés 10 min/20 °C 3.0 log UFC.g*! Chen and Zhu (2011)
Mesofilos aerobios US 35 kHz 10 min/4 °C 1log UFC.g* Rivera et al. (2011)
US 40 kHz + Reduce el moho
Penicillium expansum &cido salicilico (0.05  Fruta de melocotén 10 min/20 °C azul en fruta del Yang et al. (2011)
mM) melocotén
Salmonella US 40 kHz + 40 mg . o 1 Sao José and Vanetti
Typhimurium L1 Tomates cherry 10 min/24 °C 4log UFC g (2012)
ATCC 14028 acido peracético
Esporas deBacillus US 40 kHz + . o 4
cereus 0.1% Tween 20 Lechuga 5 min/20 °C 2.49log UFCg Sagong et al. (2013)
Zanahorias 2.22 log UFC g*
E. coli US 37 kHz Lechuga 30 min/no informado  2.30 log UFC g Birmpa et al. (2013)
S. aureus 30 min/no informado  1.71 log UFC g
S. Enteritidis 30 min/no informado  5.72 log UFC g
L. innocua 30 min/no informado  1.88 log UFC g*
E. coli US 37 kHz Fresa .30845 min/no 3.04 log UFC g* Birmpa et al. (2013)
informado
S. aureus 30e45 min/no 2.41 log UFC g*
informado
- 30e45 min/no 1
S. Enteritidis informado 5.52log UFC g
L. innocua 10 min/no informado  6.12 log UFC g*
. . US 40 kHz . . R 1 Forghani and Oh
E. coli O157:H7 + agua desionizada Col china 3min/23T 2 °C 2.60log UFC g (2013)
+ inmediato Lechuga 2.50 log UFC g*

L. monocitogenes

lavado con agua

US 40 kHz
+ agua desionizada

+ inmediato

lavado con agua

Hoja de sésamo
Espinaca
Col china
Lechuga

Hoja de sésamo

Espinaca

3min/23T2°C

2.33 log UFC g*
2.41 log UFC g*
2.80 log UFC g*
2.60 log UFC g*

2.40 log UFC g*

2.49 log UFC g*

Forghani and Oh
(2013)

US: Ultrasonido
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4.10 Aplicacién del ultrasonido en la inhibicién enzimatica

La inactivacion enzimatica es muy importante para los alimentos debido a que confiere
su estabilidad bioquimica durante el procesamiento y almacenamiento (Guerrero,
2009). Aunque la inactivacion puede lograrse mediante el tratamiento térmico, hay una
serie de casos en los que la alta resistencia al calor de algunas enzimas hace que
estos tratamientos no sean la solucion del problema. Ademas, la aplicacion de calor
puede modificar negativamente propiedades de los alimentos, tales como sabor, color o
el aporte nutricional (Delgado et al., 2012). Los procesos térmicos como el escaldado,
tienen como objeto inactivar las enzimas responsables del deterioro durante el
almacenamiento de los alimentos. A diferencia de otros procesos, el escaldado no
destruye los microorganismos ni alarga la vida util de los alimentos. Es una técnica
previa a un segundo tratamiento de conservacion (Xin, Zhang, Xu, Adhikari, & Sun,

2015).

El modo de accion del ultrasonido en la inhibicibn enzimatica, es similar a la
inactivacion de microorganismos. El fenbmeno de cavitacion es completamente
dependiente de la frecuencia de las ondas de ultrasonido aplicadas y es el causante del
efecto del ultrasonido sobre las enzimas y sus mecanismos de reaccién, a través de la
generacion de catalisis enzimatica: activando o desactivando los catalizadores que
intervienen en la reaccion a traves de tres elementos: el primero es netamente térmico,
debido a las altas temperaturas en microzonas de la matriz, el otro efecto es debido a
la generacion de radicales libres originado por la reaccion fisico-quimica denominada
sonalisis, en la que se disocia el agua (H20) en especies altamente oxidantes como el

radical hidroxilo (-OH). El tercer efecto es causado por las fuerzas mecanicas, las



fuerzas de corte, originado por microcorrientes (Delgado-Povedano & Luque de Castro,
2015). Se han reportado resultados de inhibicibn enzimatica cuando se generan las
micro burbujas las cuales colapsan violentamente, ocasionando un aumento de la

temperatura y la presion en la zona circundante (Grieser et al., 2015).

La produccion de radicales libres como el -OH: podrian recombinarse con residuos de
aminoacidos de las enzimas, estos residuos estan asociados con la estabilidad de la
estructura, la union del sustrato, y funciones cataliticas (S&o José et al., 2014). En el
caso de los microorganismos, la ruptura de la membrana celular es la principal causa
de inactivacion (Bermudez-Aguirre et al., 2011b). La alteracion de los tejidos es
importante, ya que genera una mayor area de contacto entre las enzimas y los

radicales.

Tipicamente, las enzimas se pueden desnaturalizar facilmente por ligeros cambios en
las condiciones ambientales, como la temperatura, la presién, cizallamiento, estrés, pH
y fuerza iénica. Por ejemplo, la actividad enzimatica de la PFO, se incrementa cuando
aumenta la temperatura hasta alrededor de 60°C, donde alcanza un nivel maximo
conocido como la temperatura 6ptima para la accion enzimatica. A temperaturas mas
altas se observa una considerable disminucion en la actividad debido a la
desnaturalizacion de su estructura proteica, asi su actividad biologica se pierde

(Mesquita & Queiroz, 2013).

Los primeros estudios sobre la inactivacion enzimatica mediante el uso del ultrasonido

fueron llevados a cabo hace mas de 70 afios, donde Chambers y Flosdorf (1936),



reportaron que la pepsina pura es inactivada probablemente como resultado de la

cavitacion.

El uso del ultrasonido solo o en combinacién con calor (termosonicacion), presion
(manosonicacion) o su combinacion (manotermosonicacion), o con el uso de
conservantes, ha demostrado ser eficaz en la inactivacion de las enzimas. Asi, la
investigacion sobre el efecto combinado de los cambios de actividad de PFO y
peroxidasas, enzimas responsables del pardeamiento en la manzana recién cortada
con la aplicacion de ultrasonido y acido ascorbico, presentan inactivacion; mientras que
en el tratamiento individual con ultrasonido o acido ascorbico, el efecto inhibidor es

limitado (Jang & Moon, 2011).

Los parametros que mas influyen en los tratamientos de ultrasonido en las enzimas

son:

4.10.1 Frecuencia (kHz)

Los equipos de ultrasonido pueden ser de frecuencia variable, abarcando un rango
estrecho o amplio de frecuencias. Ejemplos de estos es un dispositivo que funciona a
los 18, 20, 24, 26, y 29 kHz, con diferentes sondas (Z. Wang et al., 2012).

Xiao y colaboradores (2011) encontraron pocas o0 ninguna diferencia en estos casos
para las diferentes frecuencias de ultrasonido aplicadas cuando se trabaja con la
misma potencia durante la acilacion regioselectiva de troxerutina, un flavonol con
conocido efecto vasoprotector catalizada por la proteasa alcalina de Bacillus subtilis
bajo ultrasonido y agitacion donde se obtuvo una serie de ésteres de troxerutina

monosustituidos. Mayores diferencias se encontraron cuando el rango de frecuencia



del ultrasonido es méas amplio, como es el caso de un bafio de ultrasonido de 40, 80y
100 kHz, y las potencias de 100, 150 y 200 W, con los mejores efectos en la

transesterificaciéon en 80 kHz y 150 W (Xiao, Yang, Mao, Zhao, & Lin, 2011).

4.10.2 Temperatura

La influencia de la temperatura estd relacionada con la actividad enzimatica (Jian,
Wenyi, & Wuyong, 2010) para el caso de las enzimas a-amilasa y amiloglucosidasa, un
aumento de la temperatura en presencia de ultrasonido hasta 50°C, incrementa la
actividad enzimatica.

La energia de activacion de ambas enzimas con el tratamiento de ultrasonido se redujo
considerablemente, haciendo posible la hidrélisis de almidén a bajas temperaturas tales

como 30°C (Leaes et al., 2013; Subhedar & Gogate, 2014).

4.10.3 Ciclo de trabajo

Debido a que la exposicion continua a las ondas sonoras puede generar la
desnaturalizacién de las enzimas, el tiempo total de exposicibn de las ondas de
ultrasonido en la matriz en un ciclo se denomina como ciclo de trabajo y se expresa en
porcentaje. (Avhad, Niphadkar, & Rathod, 2014; Sutar & Rathod, 2015) por ejemplo,
para obtener un ciclo de trabajo del 50% para un ciclo de 20 min, el ultrasonido se tiene

gue aplicar durante 10 min y luego apagarlo durante 10 min.

4.11 Aplicacion de ultrasonido en el procesamiento aguacate
Varios reportes se han encontrado en literatura sobre el uso del ultrasonido en el

procesamiento de aguacate. Bi et al., (2015), investigaron el efecto del tratamiento con



ultrasonido sobre el tamafio de particula, color, viscosidad, actividad de la PFO y la
microestructura en el puré de aguacate diluido. Los tratamientos se llevaron a cabo a
20 kHz (375 W/cm?) en un tiempo de 0 a 10 min. La actividad de la PFO aumenté en
gran medida en todas las condiciones de tratamiento. Un incremento maximo de
25,1%, 36,9% y 187,8% en la actividad PFO se encontr6 en las muestras con
relaciones de dilucién de 1:2, 1:5 y 1:9, respectivamente. También se ha usado el
ultrasonido en combinacién con agentes antipardeamiento, donde se determiné el
efecto del tiempo de tratamiento con ultrasonido (40 kHz), a diferentes concentraciones
de acido citrico (0,5% - 2 % p/p) y sal (0.5 % - 2 % p/p), sobre la actividad de la PFO en
pulpa de aguacate en un tiempo de 10 a 30 min, posteriormente, se almacend por 24
horas a 12 °C; luego, se evalu6 la actividad de la PFO donde se observo que el
tratamiento con ultrasonido no tiene un efecto significativo. A mayor concentracion de
acido citrico, se observa un efecto significativo negativo y la concentracién de sal tiene

un efecto significativo positivo (Hawmann Diaz, 2014).



