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RESUMEN

El ultrasonido ofrece una alternativa diferente para la conservacion y preservacion de los
alimentos, ademas de no presentar efectos adversos sobre los materiales donde se aplican. La
leche cruda y sus derivados son alimentos ricos en nutrientes, la crema de leche cruda como
subproducto de la transformacion industrial es susceptible de deterioro por la alta carga microbiana
y presencia de enzimas que desarrollan defectos no deseados en el producto (rancidez, oxidacion,
crecimiento de hongos entre otros). El objetivo de la investigacion fue evaluar el efecto del
Ultrasonido sobre la microbiota presente en crema de leche cruda con el fin de disminuir su carga
bacteriana. Las muestras de crema de leche cruda se recolectaron de la planta de produccion de
la empresa Freskaleche S.A.S. del Municipio de Aguachica, Cesar. Todos los analisis se hicieron
por triplicado, tomando como base la cantidad promedio de crema de leche diaria con muestras
aleatorias empacadas, rotuladas en bolsas de polietileno de baja densidad (300g) y refrigeradas (4
+ 2 °C); los experimentos se llevaron a cabo en las instalaciones de la empresa evaluando las
caracteristicas quimicas (pH, acidez), microbioldgicas (mesofilos aerobios, coliformes totales,
hongos y levaduras), enzimaticas (fosfatasa alcalina y peroxidasa), reoldgica (textura) y sensorial
(color, olor y sabor) antes y después del tratamiento con ultrasonido (US) a una frecuencia de 37
KHz, en un bafio ultrasénico, 500 W., con tiempos 2, 5y 10 minutos y temperaturas 30 y 40 + 2
°C, almacenadas en condiciones de refrigeracion (4 + 2 °C) durante 10 dias, (0, 3, 5, 7 y 10 dias).
Los datos experimentales obtenidos fueron evaluados estadisticamente mediante un disefio
factorial (tiempo y temperatura de exposicion a US en 4 y 2 niveles: 2, 5y 10 min, a30y 40 °C
respectivamente; se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) a un nivel de significancia de p <
0.05 y prueba POST HOC de Tukey mediante el paquete estadistico SPSS v. 19.0. De otra parte
se encontrd gue el ultrasonido no tuvo ningun efecto sobre las enzimas evaluadas. Se encontré que
el ultrasonido tiene un efecto bactericida sobre la carga inicial de la crema de leche cruda
producida en la planta de Freskaleche demostrando que el ultrasonido a 37 KHz a una temperatura
de 40 °C disminuye 62% la carga microbiana inicial de mesofilos aerobios y 96% de coliformes
totales, sin embargo los jueces semientrandos evidenciaron que el ultrasonido a 40 °C por 10
minutos afectaron las caracteristicas de la crema de leche en cuento textura, sabor, color respecto

a la crema de leche no tratada.

Palabras clave: bactericida, carga microbiana, crema de leche, ultrasonido, sensorial



INTRODUCCION

Los consumidores de la industria de los alimentos estan mas preocupados por los aspectos
relacionados con la higiene de fabricacidn de alimentos asi como la seguridad y transparencia en
los métodos de produccién. Freskaleche como empresa lactea de la region no es ajena a esta
situacion, presentando problemas relevantes como: acidificacion de la crema de leche antes de ser
ultra pasteurizada, alta carga bacteriana de la leche cruda y prolongado tiempo de espera a
temperatura ambiente (35 + 2 °C) en el proceso de descremado de la leche cruda lo que conlleva
a un incremento en la acidez, variacion de pH, inestabilidad proteica entre otros. La calidad
microbiolégica de la crema de leche depende directamente de la carga bacteriana inicial de la
leche cruda, el promedio reportado en los registros histéricos del Centro de Acopio de
Freskaleche, Aguachica es de 2.150.000 ufc/ml que estan por encima de lo establecido por la
legislacion Colombia, en la Resoluciéon 017 de 2012 (200.000 a 800.000 ufc/ml de leche
analizada); por este motivo las prolongadas esperas durante el proceso de descremado de la leche
cruda hacen que se pierda gran cantidad de kilos de producto sin alcanzar a tener un proceso

térmico final como la ultra pasteurizacion.

En los Gltimos afios, han surgido alternativas emergentes de conservacion de alimentos como el
ultrasonido, reduciendo cargas logaritmicas de bacterias a un porcentaje muy bajo sin necesidad
de adicionar conservantes quimicos, esto conlleva directamente a mejorar la vida Gtil del producto
terminado y a minimizar las pérdidas por acidificacion de la crema de leche en procesos

intermedios.

El ultrasonido es una onda sonora, con una frecuencia superior a la perceptible por el oido humano
(mayores de 16 kHz). Estas ondas a su paso por el alimento producen diversos fendbmenos que
son los responsables de su accion contra los microrganismo: aumentos de temperatura extremaos,
cambios de presion y formacion de radicales, provocando dafios en las paredes de los
microrganismos tras provocarles un estrés fisico importante. Tiene un efecto mayor en levaduras,
bacterias gram positivas y gram negativas que en esporuladas. (Guerrero y Alzamora, 2004).
Actualmente se investiga en alimentos liquidos como zumos y leche; intentando alcanzar la
letalidad de una pasteurizacién y una esterilizacion sin que se deterioren las caracteristicas
organolépticas. Esta técnica cuenta con la ventaja de que se le pueden sumar otras tecnologias
durante el tratamiento como el calor y la aplicacion de presiones mayores, haciendo asi mas

efectivo el proceso de inactivacién. Otro uso que se le puede dar es la inactivacién de enzimas



alterantes sin aplicar calor (Zhao y Basir, 2007).

Uno de los objetivos de las nuevas tecnologias en conservacion de alimentos es que sea capaz de
reducir los microrganismos alterantes y nocivos sin que se vea afectada la calidad sensorial de los
alimentos, en este caso la crema de leche cruda. Por ejemplo, los procesos de pasteurizacion
normalmente suelen utilizar unas temperaturas muy elevadas y ello afecta a la calidad
organoléptica del producto (Chouliara, 2008). Asi mismo el poder conseguir un alimento seguro
en el tiempo sin que pierdan sus caracteristicas sensoriales es la linea de investigacion de la
tecnologia de conservacion de los alimentos. Entre los nuevos procesos como las radiaciones
ionizantes o las altas presiones hidrostaticas, también se encuentran los ultrasonidos (Chemat,
2011).

Con base en lo anteriormente expuesto, se crea la necesidad de realizar trabajos de investigacion
que permitan esclarecer el efecto de tecnologias emergentes de caracter no térmico como el
ultrasonido, sobre la estabilidad microbiol6gica de productos de importancia nutricional,
causando a la vez un impacto tecnolégico positivo en la industria alimentaria de la region. La
industria de alimentos en Colombia necesita afrontar de manera competitiva los retos tecnol6gicos
establecidos para las nuevas generaciones, y para ello requiere un replanteamiento de las
tecnologias de procesamiento actualmente utilizadas. Por este motivo, esta investigacion propuso
evaluar el efecto de la aplicacion del ultrasonido en la micro flora bacteriana presente en la crema
de leche cruda procesada en la empresa Freskaleche S.A., con el fin de reducir su alta carga
microbiana y llevarla en un futuro no muy lejano a niveles industriales. Asimismo, Chemat et al.
(2017) consider6 que el ultrasonido es una tecnologia innovadora de procesamiento de alimentos
y su papel en la promocién de la alimentacion sostenible. La industria del ultrasonido, en conjunto
con el microondas, pulsos eléctricos, campos magnéticos, presion hidrostatica, procesamiento de
fluidos supercriticos; moldean una tecnologia ecoldgica utilizada durante 30 afios y lleva una gran
cantidad de fuerza hoy ademads, los nuevos procesos alimentarios permiten una reduccion
significativa en los tiempos de procesamiento ahorro general en el consumo de energia, al tiempo
que garantiza la seguridad de alimentos y amplios beneficios para la industria (Misra et al., 2017)
la potencia de ultrasonido genera una serie de efectos que resultan del colapso de la cavitacion las
burbujas, que son beneficiosas en el procesamiento de alimentos. Algunos de las aplicaciones mas
atiles son la extraccion asistido por ultrasonido, emulsificacién, viscosidad cambios y
modificacién de proteinas, cristalizacion y esterilizacion, secado y ablandamiento de la carne
(Mason et al., 2015) el procesamiento del ultrasonido cubre una amplia gama de frecuencias

acusticas, comenzando con una frecuencia como bajo como 18 khz hasta varios mhz las



aplicaciones son diversos como el espectro de frecuencia es amplio al final de menor frecuencia
18 khz a aproximadamente 100 khz, también conocido como potencia ultrasénica, los efectos son

causada principalmente por la inestabilidad de la cavitacion (knoerzer et al., 2015).
1.1 PRODUCCION DE LECHE.

En todo el mundo, el sector de produccion de leche y desarrollo tecnoldgico de los lacteos
probablemente sea uno de los sectores agricolas y tecnoldgicos mas golpeados por la violencia y
la competencia de precios. En gran parte de los paises desarrollados el gobierno subsidia un dinero
para el desarrollo y aplicacion de nuevas tecnologias, lo que fomenta una gran produccién y a
mejorar la calidad en el tiempo para hacerlos méas competitivos. Los gobiernos pagan los subsidios
a las exportaciones a fin de colocar el excedente de la produccién en los mercados mundiales, y
tanto los paises desarrollados como los paises en desarrollo levantan y colocan impuestos para
proteger su sector lechero de una competencia poco legal. Estas variaciones en el mercado
producen considerables y diversos efectos en los productores y los consumidores de los paises en
desarrollo y los paises desarrollados, efectos que son en extremo dificiles de cuantificar (Knips,
2014).

La produccidn de leche en Colombia se realiza bajo una gran diversidad de sistemas de produccién
que se hallan determinados, entre otros factores, por la variedad de alternativas tecnolégicas que
se utilizan, los ambientes socio — culturales y las formaciones agroecoldgicas en los que se
encuentran inmersos asi como por los objetivos econémicos que se establecen. Por las mismas
razones, la calidad higiénica y nutricional de la leche producida es muy variable, asi como el
impacto ambiental que se genera, las relaciones laborales existentes y el cuidado que se prodiga a

los animales (Correa, 2005).

El consumo aparente de leche se ubicd en 143 litros por persona en 2014, cifra que si bien ha
registrado un aumento desde 1990, se mantuvo estable en los Gltimos 2 afios, ubicandose entre los
140y 141 litros segun reporte de Fedegan y el Fondo Nacional del Ganado, FNG en la década de
los 90 los colombianos consumian 115 litros y para el afio 2000 la cifra habia aumentado 15 litros,
mientras que en 2013 se mantenia en 141. (FEDEGAN, 2015). EI consumo regional de leche se
divide en dos preferencias, leche cruda y leche procesada. Al revisar la cultura del municipio alin
se encuentran lugares de expendié de leche cruda donde los controles son minimos por parte de la
Secretaria Municipal de Salud, y el otro nivel de consumo lo hacen de varias empresas de lacteos
de orden nacional y regional, se puede decir que el consumo per capita esta muy cercano al orden

nacional, 140 litros promedio al afio.



En el municipio de Aguachica, esta actividad ocupa entre el 40 % y 70 % del area total de la finca
con pastos naturales en rastrojados y medianamente manejados. Cerca de 60.000 hectéreas estan
dedicadas a la ganaderia con una poblaciéon ganadera, en 1999, de 83.500 cabezas de ganado,
aproximadamente. La ganaderia bovina que se explota en Aguachica es de doble propésito (carne
y leche) y de levante, con gran potencial de producciédn lechera y carnica. Se desarrolla en unidades
entre 50 y 140 hectareas. La relacion de ganado vacuno para doble proposito, de especie criolla y
cebu, oscila entre 40 y 150 animales, y para levante entre 70 y 140 cabezas por unidad productiva.
En cuanto a la leche, Aguachica en 1999 tenia 17.000 vacas de ordefios que en promedio producian
59.500 litros de leche por dia, equivalentes a 3.5 litros de leche por vaca al dia. Con esta
produccion Aguachica se ubicaba como el cuarto Municipio productor de leche en el Cesar,
después de Valledupar, Codazzi y San Martin (CDIM, 2001).

La leche cruda en la region del sur de Cesar y sur de Bolivar, donde se centra la recoleccion de la
empresa Freskaleche, acopia un volumen de 120.000 litros promedio al dia durante época de
invierno y decayendo a un volumen de 80.000 litros en época de verano, teniendo una compra
anual de aproximadamente unos 37 millones de litros de leche. La ubicacion estratégica tanto por
la compra de leche cruda como de la comercializacion de los productos hacen que la planta de
Freskaleche sede Aguachica tome fuerzay los directivos de la empresa quieran invertir en ella. El
facil acceso desde varias zonas del pais, atraen a compradores y comercializadores, y ven en la
empresa una buena opcién al momento de la compra de sus productos. La intencién de ampliar el
portafolio de productos de la empresa y desarrollar un producto que toma gran auge dentro de los
consumidores, es la crema de leche, lo que hace gque se tenga contemplado la mejora de sus
procesos y optimizacion de la produccion. La produccion de crema de leche esta en un volumen
de 2.000 litros diarios, teniendo un proyectado de 10.000 litros diarios en un futuro no muy lejano,

siempre y cuando la calidad de la misma pueda garantizarse durante su proceso productivo.
1.2 CREMA DE LECHE.

Es el producto de la concentracion de la grasa de la leche, obtenida por separacion (Keating, 2002).
La separacion de la crema o nata se fundamenta en la diferencia de densidad entre los glébulos
grasos (0,93) y la que constituye la leche desnatada (1,036). Cuando la leche se deja en reposo se
habla de separacion por decantacion espontanea o estatica, los glébulos grasos se separan en
régimen laminar, es decir, sin turbulencia. La separacién mecénica por accion centrifuga, es una
operacion rapiday en flujo continuo, se recurre a la fuerza centrifuga que separa a los componentes

de la leche en capas distintas en base a la densidad, de este modo se obtiene: la crema, la leche



descremada y las impurezas contenidas en la leche (pelos, tierra, guano, etc.) El descremado

mecanico se realiza en equipos denominados descremadoras o desnatadoras. (Walstra, 2003).

La grasa de la leche puede ser descompuesta por diferentes bacterias, levaduras y mohos que no
constituyen grupos definidos si se tienen en cuenta otras caracteristicas. Las bacterias son en su
mayor parte aerobias o facultativas, proteoliticas y no producen acido. En la grasa de la leche

pueden tener lugar las siguientes modificaciones:

1. Oxidacion de los acidos grasos no saturados, la cual, junto con otras descomposiciones,
da lugar a aldehidos, &cidos y cetonas y produce olores y sabores a sebo. Los metales, la luz solar,

y los microorganismos oxidantes favorecen las reacciones de oxidacion.

2. Hidrdlisis de la grasa de la leche a acidos grasos y glicerol por la lipasa. Es posible que la

lipasa estuviese ya inicialmente en la leche o puede tener procedencia microbiana.

3. Oxidacion e hidrdlisis combinadas para originar rancidez. Las especies bacterianas
productoras de lipasas se encuentran en muchos géneros, por ejemplo en los géneros
Pseudomonas, Proteus, Alcaligenes, Bacillus, Micrococcus, Clostridium y otros. Muchos mohos
y algunas especies de levaduras tienen actividad lipolitica. Pseudomonas fragi y Staphylococcus
aureus elaboran lipasas bastante termo resistentes, las cuales, si se encuentran en la leche fresca,

es posible que resistan la pasteurizacion. (Jay, 2009).

El contenido de grasa en los productos lacteos (tenor butiro métrico) es de gran importancia
econdmica y nutricional. Las vacas de raza Guernesey producen leche con mas tenor graso que
las vacas Holstein. Los productos lacteos descremados tienen menores valores de solidos totales,
grasa y energia. El contenido de grasa del queso depende del contenido original de grasa de la
leche del cual se parti6. La grasa, en la leche se encuentra en estado de suspension, formando miles
de glébulos de tres a cuatro micras de didmetro por término medio, variando de 1 a 25 micras.
Cuando se deja la leche en reposo, estos globulos ascienden formando una capa de nata. Estos
glébulos estan protegidos por membranas, evitando asi ataques enzimaticos. Por centrifugacion se
separa también la grasa de la leche, con lo que obtenemos dos productos: la leche descremada y
la crema. Un centimetro cubico de leche puede contener cerca de 3,000 a 4,000 millones de
glébulos de grasa. Cuando no se quiere que asciendan a la superficie, se recurre a la
homogenizacion de la leche, la que consiste en dividir a un décimo del normal estos glébulos de

forma que queden mas tiempo en suspensién. (Zela, 2005).



Acidos grasos; la grasa de leche contiene triglicéridos derivados de una amplia variedad de 4cidos
grasos saturados e insaturados, se diferencia de otras grasas alimenticias por su alto contenido de
acidos grasos saturados de cadenas cortas. Los acidos grasos presentes en la leche mas importantes
son: oleico, palmitico, esteérico, miristico laurico y butirico. El oleico y linoléico son insaturados
y liquidos a temperatura ambiente, al igual que el butirico, caproico y caprilico. El resto de los
acidos grasos tienen puntos de fusion altos (31 a 70 °C), por lo que son solidos a temperatura
ambiente. CH3 — (CH2)7 — CH = CH — (CH2)7 - COOH El &cido oleico tiene un doble enlace y
un punto de fusion de 14° C, por lo que tiene un indice de yodo bajo, lo que nos da una idea de su
consistencia. Cuando las vacas comen mucho pasto, aumenta el contenido de acido oleico, siendo
maés liquida la grasa. Adicionalmente a los triglicéridos, la grasa de la leche contiene pequefias
cantidades de fosfolipidos como la lecitina y la cefalina, esteroides como el colesterol y vitaminas
liposolubles como A, D, E y K. (Gil y Ruiz, 2010)

Muchas de las alteraciones de la nata puede deberse a que dur6 varios dias en la finca antes de ser
recogida. Durante este tiempo pueden crecer en ella bacterias lacticas, bacterias que producen gas,
y otros microorganismos capaces de alterarla, y a continuacion pueden crecer en ella mohos, por
ejemplo Geotrichum candidum y levaduras que fermentan la lactosa, que sélo se encuentran en la

nata en algunas ocasiones.

Los sabores no deseables de la nata pueden ser adquirirlos del pienso que come la vaca,
absorberlos del ambiente, o pueden aparecer en ella como consecuencia del crecimiento de
microorganismos. Alimentos tales como las cebollas, los ajos, la especie Galinsoga parviflora
(guascas), el mastuerzo, y el ensilado de mala calidad aportan sabores anormales a la nata
(Budhkar, 2014). Los compuestos volatiles que pueden ser absorbidos a partir del aire ambiental
constituyen los olores procedentes del establo y de los compuestos quimicos que en el mismo se
emplean, por ejemplo el queroseno, la gasolina, los sprays anti-moscas, los desinfectantes, etc. La
multiplicacion de los microorganismos en la nata y en la leche de la cual se obtiene, puede dar

lugar a cualquiera de los siguientes sabores desagradables:

° Sabor a queso, producido por lactobacilos

° Sabor a rancio, como consecuencia de la actividad lipolitica llevada a cabo por bacterias
y mohos y, tal vez, debido a la lipasa existente en la nata

° Sabor a establo, producido por especies del género Enterobacter sp.p

° Sabor a malta, producido por Streptococcus lactis var. Maltigenes

° Sabor a levadura, producido por levadura



° Sabores a enmohecido, debidos a mohos y a actinomicetos

° Sabores metalicos, producidos por metales disueltos en natas de elevada acidez

° Sabor insipido, como consecuencia de la destruccion del diacetilo por bacterias como por
ejemplo por algunas especies del genero Pseudomonas sp.p

° Sabor muy acido, cuando la nata tiene una acidez excesiva

° Sabor a sucio, producido por las bacterias coliformes.

En la nata, los microorganismos pueden producir sabores debidos a reacciones quimicas, estos
pueden ser: la rancidez, producida por la lipasa de la nata, el sabor a sebo, debido a la oxidacion
de las grasas no saturadas catalizadas por el cobre y por enzimas bacterianas y favorecida por el
pH bajo, el sabor a pescado, debido a la produccion de trimetilamina a partir de la lecitina (Spreer,
1991).