5 Metodologia

5.1Materia Prima

Se utiliz6 aguacate (Persea amaricana Mill) var. Hass, de la denominada: “produccion
industrial”, suministrados por la distribuidora Dihass ubicada en Rionegro, localizada a
2.200 msnm y con temperatura media de 15°C, certificada en normas BPA (Buenas
Practicas Agricolas).

Los aguacates utilizados, se seleccionaron con base en las especificaciones dadas en
la NTC 5209 (ICONTEC, 2003): con un calibre tipo B, peso entre 121-180g, en estado
maduro y fresco, descartando frutos abollados y con cicatrices superficiales. Se
adelantaron operaciones de procesamiento manual a través del lavado, desinfeccion
con una solucién de hipoclorito de sodio a 200ppm, cortado, remocion de la semilla y
homogenizacién para obtener la pulpa, la cual se empaco en bolsas plasticas selladas
de polipropileno de alta densidad con 200g de muestra y posteriormente refrigerada a
4°C para ser procesadas inmediatamente. De ésta materia prima sometida a
operaciones de procesamiento minimo, se obtuvieron 3 tipos de pulpa (PAC: Pulpa de
Aguacate Control, PAP: Pulpa de Aguacate Pasteurizada, PAU: Pulpa de Aguacate con
aplicacion de Ultrasonido), a las cuales se les realiz6 andlisis fisicoquimico y
microbiolégico, tal como se reporta en la Figura 5.1. Las pruebas fisicoquimicas fueron
realizadas en la Corporacion Universitaria Lasallista y las pruebas microbiologicas
fueron realizadas en la Institucion Universitaria Colegio Mayor de Antioquia en el

laboratorio LACMA.



Todo el proceso se llevé a cabo, siguiendo los principios de higiene y desinfeccion
descritos en el Decreto 3075 de 1997 (Republica de Colombia, 1997) para
procesamiento de alimentos y Resolucion 2674 - 2013 (Ministerio de salud y proteccion
social, 2013b). Ademéds, se lavo y desinfectd cualquier superficie y herramienta en

contacto con la fruta.

Figura 5.1 Proceso de seleccidn y caracterizacion de las pulpas
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5.2Pulpa de Aguacate Control (PAC)

Se denomindé PAC, a la pulpa de aguacate fresca obtenida de las operaciones de
procesamiento minimo.

Muestras de 200g de pulpa de aguacate fresca fueron sometidas a analisis
fisicoquimicos (pH, acidez titulable, color de acuerdo con el sistema CIE, medicion de la
cinética enzimatica de la PFO) y analisis microbiologicos (E. coli, Salmonella, Mohos y
levaduras), exigidos por la Resolucion 3929/13 para pulpas sin tratamiento térmico
(Ministerio de salud y proteccion social, 2013a).

Los analisis fueron realizados por triplicado.

5.3 Pulpa de Aguacate Pasteurizada (PAP)

Se denomind PAP, a la pulpa de aguacate fresca empacada en bolsas plasticas de
polipropileno, sometida a proceso de pasteurizacién, a una temperatura de 65°C,
durante 20 minutos, utilizando un bafio de Maria y posterior bafio de agua/hielo para
generar un choque térmico (Zhao et al., 2013).

Muestras de 200g de PAP fueron sometidas a analisis fisicoquimicos (pH, acidez
titulable, color de acuerdo con el sistema CIE y la medicion de la cinética enzimatica de
la PFO) y analisis microbiolégicos (E. coli, Mesofilos, Mohos y levaduras), exigidos por
la Resolucion 3929/13 para pulpas sometidas a tratamiento térmico (Ministerio de salud
y proteccion social, 2013a).

Los analisis fueron realizados por triplicado.



5.4 Pulpa de Aguacate con aplicacion de Ultrasonido (PAU)

Se denominé PAU, a la pulpa de aguacate fresca sometida a tratamiento de
ultrasonido, donde muestras de 200g de pulpa, fueron sumergidas en un bafio de
ultrasonido SB-300 DTY (Ningbo Scientz Biotechnology Co., Ltd., Ningbo, China) de 10
L de capacidad, con agua como medio dispersivo de las ondas, para evaluar el efecto
de la frecuencia (kHz) y el tiempo (min) sobre variables fisicoquimicas (pH, acidez
titulable, color de acuerdo con el sistema CIE y la medicion de la cinética enzimatica de
la PFO) y andlisis microbiolégicos (E. coli, Mesofilos, Mohos y levaduras), exigidos por
la Resolucién 3929/13 para pulpas sometidas a tratamiento térmico (Ministerio de salud
y proteccién social, 2013a). La temperatura se mantuvo a 20°C, haciendo circular agua
fria a través de la adicién al tanque, para controlar el calentamiento total debido a la
energia liberada por el ultrasonido. Las mediciones se realizaron para los ensayos
determinados por el disefio experimental, para un total de 14 muestras, sometidas de
manera independiente a tratamientos con ultrasonido. Una vez aplicada la condicion de

frecuencia y tiempo, se evaluaron las variables respuesta descritas anteriormente.

5.5 Anadlisis fisicoquimicos de la PAC, PAP y PAU

Las muestras de pulpa de aguacate (PAC, PAP y PAU), fueron analizadas por
triplicado tal como lo describen las variables fisicoquimicas que se mencionan a

continuacion, los reactivos empleados grado analitico marca Merck.

5.5.1 pH

El pH se determiné con un pHmetro marca Metrohm, en forma directa sobre 50 g de



pulpa, mediante el método AOAC 981.12 (1990).

5.5.2 Acideztitulable

Se midi6 la acidez titulable, usando la ecuacion 1 descrita en el método volumétrico:
AOAC 22.070(1990), para una solucién homogénea preparada con 1g de pulpa de
aguacate y 100 mL de agua destilada y como agente titulante, una soluciéon de

hidroxido de sodio 0,1 N.

VxNxF
T %

%Acidez= 100 [1]

Donde:

V: volumen de NaOH gastados en la titulacion, en mililitros.
N: normalidad de la Solucion de Hidroxido de Sodio.

W: peso de la muestra en gramos.

F: mili equivalente de 4cido predominante

5.5.3 Determinacién de color

El color se determin6 usando las coordenadas RGB en un analizador de color modelo
RGB-1002, marca Lutron, con geometria de medicion: iluminacion circular de 45°/0°
para 45° medicion para 0° (Leon, Mery, Pedreschi, & Leon, 2006). Posteriormente se

obtuvieron los parametros L*, a* y b* de acuerdo con el sistema CIE con el software del



equipo. Donde los valores de L* corresponde a la luminosidad, a* a la intensidad de

verde a rojo, b* a la intensidad de amarillo a azul y AE*, al cambio global de los tres

parametros anteriores. Asi, entre mas alto L* mayor luminosidad, entre menor el valor
de a*, mayor intensidad de verde y menor de rojo, entre mayor sea b* mayor
intensidad de amarillo y menor de azul y entre menor AE, menor sera el cambio global
en el color con respecto a una muestra de referencia para nuestro caso el aguacate sin

tratamiento (Pathare, Opara, & Al-Said, 2013)

5.5.1 Medicién de la actividad enzimética

La medicion de la actividad enzimatica de la PFO estd dada por su cinética; de esta
forma se puede evaluar su disminucién o inhibicion del pardeamiento enzimatico.

Las medidas se efectuaron sobre la pulpa recién tratada, ya que la actividad puede
verse afectada durante el almacenamiento por la desnaturalizacion de la enzima
(Arpaia, Collin, Sievert, & Obenland, 2015; M. Wang et al., 2012).

Para la extraccion y analisis de la actividad de la PFO se siguio el procedimiento
descrito por Pizzocaro, Torreggiani, & Gilardina, 1993; Woolf et al., 2013 con algunas
modificaciones.

Extraccion de la enzima: 4g de pulpa de aguacate, 20mL de buffer de fosfato (pH 7.0)
y 0.4g de polivinilpirrolindona (PVP) como reactivo usado para precipitar los polifenoles,
fueron homogeneizados vy filtrados utilizando papel filtrante, para posterior
centrifugacion a 12000 rpm durante 20 minutos. Se separ6 el sobrenadante de éste

proceso, que contenia el extracto enzimatico crudo.



Ensayo de actividad: La actividad enzimética se determind espectrofotométricamente
con un espectroflurometro Synergy HT (Biotek instruments Inc, USA), midiendo la
absorbancia a 420 nm cada min durante 1h de la mezcla de reaccion, ésta se preparo
con 240 uL de buffer fosfato pH 7.0, 30 yL del extracto enzimatico crudo y por ultimo
agregando 30 pL de sustrato L-DOPA 200 mM. Usando la porcioén lineal obtenida del
grafico de absorbancia en funcién del tiempo para el calculo de la actividad de la PFO.
La actividad enzimatica fue reportada como unidades enzimaticas (UPFO), y esta
definida como el cambio de 0.001 AAbsas20/min expresado por gramo segun la ecuacion

2.

UPFO  Ax60xV
g  vx0.001xm

[2]
Donde:
UPFO/g: actividad enzimatica, definida como el cambio de 0,001 en el valor de
absorbancia por minuto y expresado por gramo
A: absorbancia de la muestra, adimensional
V: volumen de la muestra homogenizada con buffer, total (ml)
v: volumen del extracto enzimético usado en la reaccion, alicuota (ml)

m: masa de aguacate empleada para preparar el extracto enzimatico (g)

Los parametros cinéticos Ku y Vmax fueron obtenidos analizando la cinética
enzimética tipo Michaelis-Menten usando el paquete estadistico GraphPad Prism

version 5.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).



La velocidad a la cual la PFO cataliza la reaccion, es la denominada actividad
enzimética. Esta puede ser medida por la velocidad de formacién de productos o
desaparicion de reactivos en presencia de una cantidad de enzima dada (Sulaiman et
al., 2015).

Se midié la variacion en la actividad de la polifenoloxidasa en funcion de la
concentracion de sustrato utilizando (L-Dopa) en estas concentraciones: 10, 50, 100,
150 y 200 mM, y la mezcla de reaccion dada por 240 yL de buffer fosfato pH 7.0 y 30

ML del extracto enzimatico crudo.

5.6 Anadlisis microbioldgicos de la PAC, PAP y PAU

Los analisis microbioldgicos realizados a la pulpa de aguacate sin tratamiento (PAC) y
a las pulpas de aguacate con tratamiento (PAP y PAU) fueron los estipulados por la
Resolucién 3929/2013 para pulpa sin tratamiento térmico y para pulpa tratadas
respectivamente (Ministerio de salud y proteccion social, 2013a)

Las determinaciones se realizaron tomando cinco muestras para PAC y PAP. En el

caso de la PAU, el nimero de andlisis, lo determind el diseiio de experimentos 2.

Adicionalmente, dentro del analisis microbiolégico, se realiz6 una contaminacién
artificial in vitro de las muestras de aguacate con los microorganismos E. coli y
Salmonella spp, para determinar el comportamiento del tratamiento de ultrasonido en la

disminucién del recuento de UFC o eliminacion del microorganismo, respectivamente.



Las muestras se trasportaron en refrigeracion, a temperatura de 8°C, al laboratorio en
convenio LACMA (Laboratorio de Calidad Microbiolégica de Alimentos, Institucion
Universitaria Colegio Mayor de Antioquia), con el fin de ser procesadas en las primeras

24 horas donde se analizaron las variables microbiolégicas.

5.6.1 Preparaciéon de la muestra

Se pesaron 10g de cada muestra y se diluyeron en agua peptonada en proporcion 1:10
para realizar diluciones consecutivas. Las diluciones decimales que se utilizaron fueron
101, 102y 102 estas diluciones se usaron para los siguientes parametros los cuales

se analizaron por duplicado:

5.6.2 Determinacién de E. coli

Las muestras se cultivaron en agar Chromocult coliformes para recuento de coliformes
totales e identificacion de E. coli, incubando la muestra 24 horas a 35°C+/- 2°C. El
meétodo utilizado para el Recuento de Escherichia coli/g estd basado en la AOAC

Método Oficial 966.24 (1990).

5.6.3 Determinacion de mohos y levaduras

Las muestras se cultivaron en agar YGC para recuento de Mohos y levaduras,

incubando a temperatura ambiente durante 3 a 5 dias. EI método utilizado para el



Recuento de Mohos y Levaduras/g est4 basado en la AOAC Método Oficial 995.21

(1990)

5.6.4 Determinacion de mesoéfilos

Las muestras se cultivaron en agar PCA para recuento de mesofilos, incubando por 48
horas a 35°C+/- 2°C. El método utilizado para el Recuento de Microorganismos

Mesdfilos aerobios/g esta basado en la AOAC Método Oficial 988.18 (1990).

5.6.5 Determinacion de Salmonella spp

Para este caso Salmonella spp., se tomaron 25g de la muestra y se diluyeron en 225ml|
de agua peptonada tamponada que se incubaron a 35°C+/- 2°C, durante 24 horas,
posteriormente se pasd 1ml a caldo selectivo Rappaport Vassiliadis Soya (Caldo RVS)
Merck® que se incubo a 44.5°C por 24 horas. Posteriormente, la muestra se repica en
medios de cultivos selectivos como Agar Rambach y BPLS para la identificacion de
colonias sospechosas de Salmonella spp. ElI método utilizado para la Deteccion de

Salmonella spp/25g esta basado en la AOAC Método oficial 967.27 (1990)

5.6.6. Contaminacion artificial in vitro de las muestras de aguacate

Se peso6 200g de la muestra de aguacate y se inoculé con 1ml de una solucién madre

de las cepas E. coli (18000 UFC g*') (ATCC 25922) y Salmonella spp (ATCC 14028),

previamente preparadas. Se realizd recuento de UFC por gramo de E. coli,



investigacion de presencia de Salmonella spp en la muestra PAC, PAP (bajo condicién

antes mencionada) y PAU (condicién de maxima frecuencia-tiempo 40kHz- 10 min).

5.7 Disefio Experimental

5.7.1 Disefo experimental para pulpa de aguacate con ultrasonido (PAU)

Disefio 2k con replica al centro

Para evaluar la eficacia del tratamiento con ultrasonido en el control microbiologico y
fisicoquimico de la pulpa de aguacate, se utilizé un disefio factorial 2k con replica al
centro, donde se realizaron en total 14 ensayos a diferentes niveles de tratamiento con
ultrasonido, evaluando el efecto de la frecuencia (kHz) y el tiempo (min) sobre las
variables respuesta: fisicoquimicas y microbiologicas (descritas en la Figura 5.1). En la
Tabla 5.1 se relaciona el nUmero de corridas experimentales sugeridas por el disefio

experimental 2.

Tabla 5.1 Diseiio experimental 2k

Corrida Frecuencia Tiempo
1 32,5 7,0
2 40 10
3 25 5
4 32,5 7,0
5 25 10
6 40 5
7 32,5 7,0
8 32,5 7,0
9 40 10
10 25 5
11 32,5 7,0
12 25 10
13 40 5

14 32,5 7,0




5.8 Analisis de datos

Se realizé un analisis de varianza (ANOVA), filando un nivel de confianza del 95% y
una prueba de rangos multiples.

Los valores experimentales de pH, porcentaje de acidez, actividad PFO, color (AE, L, a
y b) se ajustaran a un polinomio mediante un ajuste no lineal (Ecuacion 3), empleando
un modelo de superficie de respuesta, el modelo sera utilizado para estimar y optimizar
el comportamiento de los parametros en funcion de las variables independientes,
tiempo (min) y frecuencia (kHz).

f(t, f) = Bo + Bixz + Baxy + B3xix; + Baxs? [3]

Dénde:

f(t, f) = Parametro a evaluar como funcion del tiempo y frecuencia

x; = frecuencia en kHz

x, = Tiempo en minutos

Bo,» B1, B2, 03, s = Son los coeficientes del polinomio

Los datos se procesaron en el software Matlab R2015a Licencia amparada por la

Universidad de Antioquia.

5.8.1 Modelo regresion logistica para analisis microbiolégico

El modelo que se empled para el analisis de los datos microbiolégicos (Mohos y

levaduras, mesofilos), fue un modelo de regresion logistica, donde la variable respuesta



es dicotomica (cumple “0” o no cumple “1” la norma) versus las variables frecuencia

(kHz) y tiempo (min). El modelo de regresion logistica puede escribirse como:

log (1:;}7) = bO + b1x1 + bzXz [4]

Donde p es la probabilidad (riesgo) de que ocurra el evento de interés, las variables
independientes estan representadas con la letra x (x1= frecuencia y x2=tiempo), y los

coeficientes asociados a cada variable con la letra b.

Los datos se procesaron en el software de STATGRAPHICS® Centurion Licencia

amparada por la Corporacion Universitaria Lasallista.



6 Resultados

6.1Seleccion y caracterizacion de la materia prima

La Figura 6.1 muestra algunas de las propiedades cualitativas de la materia prima
seleccionada para los analisis. Los aguacates enteros, previo al proceso de obtencién
de pulpa, se caracterizaron por tener algunos defectos de forma, color, defectos del
epicarpio y quemaduras causadas por el sol (Codex Alimentarius, 2007; ICONTEC,

2003).

Figura 6.1 Materia prima recibida para la seleccion y caracterizacion

La selecciéon de la materia prima representd un paso importante en la investigacion, ya
gue los aguacates necesarios para el procesamiento debian cumplir con la madurez
fisiologica comercial. Este fue un factor critico, pues algunos de los aguacates llegaron
pintones, estos son mas brillantes de un color verde claro mas intenso y su epicarpio es

mas liso, mientras que en los aguacates con madurez comercial Figura 6.2, utilizados



en este estudio, su epicarpio es mAas 0scuro y rugoso y se caracterizan por tener un
rendimiento en la extraccion de la pulpa aproximado de un 55.7% (Bernal Estrada et
al., 2014)

La variedad Hass presenta un cambio evidente de color de la cascara del verde a un
color rojizo, posteriormente morado oscuro, cuando alcanza la madurez fisiologica
(Bernal Estrada et al., 2014). Esto esta asociado a que los marcadores externos (color
y tamafio), son los que determinan la madurez de la fruta y el tiempo de recoleccion;
sin embargo, la determinacion de la madurez comercial del aguacate, es dificil debido a
cambios externos invisibles (M. Wang, Zheng, Khuong, & Lovatt, 2012). Para
seleccionar el estado de madurez del aguacate apto para el proceso, se hizo con base

en el color del epicarpio.