1.3 MICROBIOLOGIA DE LA CREMA DE LECHE CRUDA.
Uno de los aspectos relevantes en esta investigacion es la microbiologia de la crema de leche.

La flora bacteriana existente en leche cruda, leche pasterizada, y productos lacteos, pueden llegar

a modificar el producto de la siguiente forma:

a. Los microorganismos pueden producir cambios deseables en las caracteristicas fisico quimicas

de la leche durante la elaboracion de diversos productos lacteos.

b. Los productos lacteos y la leche pueden contaminarse con microorganismos patégenos o sus

toxinas y provocar enfermedad en el consumidor.

c. Los microorganismos pueden causar alteraciones de la leche y productos lacteos afectando la

calidad de sus subproductos (Jay, 2009).

e Bacterias lacticas. Son un grupo de bacterias de diferentes géneros, ampliamente
distribuidas en la naturaleza. Son formadoras de textura y ayudan al establecimiento de
las condiciones para la elaboracion de ciertos productos lacteos. Por efecto de la acidez
producida por la fermentacion de la lactosa, la leche puede llegar a coagular gracias a la
coalescencia de las caseinas al alcanzarse el pH iso-eléctrico. En la elaboracion de crema
y mantequilla una ligera acidificacién permite acelerar el proceso y aumentar el
rendimiento (Frazier, 1993). Algunas especies producen polisacaridos (gomas, mucina),

gue aumentan la viscosidad de la leche cambiando su textura Streptococcus termophilus,



Lactobacillus bulgaricus, Leuconostoc cremoris. Aportan sabor y aroma, ya que como
parte de su metabolismo fermentativo se da la produccion de acetaldehido, diacetilo,
acetoina, acetona, lactonas, acidos volatiles, alcohol y gas. Este efecto se lleva a cabo por

varios mecanismos:

Ciertas especies producen bacteriocinas (Lactococcus lactis subsp. lactis, Enterococcus spp.) las

cuales son proteinas que se comportan como antibidticos y que inhiben el crecimiento de bacterias

relacionadas con estas. Con la produccion de &cido y descenso del pH se logra la inhibicion de

otras especies bacterianas y la conservacion de los alimentos; el efecto bio-preservador también

se cumple gracias a la competencia por nutrientes que se da entre las diversas especies bacterianas
(Mestres, 2004).

Estafilococos. Son anaerobios facultativos, fuertemente fermentadores. Son de gran
importancia desde el punto de vista sanitario. Causan mastitis y pueden provocar
enfermedades o intoxicaciones en los humanos. Staphylococus aureus produce una
exotoxina que causa fuertes trastornos intestinales en los humanos, la cual es termo
resistente, por lo cual no es destruida con la pasteurizacion (Frazier, 1993).

Micrococos. Débilmente fermentadores, forman parte de la flora inocua que contamina la
leche cruda. Tienen poca actividad enzimaética, por lo tanto son de muy poca importancia
como agentes de adulteracion en la leche. (Hassan y Frank, 2002).

Bacterias esporuladas. Los Bacillus son bacterias aer6bicas con actividad enzimética
variada producen acidificacion, coagulacion y protedlisis. Los Clostridium son anaerobios
estrictos, producen gas. Algunos producen toxinas patdgenas (Clostridium botulinum).
Ambos géneros son de poca importancia en leche cruda, su crecimiento es inhibido por
las bacterias lacticas. Cobran importancia en productos lacteos que tengan como fin la
ultrapasteurizacién. (Alais y Lacasa, 2003).

Pseudomonas spp. Mas del 50% de la flora Gram negativa de la leche cruda esta
representada por este género. Juegan un papel importante en la conservacion de productos
lacteos, ya que ademas de ser psicréfilas, varias especies tienen un gran poder proteolitico
y lipolitico. Ademas se ha descrito que algunas de estas enzimas resisten temperaturas por
encima de los 80 °C, por lo cual pueden causar alteraciones ain en productos elaborados
con leches pasteurizadas (Alais y Lacasa, 2003).

Enterobacterias. Las bacterias entéricas pueden separarse en dos grandes grupos; el
Ilamado grupo entérico formado por bacterias que presentan caracteristicas comunes con

las bacterias intestinales; y el grupo de bacterias relacionadas cuyos componentes



presentan en comin con los primeros su metabolismo anaerobio facultativo y la capacidad
de colonizar ambientes intestinales en situaciones patoldgicas. Las bacterias del grupo
entérico forman un conjunto de microorganismos muy heterogéneo (el contenido de G+C
del grupo varia del 40 al 60%) cuya caracteristica comun mas relevante es ser anaerobios
facultativos: desarrollan un metabolismo respiratorio en condiciones aerobias y un
metabolismo fermentativo en anaerobias. Sélo algunos miembros del grupo son capaces
de respirar NOgzaunque esta no es una caracteristica general del grupo. Son todos
microorganismos quimioorganotrofos con pocos requerimientos nutricionales por lo que
pueden crecer en medios de cultivo relativamente simples. Morfol6gicamente son bacilos
cortos y cocobacilos Gram-negativos (Frazier, 1993).

e Coliformes. Se entiende como coliformes todos los representantes de la familia
Enterobacteriaceae que desdoblan la lactosa produciendo &cido y gas, los géneros mas
importantes de esta familia son: Escherichia spp. , Citrobacter spp. , Klebsiella spp. y
Enterobacter spp. y son indicadores de falta de higiene en la rutina de ordefio. Los
Coliformes se determinan con medios liquidos y solidos debido a su accion sobre la
lactosa formando acido (Frazier, 1993).

¢ Hongos, levaduras y mohos. Algunos géneros de levaduras y mohos son de importancia
para la industria lactea. Su presencia indica deficientes condiciones higiénico-sanitarias.
Pueden producir deterioros en la leche o en productos derivados. Los hongos que
producen micotoxinas resultan muy peligrosos, sobre todo a que estos metabolitos son
termorresistente (Jay, 2009).

e Virus. La leche se puede contaminar con los virus causantes de la Fiebre Aftosa,
Estomatitis Vesicular, Brucelosis, los cuales solo se pueden llegar a trasmitir a los

humanos por consumo de leche o productos lacteos crudos sin procesar (Hassan, 2002).

1.4 LAS ENZIMAS

Segun Walstra (2003) las enzimas son sustancias organicas, complejas de naturaleza proteica y
gue actian como iniciadoras de reacciones quimicas permaneciendo intactas después de producir

las reacciones.

La leche contiene varias enzimas, algunas se hallan en las membranas de los glébulos de grasa,
por lo que son arrastradas cuando se separa la crema; entre ellos estan los reductosos aldehidicos,
fosfatosos, etc. Otras enzimas floculan con la caseina a pH 4.6, por ejemplo los proteasos,

catalosos, etc. Muchas veces es dificil saber el origen de las enzimas, ya que las bacterias que



pueden hallarse semejantes a los que se sintetizan en las glandulas mamarias. La actividad
enzimatica de la leche depende del pH y de la temperatura. La elevacion de la temperatura a mas

de 70 °C provoca su destruccion. Las principales enzimas presentes en la leche son las siguientes:

Las hidrolasas: lipasa, fosfatasa, amilasa y lactasa

° Lipasas (responsables de la rancidez de la leche),

° Fosfatasa (en la membrana del glébulo de grasa),

° Proteasas (asociadas a la caseina)

) Amilasas (hay enzimas desnitrificantes y enzimas sacarificantes, o y [ amilasas

respectivamente),
° Lisozima, es importante desde el punto de vista de la nutricion ya que facilita la
precipitacion de la caseina en forma de floculo lo que mejora su digestibilidad; por otra parte posee

propiedades bacteriostaticas. (Celis, 2009).

Las oxidoreductasas: peroxidasa y catalasa.

° Lactoperoxidosa,

° Reductasualdolasa (asociada a la membrana del glébulo de grasa),

° Catalasa,

a. Lipasas. Estaenzima produce la hidrolisis de la grasa descomponiendo los glicéridos en

glicerol y &cidos grasos. La liberacion del acido butirico es una de las causas del sabor rancio en
la leche La lipasa nativa de la leche es termosensible y se inactiva con la pasterizacion lenta a
bajas temperaturas, pero la lipasa que producen las bacterias como las Pseudomonas, Alcaligenes
y Bacillus, principalmente, son termorresistentes y solo se inactivaran sometiendo la leche a altas
temperaturas, tal es el caso de la alta pasterizacion. Las lipasas estan ligadas fuertemente a la
caseina de la leche y se puede extraer de la cuajada formada por el cuajo, tratandola con soluciones
tampones. (Alais, 2003).

b. Fosfatasas. La leche dos enzimas que hidrolizan los ésteres fosforicos, la
fosfatasa alcalina cuyo maxima actividad es a un pH de 8 y las fosfatasa acida cuya actividad
maxima es a un pH de 4. La fosfatasa alcalina es la de mayor importancia por su sensibilidad al
calor. Esta es una metaloproteina que contiene en su molécula Zinc (Zn) y esta ligada a la materia
grasa. La resistencia al calor de esta enzima es un poco superior a la de las bacterias patdégenas

gue pueden existir en la leche por lo que se usa en la industria para el control de la pasterizacion



de la leche, asi sea la pasterizacién alta o lenta. Cuando la Fosfatasa se destruye lo hacen también
las bacterias patdgenas. La prueba fosfatasa consiste en valorar colorimétricamente el fenol que

se libera del fenilfosfato - disédico por la accion de la enzima (Alais, 2003)

C. Amilasa. La accion principal de esta enzima es la sacarificacion del almidén cuya
reaccion se puede identificar con la prueba del yodo. 100 ml de leche normal a 25 °C hidrolizan
22.5 g de almiddn soluble. Si se calienta a 60 °C por 1 hora 0 a 65 °C por 30 minutos la enzima se
destruye (Alais, 2003).

d. Lacto — peroxidasa. Fue la primera enzima que se descubrié en la leche, su contenido
en la leche representa un 0.2% del total de contenido proteico. Es una proteina hémica por contener
en su molécula un atomo de hierro. Es bastante resistente al calor pues solo se destruye
sometiéndola a 70 °C por 30 minutos o a 80 °C por 30 segundos. Es una enzima de oxidacion
indirecta, porque libera el oxigeno atdmico de los peroxidos como el agua oxigenada (H20)
(Alais, 2003).

e. Catalasa. Esta enzima reacciona con el perdxido de hidrégeno liberando agua y oxigeno
molecular. Debido a que los leucocitos producen catalasa se utiliza para detectar el origen de
leches mastiticas ya que el volumen de oxigeno producido es proporcional a la cantidad de
leucocitos en la leche. Se encuentran tablas que relacionan ambos factores. Sin embargo esta
prueba no se puede utilizar en leches muy contaminadas porgue los resultados podrian confundirse
con el efecto producido por la catalasa de las bacterias. Asi mismo la cantidad de catalasa varia
segun la raza, la alimentacion y el momento de ordefio de la vaca, por lo que el uso de esta prueba

ha disminuido apreciablemente (Walstra, 2003).

Las enzimas tienen un gran factor determinante en el deterioro de la leche cruda y sus derivados,
por tal motivo se deben revisar y tener presentes a la hora de poder darle cualquier tratamiento
para su inactivacién o efecto retardante. La leche contiene numerosas enzimas relacionadas con
el grupo de las albuminas, con las cuales generalmente precipitan. Algunas se encuentran
concentradas en la membrana superficial de los glébulos grasos y son arrastradas por la nata
(reductasa aldehidica, fosfatasa); otras precipitan con la caseina a pH 4,6 (proteasa, catalasa, etc.).
La distribucion de las enzimas de la leche ha dado lugar a numerosos estudios en los que los
resultados a veces son discordantes, lo que puede explicar el método de fraccionamiento. Por
ejemplo, la catalasa se encuentra en gran parte con la caseina separada por precipitacion, mientras
que queda muy poca en la caseina obtenida por ultrafiltracion. Por otra parte, en la leche se

encuentran activadores e inhibidores de la enzima cuya accidn depende de su concentracion en la



fraccién considerada. A veces es dificil determinar su origen, ya que las bacterias, que
frecuentemente se encuentran en la leche, producen enzimas del mismo tipo; el desarrollo de estas
bacterias aumenta, por consiguiente, la cantidad de enzimas presentes o aportan otras nuevas.
(Morata, 2011).

1.5 TECNOLOGIAS EMERGENTES

Segin Chemat (2011), varias de las técnicas de procesado de los alimentos tradicionales han
alcanzado ya su estado 6ptimo, sin embargo las demandas de los consumidores y las regulaciones
ambientales, cada vez més son mas estrictas, conducen a su modificacién o a la implementacion
de nuevos procesos. La aplicacion del ultrasonido de potencia en la industria lactea se ha limitado
al tratamiento previo de la leche para elaborar algunos quesos y con mas énfasis en el yogur, con
el objetivo de reducir la flora microbiana, inhibir la actividad enzimatica, promover una mayor
homogeneidad en la matriz grasa—proteina, mayor estabilidad, color mas blanco y mejor textura.
(Barbosa y Bermudez, 2008). Actualmente, para procesar y conservar alimentos que cumplan con
éstas demandas, deben efectuarse modificaciones en los procesos de conservacion tradicionales

adoptando nuevas tecnologias. (Knorr, 2004).

El ultrasonido de alta intensidad es una de estas tecnologias promisorias, la cual ha traido
considerable interés en la ciencia y tecnologia de los alimentos, debido a sus efectos benéficos en
el tratamiento y la conservacion de alimentos. (Barbosa y Bermddez, 2008). Con esta techologia
se pueden desarrollar mejoras en la calidad e inocuidad de los alimentos procesados sin recurrir a
procesos fisicos severos, ofreciendo un potencial para mejorar los procesos existentes, asi como
para el desarrollo de nuevas opciones de procesos, pues ésta, en base a la tecnologia convencional,
logra altos rendimientos en la produccion, reduce tiempos de procesado, mejora propiedades como
el sabor, la textura, el flavor, el color, inhibe-controla la proliferacion de microorganismos
patégenos (Mawson,2008), requiere menor consumo de agua Yy energia contribuyendo
adicionalmente a la conservacion del medio ambiente, siendo una tecnologia confiable y aceptable
(Mason, 1991).

Tradicionalmente, el tratamiento térmico, en la pasteurizacion y la esterilizacion con el empleo de
altas temperaturas en funcion del tiempo tienen la capacidad de destruir: microorganismos y
enzimas (microbianas y propias de la leche), siendo estas Gltimas responsables del deterioro de los
alimentos. Sin embargo, su eficacia depende de la temperatura de tratamiento y el tiempo y esto
lleva a la pérdida de nutrientes, el desarrollo de sabores indeseables, colores y el deterioro de las

propiedades organolépticas de los alimentos (Alais, 2003). Como resultado estan las nuevas



tecnologias no térmicas que estan prometiendo un panorama de gran interés para la conservacion
de los alimentos. Las nuevas tecnologias se estan desarrollando para asegurar la conservacion de
alimentos sin el uso de conservantes, sin la pérdida nutricional y las caracteristicas organolépticas
propias del alimento (textura, color, sabor) , con un bajo consumo de energia, un coste competitivo,

un respeto al medio ambiente y un alto grado de seguridad (Raventos, 2005).

El ultrasonido de alta intensidad no es una tecnologia estandarizada, por lo cual es necesario su
desarrollo y escalado ante cada nueva aplicacion, ademas que un mejor entendimiento de los
complejos mecanismos fisicoquimicos de accion del ultrasonido de alta intensidad relacionados
con el tiempo de aplicacion (duracidn), intensidad y frecuencia de las ondas de ultrasonido y sus
efectos en las propiedades tecnoldgicas y funcionales de los alimentos puede reforzar las
aplicaciones actuales del ultrasonido y contribuir a la presencia del ultrasonido en los procesos de

la industria de los alimentos en el futuro (Soria y Villamiel, 2010).
1.6 ULTRASONIDO

El ultrasonido, al igual que los sonidos, son ondas mecanicas de tipo longitudinal que se propagan
por las particulas del medio como un movimiento ondulatorio, a una velocidad determinada a
partir de su foco emisor. La diferencia entre ambos es que en los primeros no son capaces de
estimular el mecanismo de audicién. La capacidad de percepcion del sonido depende de que su
intensidad supere un umbral determinado y de que su frecuencia se encuentre entre ciertos limites.
El espectro sonoro para el ser humano comprende una zona audible, que varia entre los individuos
segun la edad, aunque se admite que abarca desde los 16 hasta los 20.000 Hz. Existen dos zonas
inaudibles, una por debajo de los 16 Hz y otra por encima de los 16.000 0 20.000 Hz (ultrasonidos).
El ultrasonido de emision continua aplicada a intensidad media o baja, se emplean
fundamentalmente por su efecto térmico en profundidad. A intensidades elevadas, en cambio

predomina, la accién mecénica intensa, con gran capacidad destructiva (Martinez, 1998).

Ultrasonidos de alta potencia tiene solo recientemente hasta hace pocos afios un uso aplicado
comercialmente a gran escala en las etapas de emulsién, homogenizacién, extraccion,
cristalizacion, deshidratacion, pasteurizacion a baja temperatura, desgasificacion, antiespumante,
inactivacion y desactivacion de enzimas, reduccién de tamafo de particulas y de alteracion de la

viscosidad. Esto se debe a un mejoramiento del disefio de los equipos (Pataste y Bates, 2008).

La energia acustica es uno de los tipos fundamentales de energia que se encuentra en la naturaleza.

Los sonidos son oscilaciones mecénicas en el tiempo que tienen lugar en el seno del material por



el que se propagan (Muleta, 2003). A diferencia de las ondas electromagnéticas, como las
microondas, las ondas acusticas necesitan de un medio material para su propagacion al tratarse de
ondas elasticas. Asi, las ondas electromagnéticas pueden transmitirse por el vacio mientras que el
sonido no. Los ultrasonidos son ondas acusticas de frecuencia superior a 20 kHz, valor que
representa el limite de audicién humano (Raja, 2004). Esta clasificacion no esta basada en ningin
tipo de fundamento fisico, ya que las leyes de generacion y propagacion del sonido son las mismas

en todo el espectro de frecuencia. (Figura 1)
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Figura 1. Clasificacion del sonido en funcién de la frecuencia. Fuente: Young, 2009, Fisica Universitaria,

volumen 1.
1.6.1 Bafios ultrasonicos

Los bafios ultrasonicos son la fuente de ultrasonido mas empleada en la mayoria de los resultados
experimentales publicados en la literatura. Los bafios ultrasnicos usan cargas con distintas
polaridades, hacia las cuales el material responde por contraccion o expansion, ademas son

altamente eficientes (>95%) y pueden utilizarse en un amplio rango de frecuencias (Mason, 1991).