Figura 6.2 Aguacate con madurez comercial

Luego de aplicar algunas operaciones de procesamiento minimo descritas en la
metodologia, Figura 6.3 obtencion de pulpa de aguacate el rendimiento aproximado en

la extraccion de pulpa fue del 50%.



Figura 6.3 Obtencion de pulpa de aguacate

6.2 Resultados del andlisis fisicoquimico de la Pulpa de Aguacate Control (PAC)

En la Tabla 6.1 se muestra la caracterizacién fisicoquimica de la pulpa de aguacate
fresca, materia prima usada para aplicacion de los tratamientos de conservacion

(pasteurizacion y ultrasonido).

Tabla 6.1 Resultados fisicoquimicos de la PAC

Parametro Valor Obtenido Valor reportado




pH 6,24 + 0,119

Acidez 0,090 £+ 0,032
(% acido citrico)
L*: 73.90 + 3.69

a*:-5.72 +2.2
b*: 35.29 + 2.40

Color

36.72 £ 0.02

b7,0+ 0,05

40.13+£0.01

0,30 + 0,01

L*a;
ara;
b*a:
L*D:
axb:
b*b:

46.07 £ 0.16
-19.70 £ 0.38
30.29 £ 0.44
79,64 +1,23
-4,17 £ 2,10

32,85+1,11

2 (Aguil6-Aguayo et al., 2014)
b(Zapata, Restrepo-Suarez, & Arias, 2016)

Investigaciones realizadas por diferentes autores en la caracterizacibn de aguacate
variedad Hass en Colombia (Zapata, Restrepo-Suarez, & Arias, 2016) y en Espafa
(Aguilé-Aguayo et al., 2014), muestran valores de pH y acidez mayores a los
establecidos en el presente estudio, en cuanto al color los valores fueron similares a los
reportados por (Zapata et al., 2016) y superiores en las coordenadas a los reportados
por (Aguilé-Aguayo et al., 2014). Estas diferencias obedecen a que la composicion de
los frutos esta intimamente relacionado con la variedad, el estado de madurez y las

condiciones agro-ecoldgicas de la regién donde son cultivados, que impactan en las

caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales (Bernal Estrada et al., 2014).



La actividad enzimatica inicial de la PFO para la PAC present6 un valor de 778UPFOg*
lo que indica la labilidad de la enzima por la oxidacion, asi el deseable es modificar los
valores oOptimos de factores como pH Optimo, latencia, especificidad por el sustrato
para el desarrollo de la actividad de la PFO, puesto que si el medio en el cual se
encuentra la PFO es alterado, esta puede reducir su actividad. Por tanto el control del
pardeamiento es un total reto para la industria debido a los procesos minimos a los que

se debe someter el aguacate para obtener su pulpa (Guerrero, 2009).

6.2.1 Caracterizacién microbiol6gica de la PAC

La Tabla 6.2, muestra los resultados del andlisis microbiol6gico, donde se observa que
todos los pardmetros evaluados para las muestras de PAC, se encuentran por debajo
del indice maximo permisible, segun la normativa colombiana Resolucién 3929/13 para
este tipo de matriz. Segun la norma, recuentos por debajo del establecido indica un
nivel de buena calidad, cumpliendo con caracteristicas para ser consumido sin riesgo
microbiolégico.

En contraste con los resultados encontrados por (Aguil6-Aguayo et al., 2014) quienes
reportan para la caracterizacion de aguacate variedad Hass, un valor no detectado para

el recuento de Mohos y levaduras (Aguild-Aguayo et al., 2014).

Tabla 6.2 Resultados microbiologico de muestras de pulpa de aguacate control
PAC

Parametro Promedio Maximo Valor




UFClg permitido (p<0,05)
(Res. 3929/13)

UFClg
Recuento de E. coli <10 <10 -
Recuento de Mohos
172+249,52 3000 0,486
y levaduras
Salmonella sppen 25 g Ausencia Ausencia -
Mesofilos* 377+125,6 - -

* No contemplado en la norma

La sanitizacion previa de la fruta, antes de la exposicién de su pulpa, es fundamental
para garantizar su calidad. Bilek & Turantas (2013), resaltan la importancia de la
limpieza y desinfeccion de las frutas y vegetales, maxime cuando la pulpa es
susceptible de someterse a altas y bajas temperaturas en los procesos de
conservacion, ya que las caracteristicas sensoriales pueden verse afectadas. Los
recuentos de Salmonella y E. coli, evidencian un bajo riesgo en cuanto a la presencia

de patégenos e indicadores de higiene.

6.3 Resultados de analisis de PAP y PAU: optimizacion de parametros

6.3.1 Resultados del andlisis fisicoquimicos dela PAPy PAU



En la Tabla 6.3 se presentan los resultados para las variables fisicoquimicas de pH y

acidez.

Tabla 6.3 Resultados fisicoquimicos de la pulpa de aguacate sometida a
tratamiento de pasteurizaciéon y ultrasonido

Tratamiento pH Acidez
25 KHzx10 min 6,67+0,04 0,09+0,037
25KHzx5min 6,95+0,05 0,13+0,000
32.5KHzx7min 6,79+0,17 0,11+0,037
40KHzx5min 6,59+0,11 0,11+0,037
40KHzx10min 7,22+0,21 0,13+0,000
32.5KHzx7min 7,02+0,07 0,09+0,037
40KHzx10min 6,79+0,09 0,13+0,000
25KHzx5min 6,76+0,09 0,13+0,000
32.5KHzx7min 6,80+0,04 0,09+0,037
32.5KHzx7min 6,70+0,10 0,13+0,000
32.5KHzx7min 6,84+0,15 0,11+0,037
25KHzx10min 7,10+0,12 0,06+0,000
40KHzx5min 6,89+0,17 0,11+0,037
32.5KHzx7min 6,72+0,07 0,11+0,037
Pasteurizacion 7,20+0,27 0,12+0,026
Control 6,30+0,14 0,09+0,032




6.40Optimizacion
Los valores de los coeficientes ajustados junto con el coeficiente de correlacion R? se
presentan en la Tabla 6.4, los valores obtenidos muestran un ajuste para R?>0,98

Tabla 6.4 Coeficientes ajustados al polinomio

Coeficiente [pH Acidez

Bo 10,6000| 0,4077
B1 -0,3611| -0,0299
B2 -0,1658| -0,0119
Bs 0,0122| 0,0009
Bs 0,0012| 0,0001
R? 0,9897| 0,9986

El modelo seleccionado fue usado para generar la representacion grafica de la
superficie de respuesta, y los contornos, en la cual se aprecia el comportamiento del
pH (Figura 6.4 a,b) y la acidez (Figura 6.5 a,b) frente a la frecuencia y al tiempo
correspondiente a los tratamientos de ultrasonido aplicados.

L1

Los valores minimos corresponden a

Los valores maximos correspondena [——]

Figura 6.4 Representacion grafica de superficie de respuesta (a) y de contornos
(b) para el pH

+
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Figura 6.5 Representacion grafica de superficie de respuesta (a) y de contornos
(b) parala acidez
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De las gréficas de superficie y de contorno para cada pardmetro se pueden observar
los valores minimos y maximos para cada variable y obtener los correspondientes
valores de frecuencia y tiempo (Tabla 6.5)

Tabla 6.5 Valores optimizados para los parametros

Frecuencia| Tiempo |
Parametro (kHz) (min) |Optimo |Valor
pH 40 5| Min 6,589
Acidez 25 5| Max 0,1367

6.4.1 Efecto de los tratamientos de conservacion, sobre el pH de la pulpa de

aguacate

Se presenta un efecto de los tratamientos de pasteurizacion y ultrasonido sobre el pH
de las muestras, como se evidencia en los resultados del ANOVA Tabla 6.6, en el cual
se puede notar que existen diferencias estadisticamente significativas (p=0,0000) en

los tratamientos para el pH con un nivel del 95,0% de confianza.

Tabla 6.6 ANOVA para pH por Tratamiento

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F  Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 2,19757 8 0,274697 8,57 0,0000

Intra grupos  1,34608 42 0,0320495
Total (Corr.)  3,54365 50

El aumento de los valores de pH de la PAP (7,20+0,27) y el valor maximo encontrado
con la optimizacion para la PAU con el tratamiento 40kHzx5min, puede estar
relacionado en la pasteurizacion con la desnaturalizacion de enzimas, deterioro

nutricional, alteracién de los acidos grasos; y el ultrasonido con el fenébmeno conocido



como sondlisis, que produce disociacion de la molécula de agua en grupos OH y H*
siendo el radical hidroxilo (-OH) una especie altamente oxidante (Chandrapala, Oliver,
Kentish, & Ashokkumar, 2012). El pH 6ptimo de la PFO est4 entre pH 4,0 y 7,0, con
poca actividad por debajo de 3,0 (Muneta, 1977), mientras el pH 6ptimo para la
actividad de la polifenoloxidasa en aguacate es entre 5,5 a 6,5 (Kahn, 1977). Un
cambio en el pH respecto al valor 6ptimo de actividad puede conducir a la pérdida
irreversible de actividad, por eso el pardeamiento enzimatico puede ser controlado a
través del uso de algunos métodos quimicos y fisicos, que a menudo empleados en
conjunto con el ultrasonido pueden inactivar la PFO alterando el pH (Mesquita &
Queiroz, 2013).

En todos los tratamientos de ultrasonido y la pasteurizacién se da un aumento del pH
comparado con la PAC, Figura 6.6 Resultados pH, similar a lo reportado por Hawman
(2014) donde el uso de &cido citrico y sal en pulpa de aguacate, ocasiona una
importante reducciéon en el pH y luego del tratamiento con ultrasonido logra una
elevacion minima en los valores de pH. (Hawmann Diaz, 2014). En contraste con el
aumento del pH que resulté del proceso de escaldado por microondas sobre pulpa de
aguacate, donde el pH se mueve en un rango de 6.80 a 7.40, resultando en un

aumento de la actividad de PFO (Jimenez, Zambrano, & Aguilar, 2004).



Figura 6.6 Resultados pH
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6.4.2 Efecto de los tratamientos de conservacion, sobre la acidez de la pulpa de

aguacate

Se presenta un efecto de los tratamientos de pasteurizacion y ultrasonido, sobre la
acidez de las muestras como se evidencia en los resultados del ANOVA Tabla 6.7, en
el cual se puede notar que existen diferencias estadisticamente significativas entre los

tratamientos para la acidez, con un nivel del 95,0% de confianza.

Tabla 6.7 Tabla ANOVA para la acidez por Tratamiento

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 0,0152462 8 0,00190578 2,57 0,0223

Intra grupos  0,0311751 42 0,000742265
Total (Corr.) 0,0464213 50

El incremento de la acidez en las pulpas PAP y PAU con respecto al control, Figura 6.7
Resultados acidez posiblemente hace que se inhiba la accion de la enzima

polifenoloxidasa (Guerrero, 2009), este caso es deseable, porque se espera que



reduzcan los cambios de color que afectan la pulpa, causados por el pardeamiento
enzimético; ademas de los efectos benéficos que podria ofrecer sobre la conservacion
ante el deterioro microbiol6gico (Hungaro et al., 2014). En la optimizacion el valor de
acidez maximo se encontrd para el tratamiento de ultrasonido de 40kHz x 10 min, es
decir tiempos largos frecuencias altas favorece el incremento de la acidez.

Un aumento en el valor de acidez en el procesamiento de pulpa de aguacate también
es reportado en un estudio donde se muestran los cambios bioquimicos durante el
almacenamiento de puré de aguacate adicionado con antioxidantes naturales y
procesado con alta presion hidrostatica, encontrando que la acidez titulable se
incrementd durante el almacenamiento. Ademas el estudio propone que los cambios
en los valores de pH y acidez titulable que se observaron durante el almacenamiento
de los diferentes tratamientos de puré de aguacate, pueden ser atribuidos a una
liberacion de acidos organicos hacia la matriz del puré de aguacate.(Jacobo-Velazquez,
Castellanos-Dohnal, Caballero-Mata, & Hernandez-Brenes, 2013)

La acidez esté relacionada con los grupos carboxilos e hidrogeniones presentes en la
matriz, estos se encuentran contenidos en las vacuolas, las cuales presentan
disrupcion tras la aplicacion de los procesos de conservacion (Gonzalez, Anthon, &

Barrett, 2010).



Figura 6.7 Resultados acidez
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6.4.3 Efecto de los tratamientos de conservacion, sobre el color de la pulpa de

aguacate.

En la Tabla 6.8 se presenta las mediciones de los parametros de color segun las
coordenadas del CIEL*a*b*.

Tabla 6.8 Analisis de color de la pulpa de aguacate sometida a tratamiento de
pasteurizacion y ultrasonido

Tratamiento L* a* b* AE
25 KHzx10 min 57,08+2,11 -7,84+0,087 39,38+3,441 21.98
25KHzx5min 60,21+1,31 -7,92+0,364 42,47+1,178 20.61
32.5KHzx7min 56,70+2,99 -7,84+0,383 39,42+2,905 22.28
40KHzx5min 57,69+3,18 -7,52+0,470 41,41+4,313 21.80

40KHzx10min 58,25+1,80 -7,99+0,360 40,19+1,654 21.37



32.5KHzx7min

40KHzx10min

25KHzx5min

32.5KHzx7min

32.5KHzx7min

32.5KHzx7min

25KHzx10min

40KHzx5min

32.5KHzx7min

Pasteurizacion

Control

54,82+2,45
56,71+3,35
57,40+1,14
55,61+1,43
55,50+1,84
55,19+2,84
55,71+067

56,46+1,66

56,30+1,53

58.842+1.426

59.820+0.631

-7,69+0,021
-7,56+0,119
-7,78+0,157
-7,75+0,040
-7,69+0,108
-7,47+0,112
-7,43+0,180
-7,50+0,232
-7,48+0,213
-3.831+2.620

-4.759+1.184

38,10+£2,979
39,16+1,038
39,40+0,976
38,37+1,371
38,42+1,944
38,05+2,209
38,16+0,834
40,11+0,735
39,54+0,404
37.91+0.618

39.53+0.493

23.49

22.06

21.70

22.92

22.98

23.05

22.62

22.40

18.98

18.02

Se presenta un efecto de los tratamientos de pasteurizacion y ultrasonido sobre el color

de las muestras, como se evidencia en los resultados del ANOVA mostrados en las

Tablas 6.9 a 6.12, las cuales indican que existen diferencias estadisticamente

significativas en los tratamientos para los parametros de color L*, a*, b* y AE con un

nivel del 95,0% de confianza.

Tabla 6.9 ANOVA para la L* por Tratamiento

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos 936,663 8 117,083 26,42 0,0000

Intra grupos 186,161 42 4,4324

Total (Corr.) 1122,82 50




Tabla 6.10 ANOVA para la a* por Tratamiento

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F  Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos 156,924 8 19,6155 25,97 0,0000

Intra grupos 31,7211 42 0,755265

Total (Corr.) 188,645 50

Tabla 6.11 ANOVA para la b* por Tratamiento

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F  Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos 148,211 8 18,5264 4,06 0,0012

Intra grupos 191,506 42 4,55968

Total (Corr.) 339,718 50

Tabla 6.12 ANOVA para el AE por Tratamiento

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F  Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos 614,189 8 76,7736 30,14 0,0000

Intra grupos 106,983 42 254722

Total (Corr.) 721,172 50

En la figura 6.8 y 6,9 se grafica el comportamiento de los pardmetros de color L*y AE

por cada tratamiento.



Figura 6.8 Parametros de color L*
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6.50ptimizacién
Los valores de los coeficientes ajustados junto con el coeficiente de correlacion R? se

presentan en la Tabla 6.13, los valores ajustados presentaron un R? > 0.99.



Tabla 6.13 Coeficientes ajustados al polinomio

Coeficiente |AE L* ax b*

Bo -0,3011|102,2000| -9,1100|76,0600
B1 1,8480| -1,8550 0,1964| -1,2390
B2 0,9462| -2,2690 0,0330]| -1,8610
Bs -0,0500 0,0492| -0,0072| 0,0249
B4 -0,0091 0,0285 0,0005| 0,0256
R? 0,9989 0,9977 0,9988| 0,9979

El modelo seleccionado fue usado para generar la representacion grafica de la
superficie de respuesta (Figura 6.10 a), Yy los contornos (Figura 6.10 b), en la cual se

aprecia el comportamiento de los parametros de color L*, a* b* y AE frente a la

frecuencia y al tiempo correspondiente a los tratamientos de ultrasonido aplicados.

Figura 6.10 Representacién grafica de superficie de respuesta (a) y de contornos
(b) los parametros de color L*, a*, b*, y AE
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De las gréficas de superficie y de contorno para cada pardmetro se pueden observar
los valores minimos y maximos para cada variable y obtener los correspondientes

valores de frecuencia y tiempo (Tabla 6.14)

Tabla 6.14 Valores optimizados para los parametros

Frecuencia| Tiempo |
Parametro (kHz) (min) |Optimo |Valor
AE 25 5| Min 20,6495
L* 25 5| Max 60,1763
a* 40 10| Min -7,9871
b* 25 5| Max 42,4700

Los valores de los pardmetros de color del control PAC se consideran en el caso de
ésta investigacion, los deseables, pues se quieren valores maximos de L* (luminosidad)
y b* (intensidad de color verde y amarillo), mientras que a* y AE, sean minimos. A partir
de las coordenadas crométicas L*, a* y b*, La diferencia de color normalizada se
calcula segun la ecuacion (5) tolerancia de color

(AE*®), que es la maxima diferencia de color admitida.

AE* = \/(AL")2(Aa*)?(Ab*)? (5]



Las diferencias perceptibles en el color pueden ser analiticamente clasificadas como
muy diferente (AE> 3), diferente (1,5 <AE <3) y una pequefa diferencia (1,5 <AE)
(Adekunte, Tiwari, Cullen, Scannell, & O’Donnell, 2010). Para el tratamiento de
ultrasonido 25 KHz x 5min se comporta “diferente” AE = 3.00, mientras con el resto de
tratamientos se comporté “muy diferentes” en relacion al control, en concordancia con
el valor optimo obtenido para el AE a través de las superficies de respuesta donde se
encuentra que a 25 KHz x 5min de tratamiento con ultrasonido, se presenta la menor

diferencia de color global respecto a la PAC Figura 6.11 Resultados AE.

Figura 6.11 Resultados AE
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Asi mismo, el parametro a*, disminuye en el tratamiento de pasteurizacion, lo que
favorece el color verde, aunque visualmente es la que mas rapido se pardea
comparada con los tratamientos de ultrasonido, por lo que éste descenso del parametro

a* es temporal, ya que pasada aproximadamente 1 hora visualmente se aprecian mas



pardeadas que las muestras de ultrasonido. Los valores a* se incrementaron
negativamente en todos los tratamientos de ultrasonido. Figura 6.12 Color en superficie

de pulpas de aguacate

Figura 6.12 Color en superficie de pulpas de aguacate
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La pérdida en la tonalidad verde después del ultrasonido, podria ser causada por la
degradacion de la clorofila, que es el principal pigmento responsable del color verde
(Aguil6-Aguayo et al., 2014). La razén de la degradacion podria ser el efecto de
cavitacion del ultrasonido, que probablemente genere la produccion, tanto de
sustancias quimicas (por ejemplo, por generacion de radicales), como la degradacion

mecanica de biomoléculas.