Los bafios ultrasonicos son econdmicos, simples y versatiles. Constan de un recipiente metalico
el cual tiene adosados a sus paredes, o en el fondo, uno 0 mas transductores. Los productos pueden
ser sumergidos en el bafio para ser tratados con el ultrasonido. En los bafios de ultrasonido, cuando
los transductores vibran, estos trasmiten su vibracion a todo el recipiente metalico, a su vez, éste
transmite la vibracion al liquido contenido en el recipiente. EI problema de estos equipos se
encuentra en que la reflexion en la interface aire-liquido produce la pérdida de ondas y un campo

de ultrasonido irregular dentro del bafio. Bajo estas circunstancias, un gran nimero de repeticiones



son necesarias para obtener conclusiones significativas (Mulet, 2003). EI hecho de calentar la
leche a una menor temperatura tiene ventajas. Segun el estudio, algunas proteinas de la leche
empiezan a desnaturalizarse (alterarse o romperse) a 63°C, cambiando el sabor de la leche al
crearse nuevos compuestos volatiles y eliminarse otros. La leche pasteurizada adquiere asi un
sabor distinto al de la leche cruda. La mayoria de los compuestos aromaticos presentes en la leche
fresca normal son compuestos carbonilicos, cetonas, ésteres, terpenos, aldehidos, acidos grasos
libres y compuestos de azufre. Mediciones realizadas en los dos compuestos mas significativos
detectados, dimetil amina y sulfuro de dimetilo, mostraron concentraciones similares en la leche

cruda y sonicada, mientras que en la leche pasteurizada eran hasta 40 veces mayor (Mestres, 2004).
1.6.2  Tratamiento ultrasonico

El uso de ultrasonidos para eliminar las bacterias coliformes y otros patdgenos que crecen en
ambientes oxigenados, necesita la mitad de energia que el proceso de pasteurizacion a alta
temperatura. De hecho, segln el estudio, la sonicacién supera con creces la tasa de destruccion de
gérmenes exigida por la FDA y aunque el sistema experimental resulta excesivamente lento para
su comercializacion, los investigadores ven claro que seria posible desarrollarlo para conseguir la
velocidad de procesamiento de los actuales sistemas de pasteurizacion. El tratamiento de
ultrasonido no cambid el pH de patrén de PLA, y menos agua que se necesitaba para saturar los
sustratos bajo el sistema mecanico-agitacion asistido por ultrasonidos. Mejor calidad demostré el
andlisis de los aceites asistidos por ultrasonido, el tratamiento no cambi6 significativamente el
valor PV de desgomado aceite de colza (P> 0,05), los resultados indican que el ultrasonido podria
ser una manera eficaz de reducir el tiempo, el agua y la dosis de enzima utilizada en el proceso de
desgomado PLA. El mecanismo de inactivacion microbiana por ultrasonidos de potencia es a
través de la cavitacion, la generacion y colapso de micro burbujas. Colapso de la burbuja dentro
de un liquido resultados medianos en temperaturas localizadas de hasta 5500 °C y presiones de
hasta 100 MPa. Consecuentemente la intensa energia local y alta presién lograr una localizada
efecto de la inactivacion. Los cambios de presion que se producen a partir de estos implosiones
son el principal mecanismo de ruptura celular microbiana (Piyasena, 2003). Un nimero de
parametros tales como la frecuencia y amplitud de las ondas de ultrasonido, asi como la
temperatura y la viscosidad de la influencia medio liquido el grado de cavitacién (Sala 1995),
(Mason, 1996). En los niveles més altos de amplitud que corresponde a intensidades de ultrasonido
superiores, de acuerdo con estudios anteriores (Guerrero, 2001). La medicion de la amplitud en
lugar de poder como una indicacion de la ultrasonico cavitacion se divulga para ser un método

fiable para la indicacidn de la potencia de ultrasonidos (Tsukamoto, 2004). La levadura presentado



inactivacion podria ser de una combinacion de fisica y quimica mecanismos que se producen
durante la cavitacion. Los efectos fisicos de sonicacion puede no resultar en la inactivacion de la
levadura debido al hecho de que células de levadura son relativamente rigidos y no podrén ser
alterados por la accién de microcorrientes (lida, 2008) la ruptura de las células de levadura debido
a las burbujas de cavitacion y la liberacién de la proteina intercelular de células de levadura por
accion del ultrasonidos podria ser propuesto como un método para evaluar los efectos fisicos
(mecénica) del campo ultrasonico. La cavitacion se refiere a la formacion de burbujas de gas y el
vapor de agua causado por la onda de presién que viaja a través del liquido estas burbujas crecen
sobre varias ciclos de presion hasta alcanzar un tamafo inestable y sufre un violento colapso,
generando altas presiones (hasta 2000 bar), temperaturas (hasta 5000 K) y cizallamiento
(Schossler et al., 2014; Knoerzer et al., 2015).

El efecto de la sonicacion sobre la inactivacion microbiana (E. coli y S. mutans) y el mecanismo
de inactivacion se basa principalmente sobre los efectos quimicos. (Ciccolini, 1997) las células de
levadura podrian contener nicleos de cavitacién y sonicacion y provocarian una cavitacion
interna, asi como microcorrientes interna, modificando la estructura celular. Efectos bactericidas
en células de levadura se reportaron durante las etapas iniciales de tratamiento con ultrasonidos,
con la bactericidas y bacteriostaticos efectos aumentando gradualmente con el tiempo y la

intensidad de la sonicacion (Tsukamoto, 2004).

El ultrasonido requiere un medio elastico para extenderse y funciona en frecuencias de 20 kHz a
10 MHz. Los principales efectos de los ultrasonidos en un medio liquido que se atribuyen a los
fendmenos de cavitacion, que se emiten a partir de los procesos fisicos que crean, agrandan y
implosionan micro burbujas de los gases disueltos en el liquido mediante la compresion y
descompresién de las moléculas que constituyen el medio (McClements, 1997). El colapso de la
burbuja de cavitacién crea un punto transitorio caliente con temperatura elevada y presion
localizada, que se han calculado a ser de hasta 5000 K y 5000 atm, que puede acelerar
dréasticamente la reactividad quimica en el medio (Flint y Suslick, 1991). Este fendmeno ha
encontrado numerosas aplicaciones en la industria alimentaria, como el procesamiento,

extraccion, emulsién, la preservacién, la homogeneizacidn, entre otros (Chemat, 2011).

El procesamiento de ultrasonido presenta un cierto nimero de parametros que deben ser
cuidadosamente estudiados ya que pueden influir en el proceso. Ademéas de los pardmetros
intrinsecamente relacionados con el dispositivo de ultrasonidos, tales como la frecuencia, longitud

de onda y amplitud de la onda, la energia de ultrasonidos y la intensidad consiguiente tienen



también un efecto sobre el proceso y puede ser optimizado. El efecto de la frecuencia puede estar
vinculado no s6lo para el tamafio de la burbuja de cavitacion, sino también a su influencia en la
resistencia a la transferencia de masa (Mulet, 2003). Aunque la literatura reporta las alteraciones
en los materiales se aumenta directamente con la energia de ultrasonidos (por inducir mayores
fuerzas de corte, dependiendo de la naturaleza y las propiedades del medio), en la industria
alimentaria este parametro se optimiza para la potencia minima necesaria para lograr el mejor
resultados (Feng, 2010). Otro pardmetro tal como la temperatura, el tiempo de tratamiento y el
tipo de disolvente (si lo hay) pueden afectar el proceso y por lo tanto se debe tomar en
consideracion.

Ademas de su aplicacion en procesos de transferencia de materia, los ultrasonidos de potencia se
han utilizado en otros campos de la tecnologia de alimentos. Entre otras, destacan las aplicaciones
en procesos de transferencia de calor, inactivacion de microorganismos y enzimas, operaciones de
limpieza, mejora de reacciones quimicas, tenderizacion de carne, formacion de emulsiones y en

procesos de corte de alimentos (Javanaud, 1988; Mason, 1996; Carcel, 1999).

Cuando las esporas bacterianas se exponen simultaneamente a las ondas ultrasonicas y al calor,
hay una reduccion de la resistencia de las esporas. El efecto es maximo cuando los dos efectos son
simultaneos, aunque cuando la ultrasonicacion se realiza inmediatamente antes del calentamiento
se reduce cierta reduccion a la resistencia (Ray, 2010). En Espafia ha sido estudiado este fendmeno
y se denomina manotermosonicacion (MTS) o termoultrasonicacion. Ademas de las esporas, se
ha demostrado que la MTS es eficaz para reducir la termoresistencia de las enzimas peroxidasa,

lipoxigenasas y polifenoloxidasa.

En un primer estudio del efecto de la MTS en la termoresistencia usando solucion de Ringer de la
cuarta parte de concentracion, el valor D a 110 °C de una cepa de B. Cereus fue reducido de 11.5
a -1.5 minutos y el de una cepa de B. Licheniformis de D a 99 °C desde 5.5 hasta 3 minutos. En
un estudio posterior que usé leche entera y dos cepas de B.subtilis, los valores de D a 100 °C
fueron reducidos de 2.59 a 1.60 minutos en una cepa, y de 11.30 a 1.82 minutos en otra. Los
valores z equiparables fueron 9.12-9.37 y 6.72-6.31, respectivamente. La ultrasonicacion se llevo
acabo a 20 kHzy 150 W el valor z parece confirmar la repercusién que tiene la MTS en los valores
z. Por lo que se refiere al mecanismo posible mediante el cual la termoresistencia de las esporas
bacterianas se reduce mediante tratamientos ultras6nicos un estudio que utilizé B.
stearothermophilus averigud que el tratamiento ultrasonico efectuaba la liberacion de calcio, acido

dipicolinico, acidos grasos, y otros componentes de peso molecular bajo. Se creia que el efecto de



esto en las esporas llevaba a un estado de hidratacion modificado y, de este modo, reducia la

termoresistencia. Estos no explicarian el efecto de la MST en las enzimas (Ray, 2010).
1.6.3 Uso industrial de ultrasonido

En 1998, Earnshaw, estudio, el uso industrial de la energia ultrasonica se ha explorado desde
mediados del siglo 20, pero s6lo unos pocos nimeros de aplicaciones se han introducido hasta
ahora en el mercado. (Leistner, 2000), durante los Gltimos diez o quince afios un renovado interés
para el procesamiento de ultrasonidos ha aparecido, especialmente en aquellos sectores en los que
la energia ultrasonica puede representar una herramienta limpia y eficiente para mejorar o producir
efectos (Mason, 1996). Tal parece ser el caso de relevante sectores como la industria alimentaria,
el medio ambiente, los productos farmacéuticos y los productos quimicos fabricacion, maquinaria,
etc., donde ultrasonidos de potencia se estd convirtiendo en una tecnologia emergente para el
desarrollo del proceso. El potencial de los ultrasonidos de potencia implica procesos fisicos y
guimicos. Los procesos fisicos son principalmente adscritos a efectos mecanicos de las ondas de
alta potencia en cualquier medio, mientras que los procesos quimicos se refieren a efectos
quimicos inducidos por la cavitacion ultrasénica en ligquidos. Los ultimos procesos se incluyen en
el término de sonoquimica. El término general para toda la zona es procesamiento de ultrasonidos.
El posible problema significativo en la aplicacion de alta intensidad de ultrasonido para
procesamiento industrial es el disefio y el desarrollo de los sistemas ultrasonicos de potencia
eficientes (generadores y reactores) capaz de trabajar a gran escala con éxito operacion adaptado
especificamente para cada proceso individual (Mulet, 2003). En el area de procesamiento de
ultrasonidos en medios fluidos y mas especificamente en los gases, el desarrollo de la familia de
generadores de energia con amplios radiadores ha contribuido fuertemente a la aplicacion a semi-
industrial y etapa industrial de varias aplicaciones comerciales, en sectores como la industria
alimentaria, el medio ambiente, proceso para fabricacion, etc. Por otra parte, el desarrollo de
reactores de cavitacion para el tratamiento de liquido en continuo flujo estd ayudando a introducir

en la industria del amplio potencial de la zona de sonoquimica (Herrero, 2006).

Los nuevos sistemas experimentales disefiadas y desarrolladas por los diferentes procedimientos
de secado constituyen la base modelos a una escala superior para aplicaciones industriales. Entre
las tecnologias de ésta naturaleza se encuentran las altas presiones, irradiacion, pulsos de campos
eléctricos de alta intensidad, campos magnéticos oscilantes y el ultrasonido (Beyza, 2007), siendo
esta Gltima una tecnologia que resulta mas econémica comparada con las anteriormente citadas.

Estas tecnologias han sido estudiadas para la mejora de la produccién en las industrias de frutas y



vegetales, carnicas y lacteos siendo principalmente empleadas en alimentos liquidos o acuosos
(Herrero, 2006).

La tecnologia de ultrasonido, desarrollada durante la Primera Guerra Mundial para la deteccion
de los submarinos, cuenta hoy con variadas aplicaciones en alimentos. Los ultrasonidos pueden
definirse como ondas acusticas inaudibles de una frecuencia superior a 20 kHz. Se diferencian los
ultrasonidos de baja intensidad (potencia menor a 1 W/cm? y frecuencia de 0.1 - 20 MHz) o de
alta intensidad (potencia de 10 - 1000 W/cm? y frecuencia menor a 0.1 MHz). Los primeros son
excelentes para medir propiedades del medio en el que se propagan ya que no producen ninguna
modificacién. El ultrasonido de alta intensidad, al poseer una frecuencia méas baja y mayor
potencia, produce cambios fisicos y quimicos en el medio a través de la generacién y subsiguiente
colapso de burbujas de cavitacion, las cuales aparecen, crecen y colapsan dentro del material donde
se propaga. Esto ocurre asimétricamente cerca de las interfaces y sobre las superficies (Villamiel,
2006) EI ultrasonido tiene las mismas propiedades de las ondas del sonido, como la refeccion,
interferencia, absorcién y dispersién, ademas de propagarse a través de liquidos, solidos y gases
(Torley, 2007). Durante la cavitacion se llegan a alcanzar dentro de las burbujas, durante tiempos
muy cortos, temperaturas de hasta 5.000 °C y presiones de 1000atm (Dolatowski, 2007), con

velocidades de calentamiento y enfriamiento de 109 °C/s. (Villamiel, 2006).

Aunque es un proceso no térmico, también ha de considerarse que parte de la energia puede
absorberse como calor elevando en cierta medida la temperatura del alimento. Para llevar a cabo
un tratamiento exitoso con ultrasonidos (con o sin combinacidn con otros procesos) han de tenerse
en cuenta factores como la amplitud de las ondas, el tiempo de exposicion, el tipo de
microorganismo o enzima, el volumen, composicién y pH del alimento, asi como la temperatura
y la presion en los procesos combinados (Mason, 2002). La combinacion del ultrasonido con calor
0 presion inactiva microorganismos y enzimas especialmente resistentes al calor. Dado que se ha
visto un escaso efecto del ultrasonido sobre las enzimas y los microorganismos, la mayoria de las
investigaciones se han encaminado a la combinacion del ultrasonido con calor (termosonicacién),
presion (manosonicacion) o ambos (manotermosonicacion), encontrandose un efecto aditivo o
sinérgico, dependiendo de cada caso (Guerrero y Alzamora, 2004). Estas combinaciones han
resultado ser muy Utiles en la inactivacién de microorganismos y enzimas especialmente
resistentes al calor. La manosonicacién y la manotermosonicacion pueden ser particularmente
eficaces en la pasterizacion y esterilizacion de mermeladas, salmueras o huevo liquido, y para la
descontaminacién de vegetales crudos (Vercet, 2001). La termosonicacion consiste en la

aplicacion del ultrasonido combinado con incrementos de temperatura aproximadamente de entre



10 y 20 °C por encima de la temperatura ambiente, ya que un aumento mayor de la temperatura
reduce el efecto de la cavitacion al elevarse la presion de vapor del alimento (Teorema, 2009).
Efecto del ultrasonido de alta intensidad en los componentes de los alimentos, histéricamente el
principal impedimento de la aplicacion del ultrasonido en los productos lacteos ha sido la carencia
de los equipos convenientes para su uso a gran escala. La mayor parte de éstos estudios se han
realizado en discontinuo. Sin embargo, en los procesos en flujo continuo resulta mas facil llevar a

cabo el escalado a nivel de planta piloto e industrial (Guerrero y Alzamora, 2004).
a. Inactivacion enzimatica

Para evitar la desnaturalizacion, una enzima tiene que mantener a su conformacion nativa.
Interacciones hidrofobias, enlaces de hidrdgeno, interacciones de Van der Waals, pelado de iones,
electrostatica fuerzas y restricciones estéricas estabilizan el tridimensional estructura molecular
de las proteinas globulares. Para la estabilizacion de algunos materiales alimentarios, las enzimas
deben ser inactivadas o reducir su actividad. De hecho, la protedlisis causada por algunas enzimas
como proteasas puede inducir algunos defectos de sabor y pigmentos marrones. La inactivacion
de la enzima se puede lograr facilmente por tratamiento térmico. Sin embargo, en algunos casos,
la alta resistencia de las enzimas al calor puede ser un problema, ya que las altas temperaturas
modifican negativamente propiedades importantes de los alimentos, como el sabor, el color o el

valor nutricional.

Kutruf en 2012 dice que los efectos de las ondas ultrasénicas sobre las proteinas son muy
complejas. Proteinas globulares poliméricos se descomponen en subunidades y si el oxigeno esta
presente, la estructura cuaternaria no es recuperable. La deslipidacion parcial de lipoproteinas se
puede conseguir con irradiacion ultrasonica en un tiempo determinado y suficiente, las proteinas

pueden ser hidrolizadas y las cadenas de polipéptidos se pueden romper.

La influencia del gas en la intensidad de la inactivacién de la enzima se ha relacionado con la
formacion de los radicales libres por cavitacion. La sensibilidad a los ultrasonidos depende de las
condiciones del tratamiento (McClements, 1995), asi como sobre la naturaleza de la enzima.
Generalmente, la ultrasonicacién en combinacion con otros tratamientos es mas eficaz en la
inactivacion de la enzima dentro del alimento. De hecho, tratamiento MTS tiene una mayor
eficacia en comparacion con ecografia sola (Earnshaw, 1998). Tratamientos MTS inactivan varias
enzimas a temperaturas mas bajas y / 0 en un tiempo mas corto que tratamientos térmicos en las

mismas temperaturas



El jugo de naranja se calienta generalmente para ayudar a la conservacién pero varias de las
enzimas termorresistentes llegan a ser dificil de desnaturalizar por tratamiento térmico
Unicamente. La pectinmetilesterasa (PME) de las naranjas es fuertemente protegida por su pectina
contra el termo-inactivacion. Sin embargo, el tratamiento MTS no se ve afectada por la presencia
de esa molécula y la inactivacién de la enzima es eficaz (Vercet, 1999). PME presente en naranjas
fue tratado por manotermosonicacién a presiones de 200 kPa en tampon citrato y también en el
jugo de naranja. En 35,5 °C la inactivacion de la enzima usando MTS se estim6 en

aproximadamente siete veces mayor que con el tratamiento térmico por si solo.

La viscosidad de los tomates transformados es uno de los méas importantes parametros relativas a
la calidad y depende del grado de polimerizacidn de sustancias pécticas (Vercet, 2001). Durante
la transformacion de tomates, la viscosidad disminuye debido a la actividad sinérgica de
endopoligalacturonasas (PGs) y pectinmetilesterasa (PME). Estas enzimas despolimerizan
cadenas de pectina en la pulpa o suero y causar la disminucion de la viscosidad del producto. Esas
enzimas se liberan durante el procesamiento y deben ser inactivadas lo méas rapido posible.
Generalmente para inactivar enzimas pécticas, los tomates se calientan rapidamente a
temperaturas entre 82 °C y 104 °C. Este paso es seguido inmediatamente por cortar o aplastar
(Thakur, 1996). La inactivacion de PGs y PME era mas eficiente en la aplicacion de MTS que por
simple calentamiento. En 37 °C la combinacion de ultrasonido y el aumento de presién producida
los niveles méas altos de la inactivacion en comparacion con los alcanzados al 62,5 °C (Lépez,
2009).

El sistema de la enzima peroxidasa presente en el berro (Nasturtium officinale), se compone de
una fraccion labil al calor y resistente al calor una fraccion. Se estudi6 la aplicacion de
termosonicacion para permitir tratamientos térmicos menos graves obtenidos a partir convencional
escaldado y, por lo tanto, producir un nuevo y saludable congelado producto, berros (N. officinale),
con color o sabor minimizada cambios a lo largo de su vida util (Cruz, 2008). La peroxidasa y
polifenol oxidasa son las principales enzimas implicadas en el pardeamiento proceso de frutas y
verduras recién cortadas. Browning es importante factor limitante en la aceptacion de los
consumidores. El estudio reveld gue el tratamiento combinado de &cido ascérbico y ultrasonido
tenia efectos sinérgicos inhibitorios sobre varias enzimas relacionadas con el pardeamiento

enzimatico (Jang, 2011).

Tabla 1. Relacion de diferentes experiencias del uso del ultrasonido en la conservacion de

alimentos.



Objeto de Medio de Tratamiento Frecuencia Potencia | Temperatura( Tiempo Ao
estudio suspension (H2) (W) C) (Min) Referencia
Aerobios Jugo de Sonicacion 500 240 - 15 2007
mesofilos y naranja
hogos (hongos
y levaduras)
Listeria leche Termosonicacion y 24 400 55 25 2009
innocua pulsos eléctricos
Escherichia Bufer fosfato Sonicacion, 20 100 40-61/100-500 0.25-4 2009
coli manosonicacion, kPa
termosonicacion
Pichia Jugo de tomate | Sonicacion 20 0.33-0.81 2-10 2010
fermentans W/ml
Salmonella agua termosonicacion 24 400 52-58 2-10 2010
enterica,
variedad
Enteritidis
Alicyclobacillu | Jugo de Sonicacion 25 200-600 1-30 2010
s acidiphilusy | manzana
A
acidoterrestris
Peroxidasa berro termosonicacion 20 125 40-92.5 0-2 2006
Lisozima Bufer fosfato Manotermosonicaci 20 60-80 /200kPa 35 2006
on
Pectinesterasas | limén termosonicacion 20 40-90 63 2007
Pectinmetilest | Jugo de tomate | termosonicacion 20 40 50-75 0-40 2009
erasay
polgalacturona
sa
Polifenoloxida | Manzana fresca | Sonicacion y acido 40 2011
say ascorbico
peroxidasa

Fuente: F. Chemat et al., / Ultrasonics Sonochemistry 18 (2011) 813-835.

b. Limpiezay desinfeccion

Posiblemente una de las aplicaciones méas antiguas y extendidas de los ultrasonidos de potencia
ha sido su utilizacion en procesos de limpieza (Quartly- Watson, 1998). Los bafios de ultrasonidos
se encuentran en todos los laboratorios y se pueden encontrar equipos comerciales para la
eliminacion de la placa bacteriana de los dientes. Los ultrasonidos son particularmente Utiles en la
limpieza de superficies (Mason, 1996). La cavitacion asimétrica que se produce en la superficie
de los materiales por la aplicacion de los ultrasonidos, genera unas rafagas de liquido a alta presion
contra las superficies solidas. El efecto es similar al que produciria un chorro de agua a elevada
presién (Carcel, 2003). Se han utilizado para la limpieza de la piel en canales de aves (Lillard,
1994), frutas (Seymour, 2002) y vegetales (Ajlouni, 2006). La aplicacion se puede realizar en
combinacién con tratamientos térmicos termoultrasonicacion (Wrigley y Llorca, 1992); (Raviyan,

2005); (Ugarte-Romero, 2006), presiones moderadas (manosonicacion); (Burgos, 1994);




(Alvarez, 2006) y tratamientos térmicos mas presion (manotermosonicacion) (Vercet, 2002). Sin
embargo, y a pesar de utilizarse como técnicas de inactivacion de microorganismos, los
ultrasonidos aplicados a potencias moderadas pueden utilizarse para la estimulacion de células
vivas (Mason, 1996). Un importante factor que causa dificultades en esta tecnologia es la
adaptacién de ultrasonido a las lineas de produccién de alimentos existentes (Knorr, 2011), pues
los industriales se aferran a los métodos tradicionales; ademas se ha estudiado para mejorar
caracteristicas sensoriales en carnes, (LIull, 2000). Desde el punto de vista de la enorme tendencia
para el uso de las nuevas tecnologias, se puede decir que el ultrasonido es uno de los méas
importantes tecnologias verdes utilizados en el procesamiento y preservacion (Chemat, 2011).
Todavia se necesitan mas esfuerzos de investigacion desarrollar sistemas eficientes para diversos
problemas relacionados con la especifica alimentos y lineas de produccion (Awad, 2012).
Procesamiento de ultrasonidos de alta potencia en la industria de frutas y hortalizas se convierten
microbioldgicamente seguras para los procesos de eliminacion en cargas bacterianas.
Actualmente, para disminuir la carga microbiana de frutas frescas y verduras utilizan una técnica
de descontaminacion o una combinacion de métodos antimicrobianos que tienen lugar debido al
lavado de los productos con cloro, didxido de cloro, cloruro de sodio acidificada, &cido organico
formulaciones, los desinfectantes basados en alcalinos, peréxido de hidrégeno, agua ozonizada,
agua electrolizada, &cido peroxiacético; Segun el tipo y la concentracion de agentes desinfectantes,
el recuento total de poblaciones en diferentes tipos de frutas y verduras después del lavado
generalmente varia entre 1,0 y 3,0 log / g (Sapers, 2001); y tratamientos térmicos suaves, como
también otros métodos fisicos, incluyendo ultrasonido, radiacion ultravioleta, campo pulsado
eléctrica, los campos magnéticos oscilantes, y alta presion (Gil, 2011). Se necesitan nuevos
métodos de descontaminacion para identificar y eliminar microorganismos, sin efectos negativos.
La aplicacion de ultrasonido en lavado de frutas y verduras es una de las alternativas métodos y
se recomienda para la industria alimentaria (Gil, 2009); (Sapers, 2001), (Elizaquivel, 2012);
(Rivera, 2011); (S&o José y Vanetti, 2012); (Alexandre, 2012). A pesar de que no hay
conocimiento de la aplicacion comercial de ultrasonido en los procesos de descontaminacion del
agua de lavado (Huang, 2006) hoy en dia mayoria de los estudios se concentran en el estudio de
la limpieza fisica y efecto de descontaminacion de los ultrasonidos sobre la corteza de alimentos
0 sobre superficies de equipos de procesamiento (Alegria, 2009). Por otra parte, los investigadores

estaban tratando de evaluar la eficacia de ultrasonido en procedimientos de lavado (Knorr, 2004).

El ultrasonido fue adoptado por la industria electronica para descontaminar superficies y su uso

ha sido recientemente recomendado como una paso desinfeccién alternativa en la industria



alimentaria (O’Donnell, 2010), (Cao, 2010), (Knorr, 2004) (Lee, 2003), (Nascimento, 2008),
(Sagong, 2011).

c. Ultrasonido en lacteos

Coupland en 2004, estudio como el ultrasonido se ha utilizado con éxito para la inactivacion
microbiana en muestras de alimentos ricos en grasa, como una tecnologia de sustitucion para los
métodos convencionales, ademas de que presenta ventajas utilizando temperaturas mas suaves que
eviten la degradacion de compuestos termo sensibles en un tiempo de tratamiento reducido
(Chemat, 2011). Dado que el ultrasonido logra la homogenizacidn, la reduccién de tamafio de los
glébulos de grasa y la inactivaciébn microbiana, al mismo tiempo, se ha informado que el
tratamiento ultrasénico podria ser una técnica prometedora para el procesamiento de la leche
(Villamiel, 2000).

El tratamiento con ultrasonido de muestras de leche (24 kHz, 400 W, 30 min) parece aumentar
ligeramente el contenido de grasa (de 4,04 % a 4,25 %) en comparacidn con la pasteurizacion, que
se puede atribuir a la rotura de los glébulos de grasa y la liberacion de triglicéridos en el medio
por cavitacion implosion burbujas (Bermudez-Aguirre, 2008). Sin embargo, otros estudios
sugieren gque ademas de la homogeneizacién de los glébulos de grasa, los compuestos volatiles se
generaron en muestras de leche sometidos a ultrasonidos como una indicacion de la degradacion
de las grasas presentes en la muestra (Chouliara, 2008). El uso de una sonda de ultrasonidos (24
kHz, 400 W) era responsable de la aparicion de compuestos de degradacion, a saber, 1-hexeno, 1-
octeno, 1-noneno, 5-metil-1 ,3-cyclopenatadiene, benceno, tolueno, p -xileno, n-hexanal, n-
heptanal, 1,3 butadieno y 1-buten-3-ino, de la que los dos Gltimos son conocidos por ser productos
secundarios de degradacion de oxidacion libre de lipidos inducida por radicales (Riener, 2009).
Algunos de estos compuestos de oxidacion y también octanal, 2-butanol y 2, 2,4 trimetil pentano
se observaron después de tratamiento con ultrasonidos (24 kHz, 200 W) de la leche, aunque una
relacidn pobre se encontrd entre la oxidacion de los lipidos y la inactivacion microbioldgica y
sensorial también evaluacion no pudo identificar a los compuestos volatiles (Chouliara, 2008). De
manera similar, se ha informado de que la aplicacién de ultrasonido de alta intensidad en la
extraccion de una variedad de compuestos bioldgicamente activos redujo la actividad
antimicrobiana y degradado unos compuestos incoloros en un tiempo y potencia de forma
dependiente (Soria y Villamiel, 2010). Actualmente, para procesar y conservar alimentos que
cumplan con éstas demandas, deben efectuarse modificaciones en los procesos de conservacion

tradicionales adoptando nuevas tecnologias.



El uso de la ecografia en la pasteurizacion sigue siendo de gran interés para la industria lactea. Ha
demostrado ser eficaz para el destruccion de E. coli, Pseudomonas fluorescens y Listeria
monocytogenes sin ningun efecto perjudicial sobre la proteina total o caseina contenido de la leche
pasteurizada (Cameron, 2009). Las investigaciones ultrasdnicas también han demostrado la
inactivacion de las enzimas tales como pectinmetilesterasa, polifenoloxidasas y peroxidasas
responsable de deterioro de frutas y jugo de verduras y diversas enzimas pertinentes a la calidad
de la leche (O’Donnell, 2010); (Terefe, 2009). En combinacion con el calor, ultrasonido puede
acelerar la velocidad de esterilizacion de alimentos, disminuyendo asi tanto la duracion y la
intensidad de térmica tratamiento y el dafio resultante. Las ventajas de ultrasonido sobre la
pasteurizacion por calor incluyen la minimizacién de la pérdida de sabor, mayor homogeneidad

del tratamiento y un importante ahorro energético. (Vercet, 2001).
d. Inactivacion microbiana

Los efectos fisicos y quimicos del ultrasonido en la inactivacién microbiana y la fuerza motriz del
procesamiento de ultrasonidos se atribuyen a acustica intracelular, la cavitacion causa un aumento
en la permeabilidad de las membranas y la pérdida de selectividad, el adelgazamiento de las
membranas celulares (Sams y Feria, 1991), el calentamiento localizado, y la produccion de
radicales libres (Fellows, 2000); (Butz y Tauscher, 2002). Las burbujas de cavitacién son
generadas por las ondas de ultrasonido. Estas burbujas pasan a través de la solucion y crean una
serie de compresion / rarefaccién (expansion / colapso) ciclos de la creacion de una presion
negativa que afecta a las moléculas del liquido. Cuando la distancia entre las moléculas supera el
minimo distancia molecular se rompe el liquido hacia abajo y el vacio se forma en ciclos sucesivos,
huecos o cavidades crecen continuamente con una pequefia cantidad de vapor del liquido (Suslick,
1998). Durante las aplicaciones de ultrasonido, miles de burbujas, que se clasifican en dos
diferentes estructuras, se forman; los primeros grupos de burbujas, definidos como estables
burbujas de cavitacion no son lineales, tienen un cierto tamafio de equilibrio durante ciclos de
presion, y forman grandes nubes de burbujas. El segundo, interna (Transitorios) burbujas de
cavitacion son no estables y colapsan rapidamente en un muy corto periodo de tiempo y luego se
desintegran en burbujas méas pequefias. Estas burbujas son a menudo pequefias y también colapsan
rapidamente. Pequefias burbujas simplemente se disuelven; Sin embargo, el limite de transferencia
de masa donde la capa es mas delgada, y la zona interfacial es mayor durante la expansion de la
burbuja que durante colapso de la burbuja. Esto significa que més traslados aéreos en la burbuja
durante la fase de expansidn que se escapa durante el colapso (Lauternborn y Ohl, 1997); (Lee,
2005); (Kentish y Ashokkumar, 2011); (Tiwari, 2012). Cavitaciones internas inestables se



observan generalmente en bajas frecuencias (20-100 kHz) y deben someterse a un colapso de
generar temperatura y presiones en el medio. El gas y el vapor dentro de la burbuja puede ser
calentado a una alta temperatura y los puntos calientes de alta temperatura (Hasta 5500 °C) y
presion (de hasta 50.000 kPa) se producen en cortos periodos de tiempo (del orden de
microsegundos). Las ondas de choque radiado por colapso de burbujas podria ser lo
suficientemente fuerte como para esquilar y romper la célula de pared y de membrana estructuras.
Finalmente, se puede decir que los componentes de las células microbianas interrumpen por medio
de micro choques mecéanicos de la tecnologia de ultrasonido (Fellows, 2000); (Butz y Tauscher,
2002). El segundo efecto antimicrobiano proviene del efecto quimico de ultrasonidos. De hecho,
la literatura menciona que utilizando una Unidad ultrasénica 20 kHz se encontr6 para mejorar la
inactivacion de microorganismos debido a los mecanismos antimicrobianos de radicales
hidroxilos (Suslick, 1998); (Phull y Mason, 1999); (Kadkhodaee y Povey, 2008). Estudios
anteriores han demostrado que el ultrasonido genera un aumento de la temperatura en un nivel
localizado dentro de una burbuja colapsada que genera radicales hidroxilo primarios (Makino,
1983); (Suslick, 1989); (Ashokkumar y Mason, 2007); (Kentish y Ashokkumar, 2011). Ademas,
se inform6 de que reacciones que implican transferencia de un solo electron se aceleran en
aplicaciones ultrasénicas (Weiss, 2011). Todos los efectos quimicos de cavitacion incluyen la
generacion de radicales libres e involucran transferencia de un solo electron durante la fase de
enfriamiento de atomos de hidrégeno y radicales hidroxilo que se recombinan para formar
peréxido de hidrégeno (H202), formando importantes propiedades bactericidas (Lee y Feng,
2011). Si otros compuestos se afiade a la solucion irradiada con ultrasonido, se podrian formar una
amplia gama de reacciones secundarias y compuestos organicos que pueden ser oxidados y
reducidos (Suslick, 1989). Al final de estas reacciones sucesivas, normalmente la cantidad de
radicales libres aumenta. Por otra parte, el radical hidroxilo (OH-) es capaz de reaccionar con el
esqueleto de azlcar-fosfato de la cadena DNA y hace que la sucesién de los enlaces fosfato-éster

de la hebra doble del ADN microbiano se vea interrumpido. (Manas y Pagan, 2005).

Las aplicaciones comerciales en la ciencia y tecnologia de alimentos se han basado principalmente
en ultrasonido de alta potencia (Awad, 2012). Los investigadores, en las Gltimas décadas, fueron
capaces de optimizar muchas aplicaciones de ultrasonido ya sea para la prueba o el procesamiento
de productos alimenticios (Carcel, 2012). Adicionalmente, existian las aplicaciones ultrasénicas
comerciales para el desespumado, emulsificacion, extraccion y descontaminacion, extrusion,
tratamiento de aguas residuales, y enternecimiento de la carne (Patist y Bates, 2008); (Quan,

2011); (Anon, 2012). Para los fines antimicrobianos, el ultrasonido era en su mayoria utilizado



para la limpieza y desinfeccion de las superficies de fabrica industriales de alimentos
(Chandrapala, 2012).

e. Tratamiento de agua

En un sistema de agua industrial, el tratamiento de ultrasonido de alta frecuencia, patentado como
Sonoxide, ha demostrado excelentes resultados en el control de bacterias y algas y tiene mas de
600 alrededor del mundo (Broekman, 2010). Recientemente, se ha observado que la investigacién
intensiva del sensor de ultrasonido apropiado o equipo de evaluacion en términos de disefio de la
sonda, la geometria, y las caracteristicas (por ejemplo, la frecuencia), asi como las condiciones de
operacidén, que cumplan con las demandas de las aplicaciones especificas en diferentes materiales
alimenticios o proporcionar resultados 6ptimos para cada aplicacion individual, se estan llevando
a cabo (Patist y Bates, 2010). Como resultado, puede que la eficacia de la tecnologia de ultrasonido
llegue a ser una importante alternativa asegurando la solidez en diferentes campos de aplicaciones
industriales (Soria y Villamiel, 2010); (Awad, 2012).

En los estudios que utilizaron la ecografia para fines de descontaminacién, se basaron
principalmente en lechuga, espinaca, zanahoria rallada, trufas, cereza, tomates y fresas, estas
fueron utilizadas como materiales alimenticios en los temas de investigacion (Sagong, 2011). Los
ultrasonidos de alta potencia con bajas frecuencias y tiempos de tratamiento entre 20-45 kHz y 1-
10 min se utilizan generalmente en estas aplicaciones. En diferentes tratamientos en combinacion
con los parametros tales como potencia, frecuencia, temperatura, y tiempo, la reduccién
microbiana con ecografia varia entre 0,5 y 1,98 log UFC / g (Zhou, 2009), (Chen y Zhu, 2011);
(Elizaquivel, 2012).

El estudio del efecto en agua del grifo con agua clorada (25 ppm de cloro libre), el ultrasonido en
agua (10 W/ L, 32-40 kHz, 10 min) (Seymour, 2002), y el ultrasonido en agua clorada en cuatro
tratamientos diferentes, tratd de determinar la eficiencia de descontaminacién de estos
tratamientos en cepas resistentes a la ampicilina de Salmonella typhimurium, E. coli y Listeria
monocytogenes en lechuga iceberg, pepino, zanahoria, pimiento, repollo blanco, cebolla, perejil,
fresa, menta, y otra hierbas. Para el efecto de la frecuencia entre el rango dado por ultrasonidos de
alta potencia, se sugirié que las diferentes frecuencias de tratamiento de ultrasonido no tenian
efecto significativo sobre la eficiencia de descontaminacion de S. typhimurium (PN 0,05) en el
lavado de la lechuga iceberg, las reducciones medias de 25, 32-40, y 62 - 70 kHz tratamientos
fueron 1.4, 1.3,y 1.3 log10 UFC / g respectivamente. La aplicacion de ultrasonido en agua reduce

significativamente el nimero de S. typhimurium (aprox. / G reduccion de 1,5 logl0 CFU, la



reduccion de 97,9%). Estas reducciones fueron significativamente diferentes (P 0,05 b) a partir
del S. typhimurium de agua en la descontaminacion de productos frescos lavados con agua simples
permiten reducciones log microbianas de 1,43 + 0,04 UFC / g en pimiento rojo. Entre las
tecnologias aplicadas esta el 0zono en solucidn acuosa, los ultrasonidos y la radiacién ultravioleta;
en la ecografia se encontrd uno de los procesos mas eficaces para las reducciones microbianas.
Reducciones de 1,98 £ 0,21 log UFC / g ocurrieron sobre Listeria innocua cuando muestras de

pimiento rojo se habian lavado con ultrasonidos (Alexandre, 2013).

Hasta hoy, los resultados obtenidos de diferentes estudios llevados a cabo con el uso de
tratamientos de descontaminacion de aguas de lavado combinadas con aplicaciones ultrasonicas
son variables. Los resultados de diferentes estudios también son dificiles de comparar porque
utilizan diferentes pardmetros como la frecuencia, la eficiencia, la densidad de energia acustica, el
tiempo de tratamiento, la temperatura, relaciones agua / muestra, protocolo de lavado de agitacion,
especies y las cepas de organismos de prueba tales como E. coli O157: H7, S. typhimurium, L.
monocytogenes, Yy el tipo de alimentos y su superficie. Hay una gran cantidad de parametros y
factores que no se interpretan de la misma forma en condiciones experimentales. Debido a estas
diferencias, la armonizacion de los resultados de las aplicaciones de ultrasonido puede ser muy
dificil. Como resultado de ello, la busqueda de las mejores condiciones, dosis y combinacion de
tratamientos para las diferentes tecnologias de descontaminacion es un obstaculo més que desafia
la adaptacion comercial de los equipos de ultrasonido. En un futuro se necesitan estudios usando
la tecnologia de ultrasonido para propésito de descontaminacién dentro de la industria alimentaria

comercial, con el fin de ampliar y optimizar los procesos (Chen, 2007).
f. Tratamiento de ultrasonido en frutas y verduras

Tratamiento combinado de ultrasonidos durante 10 min y &cido peracético resulté en una mayor
eliminacion de microorganismos de la superficie de los tomates. (Huang, 2006) los ultrasonidos
de 170 kHz eliminan en un buen porcentaje la eficiencia de Salmonella spp, E. coli O157: H7 a
partir de la corteza de algunos alimentos. Estos autores también observaron que la combinacién
de tratamientos quimicos y ultrasonidos dio lugar a una mayor reduccién de la poblacion de
contaminantes en las frutas y verduras. (Gogate y Kabadi, 2009) también llegaron a la conclusidn
de que cuando Las ecografias se utilizan en combinacion con los productos quimicos, que pudieron
aumentar la eficacia de los agentes desinfectantes. (Sagong, 2011) encontrado un efecto sinérgico

en el uso de &cidos organicos combinados con ultrasonido (40 kHz) en la inactivacion de E. coli



0157: H7, Salmonella Typhimurium y Listeria monocytogenes inocularon en lechuga organica,

sin afectar significativamente el color y textura.