Debe tenerse en cuenta que los cambios en el color pueden considerarse como un
efecto sensorial negativo del tratamiento con ultrasonido. Los cambios visibles en el
color en los alimentos tratados por ultrasonido han sido previamente reportados por Bi,

et al., quienes encontraron que para muestras de puré de aguacate con una relacion de

dilucién de 1:2, mayor valor de AE (> 5), L* y b* pero un menor valor de a* fue

observado en todas las muestras tratadas en comparacién con la muestra sin tratar.
Esto indica un puré tratado mas brillante, mas amarillo, y menos verde, observable a
simple vista. No hubo diferencias significativas en el valor L*, a* y b* entre las muestras
tratadas con ultrasonido con diferentes tiempos de tratamiento (p> 0,05). Sin embargo,
el valor de L* aumenté mientras que el valor a* y el valor b* disminuyeron con el
aumento de la velocidad de homogeneizacién (Bi, Hemar, Balaban, & Liao, 2015).
Ademas , Costa et al., encontraron que el jugo de pifia tratado a 376 W/cm? durante 10
min tuvo un valor L* menor, pero un valor b* y un valor Chroma mayor que las muestras
no tratadas y el cambio podria ser causado por la liberacion de compuestos
intracelulares debido a la disrupciéon celular (Costa et al., 2013). Adekunte et al.
informaron una disminucion de los valores L*, a* y b* del jugo de tomate después de la
sonicacion a 20 kHz, nivel de amplitud de 24,4-61 um durante 2-10 min debido a la
degradacion del licopeno (Adekunte et al., 2010). Estos diferentes resultados podrian
ser causados por la diferencia en las condiciones ultrasonicas utilizadas y la resistencia

de los pigmentos en los jugos al tratamiento con ultrasonido.



6.5.1 Determinacion de la actividad de la polifenoloxidasa (APFO) en la PAP y

PAU

En la Tabla 6.15 se observa que se produce un incremento de una actividad
enziméatica, de 778 (UPFOg?') para la PAC, a valores comprendidos entre 1420
(UPFOg?) para las condiciones de ultrasonido de maxima frecuencia-tiempo (40kHz-
10min) y 1449(UPFOg?) para la pasteurizacion, lo que presenta un aumento del orden
de 1.8 veces por la accién de ambos procesos de conservacion. El tratamiento de
ultrasonido a las condiciones de frecuencia y tiempo de 25 kHz-10 min, presentd una
actividad enzimatica de 539 UPFOg correspondiente a una disminucién de 1.4 veces,
siendo esta la menor actividad de la polifenoloxidasa alcanzada en este estudio. Se
debe considerar que la PFO en las matrices vegetales, coexiste en forma soluble e
insoluble y que mediante tratamientos de conservacion, la enzima se puede solubilizar
y se puede obtener una actividad adicional por parte de la fraccion insoluble (Kahn,

1977)

Tabla 6.15 Determinacion de la actividad de la PFO

Unidades de PFO

Tratamiento % de APFO
(PFOg™)

32.5KHzx7min 903+5.4 116

40KHzx10min 1420+6.2 183

25KHzx5min 1070+7.5 138

32.5KHzx7min 1389+9.7 179

25KHzx10min 541+8.2 70



40KHzx5min 645+3.1 83

32.5KHzx7min 904+5.8 116
32.5KHzx7min 904+9.4 116
40KHzx10min 78045.3 100
25KHzx5min 819+9.4 105
32.5KHzx7min 824+5.7 106
25KHzx10min 1072+8.3 138
40KHzx5min 771+4.6 99

32.5KHzx7min 379+7.2 49

Pasteurizacion 1499+3.5 193

Pulpa de aguacate control 778+8.9

6.5.2 Optimizacién
Los valores de los coeficientes ajustados junto con el coeficiente de correlacion R? se

presentan en la Tabla 6.16, los valores ajustados presentaron un R? > 0.99.

Tabla 6.16 Coeficientes ajustados al polinomio

Coeficiente | PPO

Bo 4765,0000
B1 -540,5000
B2 -133,8000
Bs 17,3900
B4 0,2844
R? 0,9979




El modelo seleccionado fue usado para generar la representacion grafica de la
superficie de respuesta (Figura 6.13a), y los contornos (Figura 6.13b), en la cual se
aprecia el comportamiento de la actividad de la PFO frente a la frecuencia y al tiempo

correspondiente a los tratamientos de ultrasonido aplicados.

Figura 6.13 Representacién grafica de superficie de respuesta (a) y de contornos
(b) la actividad de la PFO
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De las gréficas de superficie y de contorno para la actividad de la PFO se pueden
observar los valores minimos y maximos y obtener los correspondientes valores de

frecuencia y tiempo (Tabla 6.17)

Tabla 6.17 Valores optimizados para los parametros

Frecuencia| Tiempo
Parametro (kHz) (min) |Optimo |Valor
Actividad
PPO 25 10| Min 540,25

El tratamiento de (25kHz-10min) es el 6ptimo donde hay una disminucion de la
actividad enzimética, en contraste con el tratamiento de (40kHz-10min) quien presenta
la mayor actividad enzimatica Figura 6.14.

Figura 6.14 Resultados actividad PFO
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La pasteurizacion fue el tratamiento que mayor actividad de la enzima presento, debido
posiblemente a que las condiciones de temperatura utilizadas en el experimento, hacen
que la enzima quede mas disponible para reaccionar con los sustratos por un
fendmeno de afectacion de la membrana celular, donde pierde su integridad dejando

expuesto el sitio activo de la enzima (Leaes et al., 2013; Yu, Zeng, & Lu, 2013).

Los resultados reflejan la necesidad de incluir algun factor de conservacion adicional en
procesamiento de la pulpa de aguacate para prevenir los efectos negativos de esa
activacion enzimatica, puesto que con el mejor tratamiento de ultrasonido se mantiene
una actividad enzimética remanente del 69% en relacion a la pulpa de aguacate
control. Estos resultados se corroboran con la medicion de la absorbancia a los 60
minutos de la reaccion Figura 6.15. En ésta grafica se comparan los tratamientos de
pasteurizacion y ultrasonido, encontrando que el grado de oxidacién de la pulpa,
disminuye en las condiciones de ultrasonido (25 kHz-10 min) comparadas con el

control, con una diferencia significativa entre los tratamientos (valor p = 0.0013).

Figura 6.15 Absorbancia a 60 min de reaccién para los tratamientos
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6.5.3 Parametros cinéticos de la polifenoloxidasa extraida de la pulpa de
aguacate

El andlisis de la cinética enzimética de la PAC, PAP, y PAU presentd para la enzima,
un comportamiento cinético tipo Michaelis-Menten con valores para la PAC de Vmax
6.87 mM/min, un Ku 68.86 mM y una relacion Vmax/Km 10.02 min? Inicialmente se
graficé la absorbancia vs el tiempo y de la porcion lineal (primeros 10 a 20 min) se
calculé la pendiente que corresponde a la velocidad de la reaccion. Se hizo una
correccién al tiempo 0 lo que permite estudiar el efecto especifico (enzimatico), es
decir, velocidades de los tratamientos sobre la pulpa de aguacate. El aumento en los
valores de absorbancia se gener6 a mayores concentraciones donde la curva se hizo

asintética, encontrando los parametros cinéticos reportados en la Tabla 6.18.

Tabla 6.18 Parametros cinéticos

Tratamiento Vmax (MMmin-1) Km (mM) Vmax/Km

32.5 KHz-7 min 6.41 8.531 0.751
40 KHz-10 min 10.79 33.03 0.327
25 KHz-5 min 8.563 29.39 0.291
25 KHz-10 min 8.154 45.23 0.180
40 KHz-5 min 6.982 25.74 0.271
Pasteurizacion 20.11 25.28 0.795
Control 6.87 68.86 0.100

La afinidad de la polifenoloxidasa por el sustrato es baja cuando se presenta un alto



Kwm, en ésta investigacion, este valor se reporta para el tratamiento de ultrasonido 25

KHz-10 min.

La relacién Vmax/Km indica la eficiencia de la conversion del sustrato por la enzima
(especificidad del sustrato), que para el caso de la pasteurizacion, es el tratamiento que
presenta la mayor eficiencia, la actividad enzimética de la polifenoloxidasa, se
incrementa cuando aumenta la temperatura hasta alrededor de 60°C, donde alcanza un
nivel maximo conocido como la temperatura Optima para la accion de la enzima
(Mesquita & Queiroz, 2013). Pese a que el proceso de pasteurizacion se aplicé una
temperatura de 65°C, durante 20 minutos y teniendo en cuenta que la PFO no es una
enzima extremadamente estable al calor (O’'Donnell, Tiwari, Bourke, & Cullen, 2010),
las condiciones usadas en éste trabajo, no fueron efectivas para inactivarla.
Demostrando que la pasteurizacion hasta ahora no ha tenido mucha aplicacion en este
proceso ya que el aguacate experimenta, como consecuencia de la accién del calor,

cambios irreversibles en el color.