La influencia de la aplicacion de ultrasonidos de potencia en el transporte de masa Yy
microestructura de la cascara de naranja durante el secado con aire caliente se observé en el albedo.
El albedo se caracteriza en muestras frescas por mucho tiempo las células tubulares y grandes
espacios intercelulares. En el caso de las muestras se secaron al aire, tejido celular de albedo es
perturbado y desaparece en la forma tubular debido a la eliminacion de agua. Aunque, un efecto
mas intenso en la estructura se observé en las muestras de los Estados Unidos. La estructura celular
parecia ser mas comprimido, casi destruidos, y se encontraron grandes espacios intercelulares aire
creando un material poroso que facilita el movimiento del agua dentro de ella. Las expansiones y
compresiones alternativas producidas por las ondas de ultrasonido en el material son la
responsable de la degradacion del tejido celular. Este efecto se denomina “efecto esponja”, ya que
tiene un parecido cuando una esponja se comprime y se libera. La onda acustica actla
repetidamente sobre el agua facilitando la remocion celular y afecta la estructura celular (Ortufio,
2009).

La combinacién de ultrasonido con algunos métodos, constituye un enfoque atractivo para mejorar
la inactivacion microbiana como trabajos previos han demostrado el efecto obstaculo en diferente
frutas y verduras como la ciruela (Chen y Zhu, 2011), las fresas (Cao, 2010); (Alexandre, 2012),
semillas de alfalfa (Scouten y Beuchat, 2002), frutas y jugos vegetales (Kuldiloke, 2002),
manzanas y lechuga (Huang, 2006) y el pimiento rojo (Alexandre, 2013).

Cuando se aplica a liquidos, las ondas ultrasonicas promueven la aparicién del fendmeno de
cavitacion, que consiste en la formacion, el crecimiento y colapso de burbujas de aire. Estas
burbujas generan energias mecanicas y quimicas localizadas que son capaces de inactivar
microorganismos (Adekunte, 2010), (Gogate y Kabadi, 2009), (Piyasena, 2003), (Valero, 2007).
Cuando un colapso de la burbuja ocurre, los cambios de presion que se considera causa principal
de disrupcion de células microbianas (Patil, 2009). El ultrasonido se ha usado para interrumpir la
creacion de biofilm o incluso inactivar microorganismos. Esta estrategia puede contribuir a la
transformacion de muchos productos, incluyendo frutas y verduras minimamente procesadas, y
asi ayudar en la adaptacion a las nuevas tendencias del mercado. Por lo tanto, teniendo en cuenta
la importancia de evaluar la eficiencia de los ultrasonidos ondas aislados y en combinacién con
desinfectantes en la reduccion contaminacion en los alimentos minimamente procesados. El

tratamiento con ultrasonido elimina un promedio de 0,83 logl0 ufc / g de la poblacion de



Salmonella spp y el aumento en el tiempo de contacto de 10 a 30 min de la contaminacion, este
tratamiento redujo ain mas. La eficacia de un ultrasonido 40 kHz aplicada para 10 min se
manifestaron en las fresas, donde los tratamientos condujeron a una gran reduccion de la
contaminacién microbiana mientras se mantiene los indices de calidad durante el almacenamiento
de los frutos (Cao, 2010).

La intensa presion generada durante el uso del ultrasonido puede contribuir a la penetracion de los
oxidantes quimicos. Las fotomicrografias de Salmonella typhimurium ATCC 14028 células
adheridas a través de la membrana celular y el proceso de cavitacion puede ayudar en la
desagregacién de los microorganismos, que culmina en un aumento de la eficiencia del tratamiento
de desinfeccion (Gogate y Kabadi, 2009). Imagenes obtenidas por SEM indicaron la adherencia y
biofilm formacion por Salmonella spp en secciones de la superficie del tomate cereza después de
48 h de incubacion. Tratamientos de desinfeccion con 40 mg / L de acido peracético y un
ultrasonido de 45 kHz redujo esta contaminacion. La incapacidad de los tratamientos de
desinfeccidn para eliminar y / o inactivar por completo los microorganismos de la superficie de
frutas y verduras indica la posibilidad del crecimiento microbiano durante el almacenamiento.
Esto también sugiere que los patégenos pueden persistir en sitios protegidos en la superficie o
dentro de la biopelicula preexistente en las frutas y verduras. A pesar de esta descontaminacion,
las evaluaciones deben llevarse a cabo con el fin de verificar si el aumento del tiempo de la
sonicacion dafiaria la calidad del producto desinfectado durante el periodo de almacenamiento. La
poblacién de Salmonella typhimurium ATCC 14028 adherido a la superficie de tomates cherry
después de 96 h incubados, reduciendo en casi 4 log10 ufc / g cuando se utilizé la combinacion de
40 kHz ultrasonido y acido peracético. Observaciones microscopicas de secciones tomate cherry
incubadas con cepas de Salmonella typhimurium durante 96 horas se observé una gran poblacién
de células adherentes en ciertos puntos sobre la superficie del producto, ademas de grupos
compactos de células, lo que indica la presencia de biofilm. Incluso con la gran poblacion de
celulas adherentes y la formacion de biopeliculas, el tratamiento de ultrasonidos 30 min fue capaz

de eliminar de forma significativa las células de la superficie de los tomates cherry.

Este resultado confirma que el ultrasonido, una tecnologia emergente para aplicaciones de
procesamiento de alimentos, podria mejorar la seguridad microbiana de los productos frescos
(Brilhante, 2011) (Pagan, 2000). El desarrollo de las nuevas tecnologias emergentes en diferentes
campos es en la actualidad uno de los principales retos para el mejora de la calidad de vida en el
mundo. Obviamente, tienen que ser medio ambiente y ahorro de energia tecnologias para asegurar

la sostenibilidad. El ultrasonido de alta potencia puede ser considerada como una de estas



tecnologias. De hecho, su uso con fines terapéuticos médicos es un area en desarrollo tan
rapidamente que es considerado como un "boom". La aplicacion de energia ultrasonica para
producir o para mejorar los procesos industriales es también un area emergente que debe ser

incluido dentro del "boom ultrasonidos".
g. Tratamientos combinados

(D’Amico, 2006) hay algunos estudios disefiados para investigar los efectos del ultrasonido en
forma simple y combinada con algunos productos quimicos tales como acidos organicos ,cloruro
de sodio acidificado, etanol, dixido de cloro, y acido peracético en la inactivacion microbiana de
algunas frutas y verduras (Huang, 2006, Zhou, 2009, Sagong, 2011, Rivera, 2011, Sdo José y
Vanetti, 2012). Se compar6 la eficacia de la combinacion de tratamientos de ultrasonido (30 W /
L, 40 kHz, 5-10 min) con diferentes acidos organicos (malico, citrico y lactico) concentraciones
0,0,3,05,0,7,1y 2),y los tiempos de tratamiento (5, 10, 20, 30, y 60 min) con agitacion suave
a 20 ° C frente a E. coli O157: H7, S. typhimurium y L. monocytogenes. Se determinaron las
reducciones méaximas de E. coli O157: H7, S. typhimurium y L. monocytogenes con 2,7 (acido
lactico), 3,2 (&cido citrico), y 2,9 (acido malico) logl0 UFC / g después de un tratamiento
combinado con acido organico al 2 % y ultrasonido para 5 min., Respectivamente (P 0,05 b). El
efecto de reduccion de los ultrasonidos sobre S. typhimurium, E. coli O157: H7 y L.
monocytogenes y los recuentos entre los tratamientos 5 y 10 min no fueron significativos (PN
0,05) en lechuga fresca en un tratamiento con ultrasonidos con aplicaciones de acidos organicos.
Los datos similares obtenidos de diferentes estudios sugieren que el efecto de reduccion se produjo
principalmente durante los primeros 5 min y no aumento significativamente, incluso después de
un tratamiento de 10 min en diferentes muestras tales como perejil, lechuga, repollo, zanahoria,
pepino, fresa, cebolla y el pimiento (Seymour, 2002). Investigadores evaluaron la
descontaminacion alternativa procesos de zanahoria rallada, (Alegria, 2009) aplican los siguientes
procesos: la cloracion (50 o 200 ppm de cloro libre / 1 min a5 °C), ozonizacion (1 ppm /5 min, 5
°C), agua caliente (100 °C / 45 s), y ultrasonicacion (45 kHz / 1 min) se observd que las

reducciones logaritmicas fueron de 1,3 y 0,9 en los tratamientos de ultrasonido.

(Koda, 2009) en algunos estudios los resultados de descontaminacion como los de cloro
combinado con tratamientos de ultrasonido no superaron la eficacia de la aplicacion de solo el
ultrasonido, que es un resultado muy importante desde el punto del efecto antimicrobiano del
ultrasonido. En ambos tratamientos con y sin cloro el nimero de microorganismos se redujo en

aproximadamente 1 unidad logaritmica en condiciones experimentales en las que se aplico a



efectos de descontaminacion. (Huang, 2006) utilizaron la combinacién de diéxido de cloro (0, 5,
10, 20, y 40 ppm) y ultrasonido (170 kHz en 10 min) para inactivar el resistente &cido nalidixico
de Salmonella enteritidis y Salmonella typhimurium, y el resistente &cido nalidixico-novobiocina

de E. coli O157: H7 en manzanas y lechuga.

Los resultados demostraron que el didxido de cloro puede reducir eficazmente los nimeros de
organismos de las muestras del ensayo, y la aplicacion de ultrasonidos puede promover el efecto
antimicrobiano de dioxido de cloro en Salmonella spp. Y E. coli O157: H7 inoculado a las
manzanas y las muestras de lechuga y con un solo tratamiento de ultrasonido causé una reduccion
de 1.2 a 1.9 log10 UFC / g reduccidn en las mismas muestras. (Sao José y Vanetti, 2012).

El efecto de los ultrasonidos (45 kHz, 10 min, 25 °C) en presencia de peréxido de hidrégeno 5%
y 40 mg / | de &cido peracético en los tomates cherry fue muy eficiente también. Se estudio la
reduccion en el recuento total de bacterias viables, y el recuento de hongos y levaduras. En
aplicaciones combinadas con peréxido de hidrdgeno y acido peracético con ultrasonido, los
valores adicionales de reduccion causada por ultrasonido aumentado a 0,5 - 0,8 logl0 CFU /g, y
0,2a1,11og10 CFU / g. Del mismo modo, el efecto antimicrobiano de hipoclorito de sodio (500
ppm), peroxido de hidrogeno (500 ppm), y etanol al 70 % combinado con ultrasonidos (35 kHz,

10 min, 4 °C) fueron muy eficientes en muestras de trufa (Rivera, 2011).

Segun (Zhou, 2009) aplicaciones de ultrasonido Unicamente eliminé 1 log10 UFC / g de flora total
bacteriana meséfila, 1,6 logl0 CFU / g en Pseudomonas spp., 1,6 logl0 CFU / g Recuento de
Enterobacterias, 0,9 logl0 bacterias g de acido lactico, 0,9 logl0 CFU / g YMC. Cuando la
ecografia fue combinada con sodio hipoclorito y perdxido de hidrégeno, un efecto adicional
(aprox. Se encontr6 1 log10 CFU / g). (Zhou, 2009) han buscado la carga microbiana de hojas de
espinaca y se informo de que el cloruro de sodio acidificado redujo la E. coli O157: H7 a una
poblacién de 2,1 log10 UFC / g sobre la de lavado con agua, mientras que la reduccién de otros
desinfectantes tales como cloro, acido peracético, y el agua electrolizada acida se acerca 1-1,2
log10 CFU / g; Ultrasonidos (21,2 kHz, 200 W/ L, 2 min) aumentd significativamente la reduccion
de la E. coli O157: H7 en espinacas para todos los tratamientos por 0,7 a 1.1 log10 UFC / g sobre
la de lavados con desinfectantes solos (P b 0.05). Para probar los efectos del ultrasonido en ciruela
(Chen, 2007). Recuentos microbiol6gicos disminuyeron en los tres diferentes tratamientos que se

dan a continuacion:

* El lavado con agua del grifo estadounidense (Control),



* ClO2 (40 mg / L) US + en solucion CIO; (40 kHz, 20 °C, 10 min, 100 W) (Tratamiento I)
* ClIO; (40 mg/ L) US + en agua del grifo (40 kHz, 20 °C, 10 min, 100 W) (Tratamiento II).

Los tratamientos de ultrasonido de didxido de cloro y reducen significativamente el nimero de los
recuentos totales viables( TVC) y recuentos de mohos y levadura (YMC) en la fruta del ciruelo
por 2,3-3,0 y 1,4-2,0 log10 UFC / g, respectivamente, en comparacion con el control. Cuando el
ultrasonido fue aplicado en agua, dio una mayor reduccién microbiana (Aprox. 0,7 log UFC / g
para TVC y YMC) que la ecografia para el dioxido de cloro. Como resultado de este estudio, las
aplicaciones combinadas de productos quimicos y ultrasonido en productos crudos se sugieren
gue ondas ultrasénicas simultaneas y la cavitacion sinérgicamente mejoraron los efectos
antimicrobianos del tratamiento quimico en comparacién con el uso secuencial. Los datos en la
literatura demostraron que existe un efecto sinérgico aumentado en aproximadamente 0,7 a 1,7
unidad logaritmica en la reduccion de TVC, YMC, en E. coli 0157: H7 y Salmonella spp, cuando
el ultrasonido se combina con algunos agentes quimicos antimicrobianos, dependiendo en las
concentraciones utilizadas, las condiciones experimentales de ultrasonido, la cepas de

microorganismos, y el tipo de alimento tratado (Patist y Bates, 2008).

Hay investigaciones limitadas que determina totalmente el efecto antimicrobiano de la ecografia
Unicamente, la aplicacion de ultrasonidos a reducir aprox. 0,6 - 1,5 logl0 CFU / g ml en
condiciones experimentales generalmente. La reduccion microbiana por ultrasonidos es muy
importante desde el punto de vista de descontaminacion verde y el concepto de barrera de
inhibicion y los métodos de eliminacion de las tecnologias de conservacion de alimentos. Ademas,
a partir de la literatura existente llegamos a la conclusion que estos resultados podrian ser Gtiles
para la estimacion de la descontaminacion efecto de los ultrasonidos y la posible utilizacion de
esta tecnologia en diferentes procesos en lugar de agentes quimicos antimicrobianos (Sagong,
2011).

El efecto letal del ultrasonido se informé a ser muy dependiente tanto del tipo de microorganismo,
procesamiento y medio de ultrasonidos. El tratamiento de termosonicacion es capaz de aumentar
la tasa microbiana de inactivacion en el jugo de fruta. El tratamiento con combinacién de calor y
ultrasonido podria dafiar extensamente las células de E. coli K12 y romperlas (Lee, 2009). Se
necesitan tiempo de tratamiento prolongado y de alta densidad de energia acustica para lograr la
disminucion de 5-log en el nimero de células patdgenas (Lee, 2009). Hay un limite de temperatura
para que la termosonicacion esté por encima de la 6ptima y esta no conducira a ninguna matanza

adicional en comparacion con el tratamiento térmico debido a la efecto de amortiguacion y la



reduccion de la actividad de cavitacidn a temperaturas elevadas, el incremento de presién de vapor

y disminucidn de la tension superficial (Ugarte-Romero, 2007).

Anterior autores han observado la reduccion del potencial nimero de patégenos como Shigella
boydii (Ugarte-Romero, 2007), Listeria monocytogenes (Gastélum, 2012), Staphylococcus aureus
(Walkling-Ribeiro, 2009) y Escherichia coli (Lee, 2013). Los detalles de estos microorganismos
y su eficiencia de destruccion después del tratamiento de termosonicacion. Shigella boydii es un
gramnegativo, patégeno y puede sobrevivir en el rango de pH de 3.03 a 4.01 (Bagamboula, 2002).
L. monocytogenes es mas resistente al tratamiento con ultrasonidos de Shigella boydii. Esto
condujo a la aplicacién de una temperatura ligeramente mayor de 65 ° C para lograr una reduccién
de 5-log de Listeria monocytogenes con el tiempo de acortar a 2,5 minutos (Ugarte-Romero,
2007). Staphylococcus aureus es una bacteria gram-positiva con forma de cocos, que puede
sobrevivir en el ambiente de pH de 4 a 10 y causar intoxicacion alimentaria estafilocécica
(Brennan, 2006); (Rodriguez-Caturla, 2012). Para lograr la reduccion de ciclo de 5-log de
Staphylococcus aureus, la termosonicacién se combiné con campos eléctricos pulsantes
(Walkling-Ribeiro, 2009). Escherichia coli es una bacteria gram-negativa que es sensible al pH y
no puede sobrevivir en condiciones extremadamente alcalinas y acidas (Sharma y Beuchat, 2004),
podria ser destruido hasta el ciclo 5-log por tratamiento de termosonicacion (Lee, 2003). El efecto
letal de termosonicacidn no es el mismo para todos los microorganismos debido a la eficiencia de
inactivacion microbiana es también influenciado por sus diferencias morfolégicas tales como el
tipo, forma o didmetro de los microorganismos. El efecto de los ultrasonidos sobre la estructura y
las propiedades emulsionantes de proteina de clara de huevo (EWP) y se observa un aumento de
la hidrofobicidad y la estabilidad de la emulsién de la ecografia tratada EWP en comparacion con
no tratados EWP. Existe una reduccion significativa en la primaria en el perfil estructural de la
proteina de peso molecular de EWP después de sonicacion a 55 kHz durante 12 min (Krise, 2011).
(Karki, 2010), (Hu, 2013) observaron cambios significativos en el perfil estructural de la proteina
primaria de soja tratada con ultrasonido. (Martinez, 2012) describieron un significativa reduccién

de tamafio de la proteina agregada de aislado de proteina de soja (SPI).
1.6.4 Importancia de los ultrasonidos en la vida util de los alimentos

En los dltimos afios, ha habido una creciente demanda de sustancias antimicrobianas que se usan
como desinfectantes seguros para la industria alimentaria (Lopez-Gomez, 2009). Tendencias
similares también son validas para frutas, verduras frescas y alimentos organicos. De este modo,

la novedad y las tecnologias de conservacion de alimentos complementarios continuamente se



estan investigando. En la conservacion de la tecnologia de alimentos alternativa, se ha prestado
especial atencion a los métodos fisicos y biopreservacion para extender la vida util e inhibir
microorganismos indeseables, minimizando el impacto en la nutricion y las propiedades
organolépticas de los productos alimenticios. Los métodos no convencionales de tratamiento o de
saneamiento que se utiliza actualmente en la industria alimentaria han demostrado ser capaces de
inactivar microorganismos unidos a los tejidos de frutas o vegetales. El desarrollo de nuevas
tecnologias en la Industria Alimentaria con la finalidad de obtener alimentos y productos
alimenticios mas seguros, que conserven sus caracteristicas fisicas, quimicas, nutricionales,
sensoriales y microbiol6gicas esta permitiendo extender la vida Gtil, a la vez satisfacer las
necesidades y demandas del consumidor. Los mayores avances en este campo se han desarrollado
en sistemas de conservacion fisicos, los cuales han demostrado ser eficaces en el control del
crecimiento microbioldgico, principal causa del deterioro de la calidad y vida util de los alimentos
(Guerrero y Alzamora, 2004).