Por su parte, el ultrasonido, puede desagregar otras biomoléculas que acompafnan la
enzima (por ejemplo celulosa, grasa) (Avhad, Niphadkar, & Rathod, 2014), lo cual
permitiria una mayor disponibilidad del sitio activo de la enzima para convertir el
sustrato, y la disrupcion de las paredes celulares de la pulpa, lo que facilita la liberacion
de compuestos fendlicos, dando lugar en consecuencia a una mayor actividad PFO, lo
cual se aprecia por una disminucion en la Km sin cambios drasticos en la Vmax. Los
cambios observados en el pH y acidez titulable, proveen evidencia adicional en soporte
de difusion de los componentes intracelulares. Pese a que hay diferencia significativa

entre los tratamientos de ultrasonido y entre estos con la pasteurizacion la significancia



es menor entre los tratamientos de pasteurizacion y el ultrasonido de maximas

condiciones de frecuencia y tiempo (40 KHz-10 min).

El tratamiento de menor frecuencia y mayor tiempo (25kHz-10min) es el que presenta
la menor actividad, en contraste con el tratamiento de ultrasonido de mayor frecuencia
y tiempo (40kHz-10min) que es comparable con la pasteurizacion. Hallazgos similares
con relacién al tratamiento de ultrasonido, fueron previamente reportados en algunos
casos con éxito en la disminucion de la actividad de la polifenoloxidasa, en otros no. Bi
et al., 2015 investigaron el efecto del tratamiento con ultrasonido sobre la actividad de
la polifenoloxidasa en puré de aguacate diluido, los tratamientos se llevaron a cabo a
20 kHz (375 W/cm?) en un tiempo de 0 a 10 min, encontrando que la actividad
polifenoloxidasa aumento significativamente en todas las condiciones de tratamiento.
Costa et al. encontraron que la actividad de PFO en jugo de pifia aumenté en 1,84-
3,91% después del tratamiento con ultrasonido a 226 W/cm? durante 2-6 min vy
disminuy6 con un tiempo de tratamiento mas largo (Costa et al., 2013). Jang y Moon
encontraron un aumento de la actividad de PFO en discos de manzana tratadas con
ultrasonido a 40 kHz en comparacion a las muestras tratadas simultaneamente con
ultrasonido y acido ascorbico, a su vez concluyen que el aumento de la actividad
enzimatica, fue causada por la liberacion de enzimas debido a la disrupcion celular por
el tratamiento de ultrasonido (Jang & Moon, 2011). Orozco y colaboradores
investigaron el efecto de métodos combinados (cebolla 2% o ajo 0,5% y ultrasonido
(135 KHz, 10 min a 17°C) sobre la actividad de la polifenoloxidasa en guacamole
guienes encontraron un aumento de la actividad de 2% hasta 52% (Orozco, Prieto, &

Diaz, 2012).



Finalmente Wang y sus colaboradores concluyen que el incremento en la actividad
enzimética, posiblemente se presenta debido a que el ultrasonido puede promover
reacciones de oxidacion e incrementar la transferencia de masa, mejorando el
suministro de sustratos en el sitio activo de la enzima (J. Wang, Cao, Sun, Wang, & Mo,

2011).

6.6 Resultados microbioldgicos de la (PAP)

La pasteurizacién, como tratamiento de referencia frente al comportamiento del control
de microorganismos (como lo incluye la Resolucion 3929) para el tratamiento de la
pulpa, mostré ser efectivo en cuanto a la calidad microbiologica de la pulpa de
aguacate, ya que no presento recuento en ninguno de las variables analizadas Tabla
6.19.

Tabla 6.19 Resultados microbioldgicos para Pulpa de Aguacate Pasteurizada
(PAP)

) Mesofilos Mohos y E coli
Tratamiento UECO-L Levaduras UECq-L
g UFCg- g
Pasteurizacion <10 <10 <10

Lo que constituye en un proceso adecuado para la conservacion microbioldgica de la
pulpa de aguacate con la combinacion entre tiempo y temperatura usados. Por tanto,
corrobora el papel de la pasteurizacion en la elaboracion de pulpas, permitiendo
extender su vida util a partir de la disminucion considerable de los microorganismos

(Teixeira, 2014), sin embargo varios estudios reportan que las caracteristicas



sensoriales pueden comprometerse incluyendo su valor nutricional (Rawson et al.,
2011). Al igual que lo encontrado en este estudio donde el color después de la
pasteurizacion se ve afectado, presentando una degradacion hacia el color amarillo
conforme avanzo el tiempo, esto estd ligado directamente al pardeamiento enzimatico
responsable de cambios de color indeseables, corrobordndose que la pasteurizacién

presentd el mayor valor de actividad PFO.

6.7 Resultados microbioldgicos de la (PAU)

Las variables microbiolégicas E. coli, recuento de mesdfilos y mohos y levaduras para
pulpas tratadas, fueron analizadas después de los tratamientos con ultrasonido, tal
como se muestra en la Tabla 6.20. Se us6 pasta de aguacate sin tratamiento como
control (PAC) y con tratamiento de pasteurizacion (PAP). Estos valores fueron
comparados frente a las especificaciones dadas por la Resolucién 3929/13 para pulpas
tratadas, especificamente para pulpas tratadas con pasteurizacion que es el Unico
tratamiento alli descrito.

Tabla 6.20 Resultados microbiol6gicos de Pulpa de Aguacate con aplicacion de
Ultrasonido (PAU)

Ultrasonido Mes6fi Mesofilos Mohos y Mohos y E.
esofilos | coli

. 0g10UFC/ Levaduras Levaduras
F_recuen Tl_em po UFCl/g UFClg l0g20UFC/g UF
ciakHz min Clg
25 10 47000 4.67 2420 3.38 <10
25 5 1620 3.21 1450 3.16 <10
32.5 7 2730 3.44 3100 3.49 <10
40 5 1570 3.20 760 2.88 <10
40 10 1710 3.23 1040 3.02 <10
32.5 7 910 2.96 1030 3.01 <10
40 10 1350 3.13 590 2.77 <10
25 5 8900 3.95 1120 3.05 <10

32.5 7 2510 3.40 1615 3.21 <10



32.5 7 8900 3.95
325 7 10100 4.00
25 10 3280 3.52
40 5 220 2.34
32.5 7 100 2.0
Control 1400 3.15

4400
6200
1110
100
90
2.00

3.64
3.79
3.05
2.00

1.95
2.95

<10
<10
<10
<10
<10
<10

6.7.1 Analisis deregresion logistica para mesoéfilos, mohos y levaduras

En la Tabla 6.21 se muestra el andlisis de desviacion, el cual debe cumplir que el

modelo sea significativo y el residuo no para poder emplear la regresion logistica para

realizar el andlisis.

Como se puede observar en la Tabla, el modelo de regresion logistica es significativo

(p<0,05) respecto a los mesdfilos, caso contrario sucede con el residuo (p>0,05), esto

indica que el modelo es adecuado para el analisis de los datos experimentales respecto

a este pardmetro microbiol6gico. Para el caso de mohos y levadura se encontré que el

modelo no es significativo y era de esperarse ya que el 95% de los resultados

experimentales no cumplen la norma.

Tabla 6.21 Analisis de Desviacion de parametros microbioldgicos

Variable Fuente Desviacion Gl Valor-P

Modelo 2,36502 2 0,3065

Mohos y levaduras Residuo 9,11823 11 0,6110
Total (corr.) 11,4833 13

Modelo 6,91166 2 0,0316

Mesofilos Residuo 11,3375 11 0,4154
Total (corr.) 18,2492 13




Para determinar cuél de los factores empleados en el estudio es significativo, se
recurrid a la prueba de verosimilitud (Tabla 6.22). Esta prueba indica, si las variables
independientes (frecuencia y tiempo) influyen significativamente o no, en la variable
respuesta. La frecuencia (kHz) influye significativamente (p<0,05) y el tiempo (min) no
(p>0,05) para los mesdfilos. Respecto a los mohos y levaduras como ya se habia
constatado en la tabla anterior, donde no se encontrd diferencias para cada paradmetro

evaluado, por tanto no hay influencia del tiempo y la frecuencia.

Tabla 6.22 Pruebas de Razén de Verosimilitud

Factor Factor Chi-Cuadrada Gl Valor-P
Mohos y Frecuencia 1,1386 1 0,2859
levadura Tiempo 1,2838 1 0,2572

Frecuencia 06,3453 1 0,0118
Meso6filos
Tiempo 1,2332 1 0,2668

Ahora bien, como el modelo es significativo y el residuo no lo es y ademas la frecuencia
es significativa respecto a los mesdfilos, se puede emplear el modelo para realizar los
respectivos analisis.
En la ecuacion 7 se presenta la ecuacion del modelo de regresion logistica para
Mesofilos.

y = e9/0+¢) gonde § = 7,16 — 0,39x; — 0,67x, [7]

Donde x; = Frecuencia (kHz) x, = Tiempo (min)



En la ecuacién 8 se presenta la ecuacién del modelo de regresion logistica para mohos
y levadura.

y = p0/(1+e?)

donde 8 = 3,65 — 0,16x; — 0,53x, [8]

x1 = Frecuencia (kHz) X, = Tiempo (min)

Con las ecuaciones anteriores se construy6 la funcién de regresién logistica, la cual se
emple6 para analizar el comportamiento de las dos variables independientes
(frecuencia (kHz) y tiempo (min). La Figura 6.16 presenta el modelo de regresion
logistica ajustado para la variable microbiol6gica mesofilos y mohos y levaduras vs la
frecuencia (kHz) y el tiempo (min). En esta grafica se puede observar como los
mesofilos y mohos y levaduras disminuye con el aumento de la frecuencia y a un
tiempo minimo utilizados en los tratamientos de ultrasonido.

Figura 6.16 Gréafica del modelo de regresion logistica ajustado. Meséfilos, Mohos
y levaduras vs Frecuencia (kHz) y tiempo (min)
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Valor de 1 indica 100% de probabilidad de presencia y valor de O indica 0% de
presencia de mohos y levadura y mesofilos.

6.7.2 Pruebas de Mdltiple Rangos para mohos y levaduras y mesoéfilos

De acuerdo a la siguiente codificacion se evaltan las diferencias significativas entre
tratamientos.

Tabla 6.23 Codificacion de tratamientos

Frecuencia Tiempo Cddigo Mesofilos Mohos y levaduras
log1oUFCg?! logioUFCg?

25 5 Tratamiento 1 3,21 3,16
25 5 Tratamiento 1 3,95 3,05
40 5 Tratamiento 2 3,20 2,88
40 5 Tratamiento 2 2,34 2,00
32,5 7 Tratamiento 3 3,44 3,49
32,5 7 Tratamiento 3 2,96 3,01
32,5 7 Tratamiento 3 3,40 3,21
32,5 7 Tratamiento 3 3,95 3,64
32,5 7 Tratamiento 3 4,00 3,79
32,5 7 Tratamiento 3 2,00 1,95
25 10 Tratamiento 4 4,67 3,38
25 10 Tratamiento 4 3,52 3,05
40 10 Tratamiento 5 3,23 3,02
40 10 Tratamiento 5 3,13 2,77
Control 3,15 2,95

Norma 3,48 2,3

6.7.3 Pruebas de Multiple Rangos para Mesofilos por Tratamiento

Esta Tabla aplica un procedimiento de comparacion mdultiple para determinar cuales
medias son significativamente diferentes de otras.
Se identificaron 3 grupos homogéneos segun la alineacion de las X's en columnas.

Existen diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos.



Tabla 6.24 Comparacion de multiples rangos

Tratamiento Media Grupos Homogéneos
Tratamiento 2 2,77 X

Control 3,15 XX

Tratamiento 5 3,18 XX

Tratamiento 3 3,29167 X

Norma 3,48 XXX

Tratamiento 1 3,58 XX

Tratamiento 4 4,095 X

Método: 95,0 porcentaje LSD

El valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente
significativa entre la media de mesofilos entre un nivel de Tratamiento y otro, con un

nivel del 95,0% de confianza.

Tabla 6.24 ANOVA para mesofilos por Tratamiento

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F  Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 6,07113 6 1,01186 3,41 0,0080

Intra grupos 12,1714 41 0,296863
Total (Corr.) 18,2425 47

6.7.4 Pruebas de Multiple Rangos para mohos y levaduras por Tratamiento



Esta Tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuéles
medias son significativamente diferentes de otras.
Se identificaron 3 grupos homogéneos segun la alineacion de las X's en columnas.

Existen diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos.

Tabla 6.25 Comparaciéon de multiples rangos

Tratamiento Casos Media Grupos Homogéneos
Norma 3 2,3 X

Tratamiento 2 6 2,44 X

Tratamiento 5 6 2,895 XX

Control 3 2,95 XX

Tratamiento 1 6 3,105 X

Tratamiento 3 18 3,18167 X

Tratamiento 4 6 3,215 X

Método: 95,0 porcentaje LSD

Puesto que el valor-P es menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente
significativa entre la media de mohos y levaduras entre un nivel de Tratamiento y otro,
con un nivel del 95,0% de confianza.

Tabla 6.26 Tabla ANOVA para Mohos y levaduras por Tratamiento

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F  Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos 4,33983 6 0,723305 3,66 0,0053

Intra grupos 8,1043 41 0,197666

Total (Corr.) 12,4441 47




Los andlisis microbiologicos de mesofilos y mohos y levaduras para las pulpas
sometidas a los diferentes tratamientos de ultrasonido, muestran que hay diferencias
significativas entre ellos.

La efectividad del tratamiento de ultrasonido esta influenciado por diferentes variables
como la frecuencia, el tiempo, la temperatura, matriz y cantidad de la muestra
(Bermudez-Aguirre et al.,, 2011a), para el caso de esta investigacién los mesofilos
presentaron dependencia de la frecuencia pero no del tiempo de exposicion al
ultrasonido, donde el tratamiento de 40 kHz x 5 min resulté en una remocién de 0.36
logioUFCg! con respecto al control, mientras para los Mohos y levaduras no hay
dependencia y el tratamiento de ultrasonido bajo las condiciones evaluadas demostro
ser poco eficaz para su control, esto puede deberse a la accion de la alta temperatura
y presién generadas por las ondas de choque de corta duracién (menos de 100 ns)
durante la cavitacion (Delmas & Barthe, 2015), ya que estas se dan de manera
localizada y puntual y pueden inactivar microorganismos pero su efecto se limita a una
pequefia area de tratamiento y por lo tanto a un bajo un nimero de microorganismos
(Piyasena, Mohareb, & McKellar, 2003) (Li & Farid, 2016) ademas la pulpa de aguacate
es una muestra viscosa e irregular y de comportamiento reolégico no newtoniano
donde se superponen capas generando una especie de sombreado o de zonas
muertas que no permiten que el tratamiento de las ondas de ultrasonido sea
homogéneo (Aguilo-Aguayo et al.,, 2014; Zacarias, Vaccari, Alfano, Irazoqui, &

Imoberdorf, 2010).



6.7.5 Analisis microbioldgico de contaminacion artificial in vitro

A partir de un recuento de E. coli (18000 UFC g-1) en la pulpa de aguacate y presencia
de Salmonella spp, posterior a una contaminacion artificial, las muestras fueron
sometidas bajo los tratamientos de pasteurizacion y ultrasonido (condicién de maxima
frecuencia-tiempo 40kHz- 10 min), obteniendo recuentos de E. coli y evaluacion de
Salmonella spp como se presentan en la Tabla 6.27. Estos resultados de remocién de
E. coli de 0.08 log10UFCg™? para ultrasonido y 0.41 logioUFCg? para pasteurizacion,
muestran que la pasteurizacidon logra ser mas efectiva frente a la carga microbiana
evaluada, corroborandose su efectividad en la reduccién de la contaminacion
microbiologica (Olaimat & Holley, 2012) frente a las condiciones de tratamiento de
ultrasonido utilizadas en este experimento.

Tabla 6.27 Ensayo in vitro

Ensayo in vitro Control Pasteurizacion Ultrasonido
18000 UFC gt 7000UFC gt 15000 UFCg?
E. coli 4.26 logio UFC gt 3.85logio UFC g! 4.18 logio UFC gt
Salmonella spp Presencia Presencia Presencia

Teniendo en cuenta que hay reportes de la efectividad del tratamiento de ultrasonido,
encontrados por Maldonado et al (2011) quienes evaluaron el efecto de tratamientos de
ultrasonido de alta intensidad sobre E. coli usando suspensiones bacterianas (108
UFC/ml) y sonicando a 35 kHz y 100W (entre 2.5 y 10 minutos), obteniendo
reducciones de 0,8 ciclos logio en la concentracidén celular del microorganismo, esta
actividad bactericida del ultrasonido, esta atribuida al efecto sobre la integridad de la

membrana y a la pérdida de componentes celulares criticos, principalmente por el



efecto de cavitacion donde se promueve la implosion de micro burbujas las cuales
generan la liberacion de energia (Robles-Ozuna & Ochoa-Martinez, 2012). Pese a que
la concentracién de E. coli evaluada en esta investigacion es muy baja comparada con
la reportada por Maldonado (2011) en ambos hay una remocion del microorganismo,

dicha concentracion se tuvo en cuenta debido a la viscosidad de la muestra.



6.8Conclusiones y recomendaciones

La pulpa de aguacate PAC (Persea americana Mill. var Hass), cumplié con las
caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas exigidas por la resolucion
3929/2013, que la hacen potencialmente apta como materia prima para el
desarrollo de productos con valor agregado y/o como material susceptible de
transformacion, generando asi, usos alternativos para excedentes de cosecha
del cultivo de aguacate, permitiendo el uso de tecnologias de conservacion que
resulten en un incremento de la vida (til de dichos productos y sus

caracteristicas sensoriales.

Aungue no se lograron establecer las condiciones 6ptimas en las que la PAU
conservara tanto la calidad fisicoquimica como la microbioldgica, se encontré
gue a 25 kHz de frecuencia y 10 min, el tratamiento de ultrasonido presenté la
menor actividad enzimatica de la PFO; la frecuencia de 25kH es la menor
frecuencia empleada en los tratamientos la cual favorece los parametros
fisicoquimicos de acidez y cambio de color global AE. En cuanto a la calidad
microbiolégica de la pulpa de aguacate, se evidencié una disminucion del
recuento de mesdfilos a mayor frecuencia independiente del tiempo de

exposicion (40kHz).



El tratamiento de pasteurizacion (65°C, durante 20 minutos), fue mas efectivo
para el control microbiologico de la pulpa de aguacate, cuando se compard con
un tratamiento de conservacion alternativo como lo es el ultrasonido, al no
presentarse recuentos para las muestras de pulpa de aguacate evaluadas;
fendmeno contrario al que sucedié con el andlisis enzimatico, donde presentd
mayor actividad de la PFO y por ende un mayor deterioro del color.

Para proximos estudios, se sugiere el uso de tecnologias combinadas con
ultrasonido, que permitan generar una sinergia, tanto para una mayor prevencion
de los efectos adversos de la activacion enzimatica, como para la seguridad
microbiolégica del producto, en la busqueda de alternativas cada vez mas
viables que permitan reemplazar tratamientos de conservacion convencionales,

gue involucran el uso de altas temperaturas de procesamiento.
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