La aplicacién simultanea de calor (40 °C) y ultrasonido (20 kHz por 12 segundos) bajo presion
moderada (2 kg/cm?) mejord las propiedades reolégicas del yogurt. Las mediciones realizadas en
los yogures tratados con ultrasonido mostraron que tenian una estructura mas fuerte, sin embargo
indican que el efecto de homogenizacion de los glébulos de grasa producido por el tratamiento de
manotermosonicacion aplicado a los yogures no fue la Unica causa de esta diferencia de textura,
sino que se debi6 probablemente, ademas, al efecto de desnaturalizacion de las proteinas de la
leche (Villamiel, 2010). A nivel de laboratorio se ha comprobado su efectividad en la reduccion
microbiana en leche y en la inhibicion de la actividad enzimatica, (Barbosa , 2008) al evaluar el
efecto que tiene el contenido de grasa en la leche de larga duracién sobre la bacteria Listeria
innocua ATCC 51742 sometida a tratamientos de termosonicacion (400W, 24kHz, 63 °C x 30
minutos). Se encontrd, en primer lugar, una extensién en la vida atil de todas las leches analizadas
(libre de grasa, 1 %, 2 % y leche entera), y en segundo lugar que el contenido de grasa en la leche
es un obstaculo que disminuye el efecto de la termosonicaciéon, por lo cual, en las leches con bajo
contenido de grasa (libre de grasa 'y 1 % de grasa) la vida Gtil bajo condiciones de refrigeracion
fue alin maés larga. se encontré que, en la leche entera el tiempo de aplicacion de ultrasonido
necesario para lograr la inactivacion de la bacteria Listeria innocua ATCC 51742 fue de 30
minutos, mas tiempo del necesario para conseguir el mismo efecto en las leches descremadas. Sin
embargo, es muy poca la informacién que se encuentra sobre investigaciones especificas en la

aplicacion de ultrasonido como método de conservacion en productos lacteos como el queso,



existiendo sélo antecedentes relacionados a su uso como técnicas de analisis no destructivas en el

seguimiento o monitoreo del proceso de maduracion de quesos (Garcia-Pérez, 2007).

(Leong, 2014) el ultrasonido de alta intensidad tiene un efecto positivo en la calidad final de la
leche y otros productos lacteos donde los alcances mas importantes incluyen realzar el color, la
apariencia, la textura y estabilidad. Técnicamente hablando estos avances son debidos al efecto de
homogenizacion de la leche generados por las ondas ultrasonicas. Desde una perspectiva
microestructural ocurren cambios importantes con respecto al tamafio de los glébulos de grasa,
como reflejo en una macro escala, se revela un color mas blanco, mejor apariencia y propiedades
fisicas (Barbosa y Bermudez, 2008).La termosonicacién (combinacién de temperatura y calor)
provee ciertas caracteristicas de calidad, produciendo una mayor homogeneidad en la matriz grasa/
proteina, mejor estabilidad, color més blanco y mejor textura, producto de una reduccion y
reagrupamiento de los componentes de la leche e interaccion con los demés ingredientes de la
emulsién. Efectivamente la termosonicacion es una alternativa viable para procesar leche, yogurt

y otros productos lacteos, con importante ahorro de costos y tiempo (Barbdsa y BermUdez, 2008).

Generalmente, la cavitacion de la sonicacion es mas eficaz en las bacterias gram-negativas, células
redondas esféricas pequefias, y las bacterias gram-positivas son mas resistentes a los ultrasonidos
debido a que su pared celular es méas gruesa y les da una mejor proteccion contra los efectos del
ultrasonido. Las diferencias en la sensibilidad de las células podrian ser causadas por la capa mas
fuertemente adherente de peptidoglicanos en las células gram-positivas. Las esporas bacterianas y
hongos son mas resistentes a la ecografia que las bacterias vegetativas. Las esporas son mas
dificiles de ser destruidos que las células vegetativas que se encuentran en fase de crecimiento.
Los cocos o células en forma esférica son mas resistentes a los ultrasonidos que los bacilos de
forma de véstago debido a la relacién de superficie de la célula y el volumen. Las células con
mayor area de superficie son mas resistentes a la ecografia que las células pequefias y redondas.
En resumen, la eficacia de la ecografia en el tratamiento de los microorganismos es diferente
dependiendo de la especie y sus estructuras de la pared celular (Arzeni, 2012). La tecnologia del
ultrasonido se combina principalmente con otros agentes desinfectantes, la aplicacion de la
ecografia es una tecnologia no térmica que contribuye al aumento de la seguridad microbiana y
prolonga la vida de anaquel, especialmente en la comida sensible nutricionalmente y
sensorialmente al calor y las que presentan caracteristicas funcionales (Alegria, 2009, Cao, 2010,
O'Donnell, 2010, Wang, 2011, Bhat, 2011).



2 OBJETIVOSY PLAN DE TRABAJO

2.2 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del ultrasonido sobre la carga microbiana e inactivacion enzimatica en crema de

leche cruda como alternativa tecnoldgica para mejorar su calidad.
2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analizar quimica, microbioldgica y enzimaticamente la crema de leche cruda y tratada con

ultrasonido.

Evaluar las caracteristicas sensoriales (color, sabor y olor) de la crema de leche cruda tratada con

ultrasonido.

Establecer la influencia del ultrasonido sobre el tiempo de almacenamiento de la crema de leche

tratada.

Determinar el efecto del ultrasonido sobre las caracteristicas quimicas, microbiol6gicas,

enzimaticas y sensoriales de la crema de leche tratada.
2.4 PLAN DE TRABAJO
Para dar cumplimiento a los objetivos planteados se estableci6 en siguiente plan de trabajo.
2.4.1  Eleccion de las muestras

Para la realizacién del estudio, las muestras de crema de leche cruda fueron tomadas
directamente en la planta de procesamiento de leche cruda en el Centro de Acopio de la Empresa

Freskaleche S.A.S. ubicada en Aguachica, Cesar.

El porcentaje de materia grasa de las muestras de crema de leche cruda (300 + 2 g) fue del 50 %,

empacada en bolsas de polietileno, recubiertas con papel aluminio y refrigeradas (4+ 2 °C).

A las muestras de crema de leche cruda obtenidas, se le realizaron las pruebas quimicas (pH y
acidez), microbioldgicas (aerobios mesofilos, coliformes totales, mohos y levaduras),

enzimaticas (fosfatasa y peroxidasa) y organoléptico (color, sabor y olor).



El equipo de ultrasonido usado en el proyecto fue de marca Elmasonic P: 500 W., con una
frecuencia de 37 KHz, y tiempos utilizados fueron de 2, 5 y 10 minutos a una temperatura de 30
y 40 + 2°C. Todas las muestras fueron empacadas en polietileno de baja densidad con vacio al
95 %, en una empacadora marca Henkovac, rotuladas, protegidas de la luz (con papel aluminio)
y almacenadas en condiciones de refrigeracion (4 £ 2 °C) durante 0, 3, 5, 7 y 10 dias; periodo en

el que se evaluaron quimica, microbioldgica, enzimatica y sensorialmente.
A continuacion se presenta el disefio muestral realizado a las muestras de crema tratadas:

N= (1TRUL x 3TULX 2TMP x 5D) 3R
N=190

N - Numero de muestras empacadas a analizar
TRUL - Numero de Tratamientos de ultrasonido
TUL - Tiempo aplicacion ultrasonido

TMP - Temperatura de tratamiento

D - Numero de dias en almacenamiento refrigerado.

R - NUmero de replicas
Para su ejecucion se realizaron las siguientes acciones:
2.4.2 Busqueda de bibliogréafica y analisis de la informacion.

Se realiz6 una revision bibliografica para determinar los pardmetros mas importantes en la
evaluacién del efecto del ultrasonido en la carga microbiolégica, caracteristicas fisicoquimicas,

sensoriales de la crema de leche de acuerdo a los objetivos establecidos.
2.4.3 Evaluacion de las caracteristicas quimicas (pH y acidez).

La calidad quimica se determind a partir de la evaluacion de: pH (NTC 399), acidez (NTC 4623)

antes de tratamiento y durante un periodo de 10 dias en almacenamiento refrigerado a 4 + 2 °C.
2.4.4  Evaluacion de las caracteristicas microbioldgicas.

El recuento microbioldgico de la crema de leche cruda se realiz6 por metodologia de petrifilm de
3M en los siguientes grupos microbianos: de recuento total de microorganismos mesofilos
aerobios (AOAC 986.33), coliformes totales (AOAC 991.14), hongos y levaduras (AOAC



997.02), a la crema de leche sin tratamiento, a diferentes temperaturas del tratamiento ultrasénico

en 0, 3, 5, 7y 10 dias de almacenamiento en condiciones de refrigeracion (4+/-2°C).
2.45  Evaluacion de las caracteristicas sensoriales.

Se determind antes y al finalizar el almacenamiento en refrigeracién por 10 dias, y en su orden de
percepcion, la evaluacion de los atributos de color, sabor y olor, valorando su escala de intensidad

para crema de leche cruda.

En crema de leche sometida a ultrasonido se evalud en su orden de percepcion: el olor en relacion
a la intensidad de sensaciones a acido lactico y rancidez; el sabor, en relacion de &cido lactico,
rancidez y textura. Finalmente, se valord la aceptacion global a partir de una escala heddnica, con
un grupo de panelistas semientrenados, con experiencia en analisis de lacteos de la empresa (10

panelistas).
2.4.6  Analisis enziméatico de la crema de leche.

Se analiz6 la prevalencia e inactivacion de las enzimas presentes en la crema de leche cruda
antes y después del tratamiento con ultrasonido: fosfatasa alcalina (prueba de Aschaffenburg y

Muellen), y peroxidasa (prueba de Storchs).

2.4.7 Determinacion experimental del efecto del ultrasonido sobre las
caracteristicas quimicas, microbioldgicas, enzimaticas, y sensoriales del

almacenamiento en la calidad de crema de leche.

A partir de los resultados obtenidos de las diferentes pruebas experimentales, realizadas a la crema
de leche se evaluaron mediante un disefio factorial (tiempo y temperatura de exposicién a US en
3y 2niveles): 2,5y 10 min, a 30 y 40 °C respectivamente, durante 10 dias de almacenamiento
con tres repeticiones para cada tratamiento con US para un total de 90 unidades experimentales.
Mediante el andlisis de varianza (ANOVA) a un nivel de significancia de 0,05 se determiné si
existen o no diferencias estadisticamente significativas del efecto del ultrasonido sobre las
caracteristicas quimicas, microbioldgicas, enzimaticas y sensoriales de la crema de leche en el
almacenamiento refrigerado (4 + 2 °C) durante 0, 3, 5, 7 y 10 dias. Por ultimo, para determinar
entre que tratamientos fueron encontradas las diferencias estadisticamente significativas se aplico

la prueba de comparacién de Tukey mediante el paquete estadistico SPSS v. 19.0.



3. METODOLOGIA

A continuacion se describen los métodos y técnicas a empleados para dar cumplimiento de las

actividades de cada uno de los objetivos especificos:

3.1 MATERIA PRIMA

3.1.1 Crema de leche.

La crema de leche obtenida es producto del descremado de leche fresca recepcionada en la planta de

Freskaleche S.A.S. ubicada en Aguachica — Cesar.
3.2 METODOS

Las muestras de crema de leche cruda fueron tomadas directamente en la planta de
procesamiento de leche cruda en el Centro de Acopio de la Empresa Freskaleche S.A.S. Ubicada
en el kildbmetro 7 vias a Bucaramanga, en Aguachica, Cesar. Para lo cual se partié del proceso

de obtencion de crema de leche cruda establecido por la empresa (ver Figura 2)

Leche cruda es recibida de hatos
lecheros de la zona.

Temperatura de 4+/- 2 °C y se
clarifica.

Descremado de la leche cruda (nata
del 50 %).

Segun formulacion establecida.

Maximo a 6 +1 °C hasta 8 dias en
tanque.

A temperatura de 140+1 °C por 2
seaundos

Figura 2. Diagrama del flujo del proceso de obtencion de crema de leche cruda. Fuente: Pino. A
(2017).



3.2.1. Toma de muestra.

El muestreo de la crema de leche cruda se realizé de forma aleatoria una vez el proceso de
descremado se estabilizd dentro del equipo, esto ocurrid a los 30 minutos de iniciada la

produccidn. Las muestras se tomaron en bolsas de polietileno de baja densidad de 9 x 5 cm, con

una capacidad de 300 gramos, y se realiz6 un empacado al vacio (95 %) en un equipo Henkovac
(ver fotol Ay B).

el

Foto 1. Tomas de muestra de crema de leche cruda. Fuente: Autor

3.2.2. Tratamiento ultrasonido

Las muestras de crema de leche cruda fueron sometidas al tratamiento de ultrasonido con una
frecuencia de 37 KHz, con el equipo marca Elmasonic P: 500 W;a 30y 40 +2°C,en 2,5y 10
minutos de exposicion, en tiempos de almacenamiento de 0, 3, 5, 7 y 10 dias (ver foto 2).

Foto 2. Tratamiento ultrasénico a muestras de crema de leche cruda. Fuente: Autor



Se dejaron testigos o muestras control en los tres ensayos sin aplicacién de ultrasonido solo
evaluando las caracteristicas que se presentan con las muestras de crema de leche cruda con los

tres intervalos de tiempo.

Las muestras tratadas se llevaron a los laboratorios de fisicoquimica y de microbiologia de
Freskaleche S.A.S. en la planta de Aguachica - Cesar para realizar las respectivas pruebas y

analisis dependiendo de los tiempos de exposicion estipulados para cada ensayo.
3.3. ANALISIS QUIMICO DE LA CREMA DE LECHE.

A continuacion se describen las pruebas quimicas que se realizaron a las muestras de crema de

leche cruda y procesada:

° pH: segiin NTC 399, se tomaron muestras de crema de leche cruda y tratada, la medicion
del pH se realiz6 con un equipo marca Schoot y un electrodo de vidrio, la crema debera estar a
una temperatura de 20 = 1 °C, se hicieron 5 lecturas para corroborar el dato esperando que el pH

se mantenga por lo menos durante 30 segundos.

Foto 3. Muestras de crema de leche cruda con tratamiento ultrasonido codificadas. Fuente: Autor.

° Acidez: se hizo seguin la NTC 4978 actualizacion 2001-09-26 por titulacion. Reportando
los resultados expresados en porcentaje de &cido lactico.



3.4.ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LA CREMA DE LECHE.

El objetivo de determinar la cantidad de bacterias de origen aerobio mesofilo, es el de poder
establecer la carga inicial promedio con la que llega la crema de leche cruda y poder evaluar la

eficiencia de la aplicacion del ultrasonido sobre ella.

Foto 4. Toma de muestra de crema de leche cruda con tratamiento ultrasonido para anélisis microbiol4gico.
Fuente: Autor

3.4.1. Determinacion de aerobios mesofilos.

Se empled la técnica de petrifilm método AOAC 986.33, se tomd cada una de las muestras (crema
cruda y crema tratada), y se llevaron al laboratorio donde asépticamente se abrieron las bolsas de
polietileno y se dispusieron en frascos con solucién peptonada 10 gramos en 90 de diluyente. Esta
preparacion serd llevada a 10410 e inoculadas en los discos petrifilm para aerobios meséfilos. Los
discos inoculados se llevaron a la incubadora por 48 horas a 35 + 2 °C. Colonias rosas se tomaron

como positivas (ver foto 5).

Foto 5. Muestreo microbiol6gico de muestras de crema de leche cruda con tratamiento ultrasonido. Fuente:

Autor.



3.4.2. Determinacion de coliformes totales.

Se cuantificaron las bacterias de tipo coliforme para medir la calidad higiénica de la crema de leche

cruda a trabajar.

Se tomd el diluyente, se llevé a dilucién 102y 107, la presencia de Coliformes totales segiin AOAC
991.14 se realiz6 por medio de la técnica de petrifilm. Cuando los discos fueron inoculados se

llevaron a la incubadora por 48 horas a 35 = 2 °C. Colonias rojas con gas se tomaron como positivas.
3.4.3. Determinacién de hongos y levaduras.

La determinacion de la cantidad de hongos y levaduras presentes en las muestras de crema cruda y
procesada nos ayudé a evaluar el deterioro que sufre la crema de leche en almacenamiento antes de
su proceso final. Esta se hizo segun lo establecido por la AOAC 997.02; las diluciones a trabajar
fueron 102y 103, Una vez se obtuvieron las laminas inoculadas se llevaron a la incubadora a 27 +

2 °C por 3 dias, colonias azul-verdosas se tomaron como positivas.

Todos los petrifilm usados se incubaron en el laboratorio de microbiologia de la planta de

Freskaleche en Aguachica, en equipos marca Binder.
3.5. ANALISIS ENZIMATICO DE LA CREMA DE LECHE.

Se determind la presencia de las enzimas Fosfatasa alcalina y peroxidasa tanto en crema de leche

cruda y procesada. A continuacion se describen las técnicas empleadas.
3.5.1. Determinacién de Fosfatasa alcalina.

. Hervir 5 ml de crema de leche cruda para preparar un control.
. Poner en dos tubos de ensayo P (muestra problema) y C (control) 10 ml de agua destilada
y adicionar a cada uno de ello una tableta de Lactognost | y Il. Antes de adicionar las tabletas es
conveniente molturarlas en un mortero ya que es dificil disolverlas en el agua. Tras adicionar las
tabletas remover con una varilla de vidrio para facilitar la disolucion.
. Pipetear 1 ml de leche en cada uno de los tubos segln corresponda el tipo de muestra e
introducir en el bafio o estufa a 37 °C durante 1 hora.

Posteriormente afiadir a cada tubo una cucharadita del reactivo Lactognost Ill y

homogeneizar.



. Leer el color a los 10 minutos. La existencia de color azul indicara presencia de actividad

de la fosfatasa alcalina.

3.5.2. Determinacion de Peroxidasa.

. Introducir 5 ml de crema de leche en un tubo de ensayo.

. Afadir 5 ml de la solucién de 1,4 fenilendiamina.

. Afadir dos gotas de la solucion de per6xido de hidrégeno.

. Observar la coloracion dentro de los 30 segundos siguientes.

3.6. EVALUACION SENSORIAL DE LA CREMA DE LECHE.

Para la evaluacion sensorial de la crema de leche almacenada en refrigeracion (4 £ 2 °C) con y
sin tratamiento de ultrasonido durante los dias 0, 3, 5, 7 y 10 se realizaron las siguientes

actividades:

1. Seleccidn de los panelistas: se seleccioné personal que labora en la planta con minimo un afio
de experiencia de las areas de calidad, gestion de calidad y produccion. Se les indicé que eran
escogidos por su nivel de desempefio dentro de la compafiia y que entrarian en un pequefio y

rapido entrenamiento para poder llevar a cabo la parte sensorial de este proyecto.

a. Recopilacién de datos basicos del panelista: edad, sexo criterios de exclusién e inclusion,

habitos de consumo, conocimiento del producto y evaluacién sensorial

b. Entrenamiento de las personas seleccionadas: se realiz6 una induccion y entrenamiento
sobre el tipo de pruebas a aplicar en la propuesta. Se determiné su sensibilidad frente a crema de

leche, el cual fue el producto usado en el entrenamiento.



Foto 6. Panelista seleccionados evaluando muestras de crema de leche cruda con tratamiento ultrasonido.
Fuente: Autor.

2. Aplicacion del perfil sensorial de la crema de leche.

a. Disefio de los instrumentos a aplicados en las diferentes pruebas sensoriales: discriminativas,
preferencias o heddnicas y escala global de aceptacion del producto, asignacién de cédigos a las

muestras.

b. Adecuacidn del sitio y elementos requeridos: (laboratorio, vehiculo a emplear, cantidad de
muestras, recipientes, escupidero, servilletas, cucharitas, lapiceros, formatos, nevera, estufa y

calentador) para la aplicacion de la prueba dentro de las instalaciones de la empresa.
c. Realizacion del perfil sensorial

Crema de leche cruda: En la crema de leche cruda se evalud en su orden: (1) El grado de

percepcion, (2) La evaluacién de los atributos de sabor, color y olor.



Crema de leche procesada (ultrasonido): En la crema de leche sometida a ultrasonido se evalu6

en su orden de percepcion, el olor y sabor en relacion a la intensidad de sensaciones a acido lactico

y color. Finalmente, se valorara la aceptacion global a partir de una escala heddnica.

La valoracién estaba en una escala de intensidad para crema de leche, los cuales fueron desde me
gusta mucho, con una valorizacion de 1 hasta me disgusta mucho con una valoracién de 5, los
panelistas debian escoger cual crema era la de su preferencia donde incluian el color (desde crema
claro hasta amarillo), el sabor que tenia que ser suave, y un olor agradable también asociado a una

baja acidez.

3. Tabulacion y analisis e interpretacion de los resultados obtenidos en la evaluacion

sensorial.

3.7. ANALISIS ESTADISTICO

A partir de los resultados obtenidos de las diferentes pruebas experimentales, realizadas a la crema
de leche se evaluaron mediante un disefio factorial (tiempo y temperatura de exposicién a US en
3y 2 niveles): 2,5y 10 min, a 30 y 40 °C respectivamente, durante 10 dias de almacenamiento
con tres repeticiones para cada tratamiento con US para un total de 90 unidades experimentales.
Mediante el analisis de varianza (ANOVA) a un nivel de significancia de 0,05 se determind si
existen o no diferencias estadisticamente significativas del efecto del ultrasonido sobre las
caracteristicas quimicas, microbioldgicas, enziméticas y sensoriales de la crema de leche en el
almacenamiento refrigerado (4 + 2 °C) durante 0, 3, 5, 7 y 10 dias. Por Gltimo, para determinar
entre que tratamientos fueron encontradas las diferencias estadisticamente significativas se aplico

la prueba de comparacién de Tukey mediante el paquete estadistico SPSS v. 19.0.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion se muestran los resultados alcanzados en el cumplimiento de los objetivos

planteados:

4.4. RESULTADOS DE LOS ANALISIS QUIMICOS DE LA CREMA DE LECHE
TRATADA CON ULTRASONIDO

A continuacion se muestran los resultados obtenidos con la aplicacion del ultrasonido sobre la
crema de leche cruda:

4.4.1. Resultados de pH y acidez de la crema de leche.
En latabla 2., se presentan los resultados de los analisis quimicos obtenidos al aplicar el ultrasonido

a temperaturas 30 °C y 40 °C en los diferentes tiempos de exposicion y dias de almacenamiento.

Tabla 2. Analisis quimico de la crema de leche con ultrasonido a dos temperaturas y diferentes

tiempos de exposicion y almacenamiento. N=3.

TiEMPo | TRATAMIENTO ULTRASONIDO A30+1°C | TRATAMIENTO ULTRASONIDO A40 £ 1°C
ANALI
EXPOSICI DIA DIA
SIS o
ON (min)
0 3 5 7 10 0 3 5 7 10
2 0.22 035 0,38 039 | 038 024 | 041 | 040 0,39 04
Acidez 5 0.25 03 | 035 | 036 | 035 | 025 | 033 | 040 | 038 04
10 [ N E—
023 | o044 | o4 | 03 | 04 | o026 <035 | 038 | 038 | 03>
2 5,81 481 421 421 | 409 562 | 462 | 412 4,01 4,01
| — | r— [
i ° ( D q
566 N_ 536 |/ 501 511 | 509 57 Ne47 | 407 401 4
10 5,59 5,09 4,19 4,01 4,01 574 | 474 | 417 4,09 4,08

Como se observa en la tabla 2, el pH presento una variacion en los tiempos de exposicion durante los
dias de almacenamiento con la aplicacion del ultrasonido. Sin embargo, el analisis de ANOVA no
mostro diferencias estadisticamente significativas (p-valor > a), es decir, 0,481> 0,05. Lo anterior
pudo deberse a que el pH, es un pardmetro bioguimico que se ve afectado segun los resultados
obtenidos por (Majid, 2015) donde el ultrasonido provoca la hidrdlisis del agua dentro de las burbujas
oscilantes que conducen a la formaciéon de H*y OH- los radicales libres que pueden capturarse en
algunas reacciones quimicas, por ejemplo, los radicales libres pueden ser eliminados por los
aminoacidos de las enzimas involucradas en la estabilidad de la estructura, la unién del sustrato o las

funciones cataliticas.



En donde mayor caida de pH se present6 fue en el almacenamiento entre el dia 3 y el 5 arrojando una
valor 0,61 en caida de pH, y donde estuvo mas estable fue entre los dias 5, 7 y 10 de almacenamiento,

manteniendo una constante de reduccion de pH entre 0,03 y 0,05 respectivamente.

Madadlou et al. (2009), informaron un aumento en la turbidez y reduccién en el diametro de particula
a cualquier valor de pH dado para la solucion de caseina a medida que aumentaba la potencia de
ultrasonidos (a una frecuencia de 35 kHz). También observaron una mayor magnitud de reduccion en
el diametro de las micelas reensambladas a un pH mas alto, lo que sugiere una interaccion entre el

ultrasonido y el pH.

Mientras que la acidez presenta minimas variaciones en su comportamiento (ver grafico 1)
dependiendo del tiempo de tratamiento y dia de almacenamiento a temperaturas de refrigeracién.
Estas variaciones se aprecian en el grafico 1, sin embargo, se encontrd que el p- valor es mayor al
nivel significancia para la acidez (0,1029 > 0,05) por lo tanto no hay diferencias estadisticamente
significativas en la crema tratada a 40 °C, en cambio a 30 °C se observan pequefias variaciones

durante el almacenamiento sobre todo cuando sobrepasa el tercer dia a 10 minutos del tratamiento.

Tabla 3. Analisis de varianza (ANOVA) para Acidez por el Tiempo de exposicion del
ultrasonido

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

Entre grupos|0,0369571 3 (0,012319 2,24 0,1029

Intra grupos |0,17026 31 |0,00549226

Total (Corr.) [0,207217 34

La variacion del comportamiento entre la acidez de los tratamientos realizados entre 2 y 5 minutos es
muy baja, cuando se somete a 30 °C, en cambio la variacion entre estas y el tratamiento realizado con
el ultrasonido a 10 minutos es con 30 °C si modifica los resultados. Mientras que el cambio de la
acidez en el tratamiento realizado a 40 °C por 2, 5y 10 minutos en el tiempo 0 no es muy amplia, lo

que indica que el tratamiento mantiene los valores de acidez en la crema recién tratada.
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Grafico 1. Diagrama de cajas y bigotes de la acidez y pH de la crema de leche y lo tiempos de

exposicion (min.) del ultrasonido.

Del grafico 1 se infiere que la crema de leche sometida a los tratamientos de ultrasonido muestran
una disminucién del pH a diferentes tiempos de exposicidn (min), mientras que la acidez expresada
en &cido lactico, fue mayor en la crema de leche que no fue sometida a ningln tipo de tratamiento,
sin embargo la crema de leche sometida a tratamientos de 2, 5 y 10 min conservaron el porcentaje de
acidez a lo largo de los 10 dias de almacenamiento a temperatura de 30 y 40 + 1 °C, indicando que
el tratamiento de ultrasonido aplicado a la crema de leche cruda disminuye la acidez siendo una
alternativa tecnoldgica para mejorar su calidad antes de la Ultrapasteurizacién. EI aumento de pH fue
atribuido a la liberacion de iones de la estructura celular en el citoplasma o cambios en la estructura
proteica, que podria conducir a cambios en la posicion de las funcionalidades ionicas que reducen los

valores en el alimento, Alarcon et al, (2018).

Tabla 4. ANOVA para Acidez por Tiempo de exposicién

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

Entre grupos|0,00172667 2 |0,000863333 0,22 0,8055

Intra grupos |0,10694 27 10,00396074

Total (Corr.)|0,108667 29




Tabla 5. ANOVA para pH por Tiempo de exposicion

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

Entre grupos|0,670207 2 |0,335103 0,75 0,4810

Intra grupos {12,0305 27 10,445576

Total (Corr.) [12,7007 29

4.5. RESULTADOS MICROBIOLOGICOS DE LA CREMA DE LECHE TRATADA
CON ULTRASONIDO.

Los resultados del analisis microbioldgico se presentan en la tabla 5, donde la crema de leche tratada
con ultrasonido presentd una estabilidad en cuanto a recuentos microbianos y pequefia variaciones
reflejada en los valores de UFC/mI (unidades formadoras de colonias por mililitro) a lo largo del
almacenamiento, lo que quiere decir que el tratamiento es efectivo si se pretende almacenar la crema

de leche antes de ser sometida a un tratamiento final como lo es la ultrapasteurizacion.

Tabla 6. Resultados de los analisis microbioldgicos de la crema de leche con y sin tratamientos

TIEMPO TRATAMIENTO ULTRASONIDO A 30 °C TRATAMIENTO ULTRASONIDO A 40 °C
; EXPOSI
ANALISIS X DIA DIA
CION
(rir) 0 3 5 7 10 0 3 5 7 10
2 2.900.000 | 7.400.000 | 3.210.000 | 3.200.000 | 7.190.000 | 1.100.000 | 2.430.000 | 1.310.000 | 1.500.000 | 4.310.000
Aerobios
i 5 1.100.000 | 7.080.000 | 2.680.000 | 3.200.000 | 4.790.000 | 840.000 | 1.840.000 | 340.000 | 2.800.000 | 6.330.000
mesoTiios
10 800.000 | 8.080.000 | 1.480.000 | 4.300.000 | 5.930.000 | 830.000 | 3.340.000 | 230.000 | 2.500.000 | 3.980.000
2 21.000 45000 | 11000 | 2.650 3340 | 10000 | 20000 | 10.000 | 1.900 6.630
Coliformes 5 30.000 42000 | 50000 | 4.900 3231 | 10000 | 20000 | 10000 | 8.400 650
totales
10 10.000 37000 | 50000 | 10900 | 2240 | 10000 | 80000 | 10000 | 7.600 3.420
2 200 800 7.800 1.830 5.650 100 900 1.900 1.470 3.250
Hongos y
5 100 800 900 2520 5.800 100 800 700 1.890 1.133
levaduras
10 200 1.000 700 2,500 4700 100 1.000 100 1.900 3.150

De acuerdo a la gréfica 3, se observo que hay pequefias variaciones en el conteo de los meso6filos
aerobios después de la aplicacidn del ultrasonido comparado con la muestra de crema de leche cruda
sin tratamiento, demostrando que el tratamiento de ultrasonido a los 40 °C durante los dias de
almacenamiento redujo el nimero de bacterias entre 2 a 4 logaritmos. Sin embargo estos cambios no

fueron estadisticamente significativos de acuerdo al andlisis de varianza aplicado ver tabla 6.
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Gréfica 2. Diagrama de cajas y bigotes de mesdfilos aerobios influenciados por los dias de

almacenamiento y temperaturas.

De acuerdo con Pagan (1999), la inactivacién microbiana se relaciona con el fenémeno de cavitacion
cuya intensidad se afecta con la temperatura y caracteristicas fisicoquimicas del medio de
propagacion de las ondas ultrasénicas, quien reportd que la implosion de burbujas durante la
cavitacion acelera las particulas que se encuentran alrededor (sélidos inmersos), aumentando su

choque e incrementando el efecto de cavitacion, coincidiendo con lo encontrado en esta investigacion.

Como se observa en la grafica 3 el recuento de meséfilos presentd una variacion en los tiempos de
exposicion durante los dias de almacenamiento con la aplicacion del ultrasonido. Sin embargo, el
analisis de ANOVA no mostro diferencias estadisticamente significativas (p-valor < a), es decir,
0,9355< 0,05 (ver tabla 6).

Tabla 7 ANOVA para Aerobios mesofilos por tiempo de almacenamiento

Fuente Suma de Gl [Cuadrado Razon-F p-valor
Cuadrados Medio

Entre grupos|7,4366E11 2 |3,7183E11 0,07 0,9355

Intra grupos |1,50139E14 27 |5,56071E12

Total (Corr.) |1,50883E14 29




La grafica 3 muestra reduccion significativa menor a 2.000 ufc / ml en el conteo de los coliformes

total durante los dias de almacenamiento a temperaturas de 30 - 40 ° C y la muestra control (crema

de leche cruda sin tratamiento) coincidiendo con los resultados Tao et al., (2015) debido a la

inactivacion microbiana por el ultrasonido.

140000,00—

120000,00—

100000,00—

80000,00—

60000,00

Coliformes totales

40000,00—

20000,00

00—

10
g = = .

Temperatura
Wo
(k]
[mED]

T T
2 s

Tiempo de exposicion

Grafico 3. Diagrama de cajas y bigotes de coliformes totales influenciado por el tiempo de exposicion

del ultrasonido y al temperatura.
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Grafica 4. Hongos y levaduras influenciados por tiempos de exposicién y temperaturas.

En la gréafica 4 se encontré que la disminucion en el conteo de hongos y levaduras es similar en los
tiempos y temperaturas de exposicion con el tratamiento de ultrasonido, que es la carga de
microrganismo con una disminucion poco significativa, manteniendo un conteo similar al de la crema

de leche cruda sin tratamiento (patron).

El tratamiento de ultrasonido a 30 y 40 °C a 37 Hz a: 2, 5 y 10 minutos de tratamiento, no fue efectivo
para el grupo de hongos y levaduras; probablemente esto se deba a que la estructura celular de estos

microorganismos es diferente a las bacterias de grupo aerobio meséfilo y coliforme total.

4.6.RESULTADOS DEL EFECTO DEL ULTRASONIDO SOBRE LAS ENZIMAS
PRESENTES EN LA CREMA DE LECHE TRATADA CON ULTRASONIDO.

Los resultados obtenidos en los tratamientos de ultrasonido de crema de leche cruda a
temperaturas de 30 y 40 °C adiferentes tiempos de exposicion muestran que no hubo incidencia
en la inactivacion de las enzimas presentes en la crema de leche cruda (fosfatasa alcalina y

peroxidasa, (POD)) ni antes ni después del tratamiento con ultrasonido (ver tabla 8).

Tabla 8. Resultados de la prueba de fosfatasa y alcalina en crema de leche con y sin tratamiento
de ultrasonido.

TRATAMIENTO TRATAMIENTO

ENZIMAS ANALIZADAS ULTRASONIDO ULTRASONIDO
30 °C 40 °C

TIEMPO EXPOSICION (min) 2 5 10 2 5 10

FOSFATASA ALCALINA + + + + + +

PEROXIDASA + + + + + +

Como se observa en la tabla 6 ninguno de los tratamientos con ultrasonido aplicados inactivaron las
enzimas presentes en la crema de leche: la fosfatasa alcalina y la peroxidasa, las cuales se presentan
de manera natural en la leche cruda, se infiere que pudo deberse que a las bajas temperaturas
empleadas en la aplicacion del ultrasonido, ya que ellas se inactivan en temperaturas cercanas a la
pasteurizacion teniendo en cuenta lo expuesto por Bermldez-Aguirre (2017), quien considera que el
impedimento para que las enzimas presentes en productos no llegaran a inactivarse a bajas
temperaturas y longitudes de onda se pudo deber a la textura presente en ciertos alimentos. Para

ciertos alimentos (p. Ej., Zumo de naranja) y, en particular, con tecnologias no térmicas emergentes



como el ultrasonido y el procesamiento a alta presidn, las enzimas enddgenas y deteriorantes pueden

ser muy resistentes.

De otra parte, las enzimas también deben usarse como referencias de pasteurizacion para evitar el
deterioro de los alimentos procesados durante el almacenamiento. La termosonicacion y la
manotermosonicacion se recomiendan para la inactivacién enzimética, ya que el ultrasonido a
temperatura ambiente a menudo es ineficaz contra la mayoria de las enzimas alimentarias. Segln la
investigacion de Matos (2017), se verificd claramente la eficiencia de la termosonicacion en el
proceso de la reduccion / inactivacion de la enzima polifenoloxidasa (PPO) y la enzima peroxidasa
(POD) en agua de coco en donde se encontro que la ecografia presentd un efecto aditivo al tratamiento
térmico sobre la inactivacion de PPO y POD. Sin embargo, estudios especificos para cada tipo de la
matriz de alimentos debe realizarse porque este proceso puede no presentarse la misma eficiencia en
diferentes matrices, aspecto que coincide con los resultados obtenidos en el tratamiento de ultrasonido

en la crema de leche donde no se inactivaron las enzimas peroxidasa y fosfatasa alcalina.

En estudios previos se informé que el ultrasonido tiene poco efecto sobre la actividad PPO reduccién
en el jugo de guanabana (Dias et al., 2015) e incluso actividad PPO aumento en cubos de manzana y
jugo de manzana (Silva, Almeida, Rodriguez, & Fernandez, 2015) y puré de aguacate (Bi et al., 2015).
De otra parte, segun la investigacion realizada en zumo de manzanas por Abid (2013), lo que indica
gue, la mayor inactivacion de enzimas se obtuvo en ultrasonidos con sonda a 60 °C durante 10 min,
e igualmente la inactivacion completa de microorganismos, estos resultados evidencian que las

enzimas se inactivan a temperaturas por enzimas de los 60 £ 1 °C.
4.7.RESULTADOS DE LA EVALUACION SENSORIAL DE LA CREMA DE LECHE.

A continuacidn se muestran los resultados obtenidos de la evaluacién sensorial aplicada a la crema

de leche cruda y con tratamiento de ultrasonido.
4.7.1. Perfil sensorial de la crema de leche cruda

El perfil sensorial es la expresion final que se obtuvo de la evaluacion de la crema de leche cruda con
y sin tratamiento, en el que se establece la intensidad de los atributos caracteristicos de la crema de

leche permitiendo definir caracteristicas para su uso.
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Grafico 5. Perfil sensorial. Intensidad de los atributos de calidad de la crema de leche cruda (olor,

color y sabor).

La grafica 5 permite observar la intensidad de los atributos de calidad de olor, color y sabor de la
crema de leche: olor a crema fresca (4,6), sabor caracteristico de crema de leche fresca (4,9), color
beige (4,6) y textura viscosa (4,6) atributos caracteristicos de una crema de leche fresca y adecuado

para su procesamiento.
4.7.2. Perfil sensorial de la crema de leche tratada con ultrasonido (37 Hz).

En la gréfica 6, se presenta un consolidado del perfil sensorial de la crema de leche tratada con
ultrasonido (37 Hz) a una temperatura de 30 °C y los tiempo de exposicion evaluados (2, 5 y 10 min)

durante los 10 dias de almacenamiento en refrigeracion (4 £ 1 °C).
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Grafico 6. Perfil sensorial. Intensidad de los atributos de calidad de la crema de leche tratada con
ultrasonido en los tiempos y temperaturas (30°C) de exposicion durante 10 de almacenamiento en

refrigeracion.

Se observa una incidencia de sabor caracteristico a leche fresca, suave y con un toque dulce, color
crema , es el color que tiene este producto ya que es un intermedio entre blanco y amarillo, olor a
crema fresca pues no esté acidificada y una textura viscosa por estar dentro del porcentaje de 35% no
tiene una dureza representativa, en la crema de leche tratada con tiempos de exposicion de 2 minutos,
mientras que las muestras de crema de leche tratadas a 5 y 10 minutos presentaron caracteristicas
poco deseables en la crema de leche como olor leche fermentada, tenia un ligero sabor a kumis, sabor
fermentado l4ctico, no es desagradable pero no es el tipico de este producto en la marca de la empresa,

y textura semisolida, el tratamiento dafio un poco la estructura de la crema natural y fresca.

5 OLOR
DURA 4 CREMA FRESCA
SEMISOLIDA 3 YOGURT SUAVE
VISCOSA 2 LECHE ACIDIFICADA
LIGERA SABOR
TEXTURA 7 CARACTERISTICO...
BRILLANTE / ACIDO LACTICO LEVE
AMARILLO FERMENTO LACTICO

BEIGE RANCIO
CREMA COLOR

D CREMA DE LECHE (2 min) ECREMA DE LECHE (5min) O CREMA DE LECHE (10 min)



Grafico 7. Perfil sensorial. Intensidad de los atributos de calidad de la crema de leche tratada con
ultrasonido en los tiempos y temperatura (40 °C) de exposicién durante 10 de almacenamiento en

refrigeracion.

En la grafica 7 se presenta un consolidado del perfil sensorial de la crema de leche tratada con
ultrasonido (37 Hz) a una temperatura de 40 °C y los tiempo de exposicion evaluados (2, 5y 10 min)
durante los 10 dias de almacenamiento en refrigeracion (4 + 1 °C). Se observa una incidencia de olor
a leche acidificada, baja percepcion de sabor fermento I4cticos, la temperatura empieza a ejercer su
control, color amarillo, muy posiblemente por oxidacién de las grasas y una textura viscosa que es
agradable dentro de los panelistas, en la crema de leche tratada con tiempos de exposicion de 5
minutos, mientras que las muestras de crema de leche tratadas a 2 y 10 minutos presentaron
caracteristicas poco deseables en la crema de leche como olor leche fermentada, por bajo tiempo de
exposicion al tratamiento, el color amarillento por oxidacion de las grasas, sabor acido lactico muy
probablemente por supervivencia microbiana o enzimatica, y textura semisolida grumosa por el

prolongado tratamiento a esta temperatura.
4.7.3. Indice global de la calidad de las muestras de crema tratadas con ultrasonido.

La calificacion global de las muestras de crema de leche tratadas con ultrasonido realizada en el
momento de establecer el perfil sensorial de cada muestra es el complemento que permite que el juez
de un concepto global del producto teniendo en cuenta la valoracion que el realizo de todos los

atributos evaluados de manera integral.

5F T
4 @ - 4

5 3 =

[

[1]

‘6 l

E 2+ == -] -
1F - ]
0

2 5 10

Tiempo_Exposicion



Gréfica 8 Calificacion global de las muestras de crema de leche tratadas con ultrasonido a diferentes

tiempos de exposicion.

En la valoracion global realizada por los jueces, estos prefirieron las muestras de crema tratadas con
ultrasonido a 30 y 40 °C tiempos de exposicidn de 2 y 5 minutos por presentar mejores caracteristicas
sensoriales, aspecto que fue corroborado con la prueba de preferencia empleando una escala hedonica,

cuyos resultados se muestran a continuacion:

Como se observa en la grafica 8, el tiempo de exposicion afecta la percepcion sensorial de los jueces
semi entrenados sobre la crema de leche tratada con ultrasonido a temperaturas de 30y 40 £ 1 °C a
10 min con valoraciones de me disgusta y me disgusta mucho.

302 305 010 e—di? 40 5 e ) 10

panelista
4

Grafica 9. Apreciacion sensorial de los jueces respecto a tiempos de exposicion de ultrasonido y

temperaturas en crema de leche.

En terminos generales, se puede decir que el tratamiento de ultrasonido que tuvo mejor aceptacion
sensorial fue el de 30 y 40 °C por 2 y 5 minutos y lo que evidencia que a menor tiempo de
exposicion de ultrasonido mayor aceptacion sensorial, presentando sabor agradable, olor acido

lactico leve y color crema claro, caracteristico de la crema de leche.

Los panelistas semientrenados no aceptaron la crema tratada a 40 °C debido a que el ultrasonido
desmejoro mucho las caracteristicas organolépticas presentando caracteristicas como: de
granulosidad, arenosa y su color es amarillento, mientras que la crema de leche sin tratamiento es
homogéneay su color es beige. Ademas, la crema de leche después del tratamiento de ultrasonido
a 40 °C por 10 minutos presentd separacion de fases. Se encontré que Dulcieri, (2013), considera

que las micelas de caseina reflejan la luz, otorgando asi el color blanco a la leche. Sin embargo,



los carotenos de la grasa poseen diferentes grados de pigmentacién amarilla, lo que otorga a la
crema su color amarillento; este color también puede deberse a la accidn de algunas bacterias. Los
microorganismos pueden alterar el color al mismo tiempo que producen otras de las alteraciones
ya citadas. El color puede estar producido por el desarrollo de bacterias 0 mohos pigmentados en

la superficie sobre la que forman un velo o anillo, o hallarse diseminada por toda la leche.

Otro parametro importante dentro de las caracteristicas de una buena crema de leche es el sabor y
segun la percepcidn sensorial de los panelistas el tratamiento de ultrasonido a 37Hz que presento

mejores caracteristica fue a 30 °C y 40 °C por 2 y 5 min (ver anexo 4).

La percepcion de los panelistas al momento de realizar la evaluacion sensorial fue de gran
importancia al momento de emitir los juicios asi como su experiencia, adquirida en la empresa
Freskaleche S.A.S. lo que ayudo a determinar que la crema de leche con tratamiento de ultrasonido

de 37 Hz a 30 y 40 °C por 2 y 5 minutos fueron las muestras con mayor aceptacion sensorial.

Rodriguez et al. (2014), investigo, variadas percepciones dentro de un grupo de panelistas las
caracteristicas sensoriales de la leche, a través de la percepcion de los consumidores se lograron
generar palabras consensuales como: color blanco, color amarillo, sabor agrio, sabor dulce y sabor
salado, que permitieron caracterizar las leches estudiadas. Es importante establecer una estrategia
que permita cuantificar la intensidad de las palabras generadas por los consumidores, a través de

un panel entrenado, y asociar dichas intensidades con datos de preferencia, con la finalidad de
comprobar si las palabras consensuales generadas, explican la preferencia o rechazo de los
consumidores sobre las leches sujetas a estudio, con la finalidad de generar el mapa de productos,
determinar las palabras generadas permitan describir las leches, evaluar el efecto de
discriminacion del panel de consumidores y la estabilidad del mapa de productos. Las principales
caracteristicas sensoriales de las leches mediante el panel de consumidores, generando 209
palabras, de las cuales, los colores blanco y amarillo y el sabor agrio, dulce y salado fueron las
mas comunes, describiendo las principales caracteristicas de las leches analizadas. Las elipses de
confianza revelaron que el panel de consumidores fue discriminante, lo que genero estabilidad al
mapa de productos y confiabilidad en los resultados <0.05.

Wang (2018), concluyd que las preferencias de los consumidores de los productos alimenticios
dependen de una variedad de factores, muchos de los cuales estan relacionados con la experiencia
sensorial y las percepciones durante el procesamiento oral de los alimentos; y en las interacciones
entre la salivay los alimentos ingeridos. La estructura de los alimentos afecta el proceso de evaluacion

sensorial de los alimentos. Ademas, se discute como la fisiologia oral afecta la percepcion de los



alimentos y como se pueden alterar y predecir todas estas variables. Aunque la aceptabilidad se usa
comunmente para examinar el gusto por los productos alimenticios, méas estudios ahora enfatizan la
importancia de medir las conceptualizaciones de los consumidores, como las emociones para los
productos alimenticios. También es importante identificar cémo los consumidores perciben los
atributos sensoriales de los productos alimenticios, como lo ilustra la creciente participacion de los
consumidores en la caracterizacién del producto. Shouteten (2015), usé un cuestionario de formato
de rueda para obtener perfiles emocionales y sensoriales para productos alimenticios utilizando una
herramienta de consumo practica. Los términos seleccionados fueron especificos del producto y el
enfoque de aplicar la tasa de aplicar todo (RATA) se utilizd como una técnica de escalado. Tres
experimentos diferentes demostraron que la Rueda EmoSensory® podia discriminar dentro y entre
categorias de productos alimenticios. El sistema olfativo tiene que procesar el ilimitado mundo
quimico de los olores. Todo comienza en la nariz, en la cual las moléculas odorantes volatiles entran
en ritmo con nuestra. Como todos los demaés sentidos, el olfato puede mostrar variaciones genéticas,
de género y de envejecimiento en el rendimiento. Ademas, la funcion olfativa puede verse afectada
por el estrés, el ritmo circadiano y, en las mujeres, por el estado neuroendocrino reproductivo.
Duchamp (2016).

48 INFLUENCIA DEL ULTRASONIDO SOBRE EL TIEMPO DE
ALMACENAMIENTO DE LA CREMA DE LECHE TRATADA

De la gréafica 10 se observa que la temperatura de exposicion a 30 °C es mas efectiva para preservar
la acidez de la crema de leche (0,38 °Th), debido a que presenta varios resultados con un pH mayor
a 4.5; mientras que la exposicidn de temperatura a 40 °C presenta pH por debajo de 4.5, indicando

que esta temperatura no favorece la conservacion de la acidez durante el tiempo de almacenamiento.
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Grafico 10. Diagrama de cajas y bigotes del pH y acidez de la crema de leche en las dos temperaturas

de exposicién durante su almacenamiento.

A partir de la tabla 9 y 10 del anélisis de ANOVA aplicado para la acidez y el pH en funcién de la

Temperatura, se encontré que no existen diferencias estadisticamente significativas dado que el p-

valor es mayor al nivel de significancia. Sin embargo, en el gréafico de cajas y bigotes se pudo observar

un cambio tanto en la acidez como en el pH, debido a que el tratamiento realizado a la crema cruda

no deja un producto libre de enzimas y microorganismos, por consiguiente la maduracion de la crema

puede seguir en condiciones de refrigeracion y cambiar no solo sus caracteristicas fisicoguimicas sino

también las microbioldgicas.

Tabla 9. Anova para acidez en funcién de Temperatura de exposicion durante su almacenamiento

Fuente Suma de|Gl [Cuadrado Razon-F p-valor
Cuadrados Medio

Entre grupos|0,663053 1 0,663053 1,542 0,2246

Intra grupos 12,0377 28 10,429918

Total (Corr.)|12,7007 29

Tabla 10. Anova para el pH en funcién de Temperatura de exposicion durante su almacenamiento



Fuente Suma de|Gl |Cuadrado Razon-F p-valor
Cuadrados Medio

Entre grupos|0,000333333 1 ]0,000333333 |0,09 0,7713

Intra grupos |0,108333 28 |0,00386905

Total (Corr.) [0,108667 29

Segun lo observado en la grafica 10, se aprecia que las dos temperaturas tienen un comportamiento
similar en la produccion de acido lactico dentro de la crema de leche, originado por microorganismos,
durante los 10 dias que se mantuvo refrigerada, con ello se concluye que el efecto de la temperatura
no es de gran relevancia para preservar el producto semielaborado concordando con los resultados
obtenidos por Cameron (2009), quien establece que el uso de ultrasonido en la pasteurizacion,
continda siendo de gran interés para la industria lactea, ha demostrado ser eficaz para la destruccion
de Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens y Listeria monocytogenes, sin efectos perjudiciales

sobre el total de proteinas o contenido de caseina de la leche pasteurizada.

De la grafica 11 se observa que el conteo de los mesofilos aerobios es reducido entre 2 y 3 logaritmos
con respecto a la muestra patrén (crema de leche cruda sin tratamiento) y los tratamientos ( 30 y 40
°C), durante el tiempo de exposicion desde 2 a 10 min, lo cual es corroborado con lo encontrado por
Ahmed et al., (2017), quien afirma que el ultrasonido en combinacion con el calor es una tecnologia
alternativa para la reduccién de esporas microbianas, la cuales son caracteristicas de los grupos

mesofilos aerobios coincidiendo con lo reportado por Vercet (1999)
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Gréfica 11. Diagrama de cajas y bigotes de los mesdéfilos aerobios influenciados por tiempo de

exposicion y temperatura.

Como se observa en la tabla 11, el recuento de coliformes presento una variacion en los tiempos de
exposicion durante los dias de almacenamiento con la aplicacion del ultrasonido. Sin embargo, el
analisis de ANOVA mostro diferencias estadisticamente significativas (p-valor < o), es decir, 0,0014

<0,05.

Tabla 11. ANOVA para Coliformes totales por dias de almacenamiento

Fuente Suma de|Gl |Cuadrado Razon-F p-valor
Cuadrados Medio

Entre grupos|5,00295E9 3 |1,66765E9 7,15 0,0014

Intra grupos |5,59762E9 24 |2,33234E8

Total (Corr.) [1,06006E10 27

Coincidiendo con Ince (2001) quien encontré que la concentracion de Escherichia coli en agua
desionizada sometida a tratamiento de ultrasonido (20 KHz), se redujo notoriamente después de
adicionar sélidos (granulos de ceramica, particulas metalicas de zinc y carbon activado) al medio,
posiblemente a causa de un aumento en el fenémeno de cavitacion. También se ha argumentado que
el contenido graso presente en la leche podria estar ejerciendo un efecto protector contra el efecto del
ultrasonido para Listeria innocua, siendo més efectiva la inactivacion en leches con menor contenido
de grasa (Bermudez, 2008).
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Grafico 12. Coliformes totales influenciados por los dias de almacenamiento y temperatura

En la grafica 12 se muestra que el recuento de coliformes totales permanece constante en los 10 dias
de tratamiento del tratamiento de la crema de leche, coincidiendo con Chandrapala et al., (2012),
quien demostré que las curvas de crecimiento microbiano se considera como otra alternativa de
procesos térmicos tales como temperaturas de refrigeracion durante el almacenamiento. Mientras que
Lee (2003) obtuvo mediante tratamiento ultrasonico durante 10 minutos, una reduccion de
aproximadamente 4,0 ciclos y 0,8 ciclos logaritmicos para Salmonella sp., en agua de peptonay leche
achocolatada, respectivamente y Lilliar (1994) reporté la reduccién de la concentracion en Salmonella

en piel de pollo sumergida en agua clorinada en un rango de 2,5 a 4,0 ciclos logaritmicos.

De otra parte, Ordofiez (1987) estudio el uso del ultrasonido asistido por temperaturas inferiores a 62
°C logrando una reduccién del valor de D para S. aureus del 63 % en buffer de fosfato y del 43 % en
leche UHT. Igualmente Knorr (2004) encontré que los tratamientos de ultrasonido durante 300
segundos a potencias de 24,6 W y 42,0 W reducen la concentracion de E. coli en 1.0 y 2.0 ciclos

logaritmicos, respectivamente.
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Grafico 13. Hongos y levaduras influenciados por dias de almacenamiento y temperaturas.

En la gréfica 13 se encontré que la disminucion en el conteo de hongos y levaduras en ambos
tratamientos siendo mayor en el tratamiento a 40 °C durante los 10 dias de almacenamiento.
Corroborado por Barbosa et al., (2008) muestra que las bacterias se adhieren a los gldbulos grados
en la medida que el tratamiento de ultrasonido puede alterar las membranas lipidas de las células

generando adelgazamiento de las membranas celulares, y diferentes rugosidades superficiales.

Aparentemente estas nuevas condiciones, llevan a los microorganismos adherirse con mayor fuerza
y esconderse entre los gldbulos grasos, lo cual representa un efecto protector del calor y la cavitacion,
esto implicando baja disminucion de las baterias que ayudan a la acidificacion de la crema durante su
almacenamiento. Lopez-malo, 2005, encontr6 que el uso del ultrasonido por si solo en la industria
alimentaria para la inactivacion fungica es actualmente inviable. Coincidiendo con los resultados
encontrados por Wu et al. (2015); la inacticacion microbiana se debe al tratamiento por ultrasonido.
Sin embargo, Combinacién de ultrasonido, antimicrobianos y calor muestra una promesa
considerable, El futuro del ultrasonido en la industria alimentaria para fungicidas y bactericidas los
propdsitos son los procesos multifactoriales que combinan antimicrobianos, pH reducido y / 0 aw con
termosonicacion, manosonicacion y / 0 manotermosonicacion, al ser mas eficientes energéticamente
y dar lugar a la reduccién de valores D en comparacion con el calor convencional tratos, estos
procesos multifactoriales necesitan ser mas estudiado para generar la base de tratamientos

ultrasénicos factibles en pasteurizacion.



4.9 DETERMINACION EXPERIMENTAL DEL EFECTO DEL ULTRASONIDO
SOBRE LAS CARACTERISTICAS QUIMICAS, MICROBIOLOGICAS,
ENZIMATICAS, Y SENSORIALES DE LA CREMA DE LECHE TRATADA.

La relacion entre las caracteristicas de la crema de leche tratadas con ultrasonido (37 Hz) se observa
en latabla 12, de la cual se infiere que los aerobios mesoéfilos, coliformes totales, hongos y levaduras
son inversamente proporcionales a: los diferentes tiempos de exposicion, a las temperaturas y el pH.
Sin embargo son directamente proporcionales a los dias de almacenamiento en refrigeracion (10 dias)
y la acidez. Segun Amiri en 2018, estudio la incidencia del descenso de pH y el tratamiento de la
crema batida como mejoraba sus caracteristicas de viscosidad y textura y observaron que mejoraban
mucho cuando introducian proteina de suero concentrado. El analisis mostrd que el tratamiento
térmico a valores de pH maés bajos y un mayor tiempo de las soluciones de proteina de suero
concentrada aumentaba la viscosidad (crema batida), la firmeza y la disminucion de la sinéresis y el
exceso de la crema batida, lo que conducia a una mejor estabilidad en los productos finales. El
resultado mostré que en la crema batida que contenia proteina del suero concentrada modificado que
se habia tratado con un mayor tiempo de tratamiento térmico y valores de pH mas bajos tenia

propiedades texturales deseables.

Tabla 12. Analisis de correlacion del efecto del ultrasonido sobre las caracteristicas de crema de leche

durante el almacenamiento.

Tiempo Dias Aerobios | Coliformes | Hongos y
Temperatu | exposicion | almacenam M totales Levadura Acidez
ra (°C) (min) iento (UFC/ml) (UFC/ml) (UFC/ml) pH (°Th)
Temperatura
(°C) 1
Tiempo
exposicion
(min) 0,5092729 1
Dias
almacenamient
0 /" N\ 0 1
Aerobios M. -0,6958869\
(UFC/ml) -0,4713669 | 0,60897300 1
Coliformes
totales
(UFC/ml) -0,6024248 || -0,3555895 | 0,28844355 | 0,71728289 1
Hongos y |
Levaduras 9/ >
(UFC/ml) ,63038 -0,4408431 MI‘S&BG-—Q—QZ-Y-%Q-ZJ——O%M 1
pH 0,66647566 0,44162526m— -0,9530956 | -0,7936623 | -0,9087069 > 1

Acidez -0,5673247 | -0,41414809._0,6403024 | 0,93946308 | 0,7777055| 0,96063 -0,9478118 1




De otra parte se infiere que la acidez y el pH son inversamente proporcionales por lo tanto se establece
que el tratamiento de ultrasonido (37 Hz) con temperatura ( 30 y 40 °C), arrojé excelentes resultados
en la reduccion microbiana presente en la crema de leche cruda, como es el caso de las bacterias de
tipo mesofilo, cuya principal funcion es producir acido a partir de la lactosa de la leche y es un factor
altamente deteriorante en las caracteristicas de este producto, lo cual se corroboré con lo estudiado
por Khanal (2014), quien en su estudio observé que el tratamiento combinado de pasteurizacion (63
°C / 30 min) seguido de ultrasonido elimind aproximadamente 6 ufc/ml de estas células en leche
desnatada, obteniendo que el tratamiento de ultrasonidos causd una reduccion significativa de
Bacillus spp.; células vegetativas de Bacillus coagulans (ATCC ® 12245), Anoxybacillus
flavithermus (DSM 2641), Bacillus sporothermodurans (DSM 10599), Bacillus licheniformis (ATCC
® 6634) y Geobacillus stearothermophilus (ATCC ®15952). De igual forma, Vijayakumar (2015)
encontré que la termosonicacion disminuy6 el tamafio del glébulo de grasa en leche descremada y
crema, Yy el efecto de homogeneizacion aumentd con el tiempo de tratamiento. La termosonicacion a
potencias promedio de 104 W (133 um p-p) y 115 W (152 um p-p) durante 1 y 3 min destruyo
coliformes y méas del 99 % de las bacterias aerdbicas totales. El recuento total de bacterias aer6bicas
en la leche desnatada y termosonizada, y en muestras de crema, fue inferior a 20,000 ufc / ml en 30
dias. Por otra parte, O’Donnell, 2010 considera que el mecanismo de muerte microbiana se debe
principalmente al efecto del ultrasonido sobre la envoltura celular, causando adelgazamiento de las
membranas celulares, poros en las membranas y produccion de radicales libres. Se ha demostrado
también que la cavitacion puede generar inactivacién de enzimas como la pectinmetilesterasa,
polifenoloxidasas y peroxidasas, responsables del deterioro de jugos de frutas y vegetales, asi como

de enzimas diferentes asociadas a la calidad de la leche.

Durante los tiempos y temperaturas que se aplico el ultrasonido a 37 Hz, se encontrd que las enzimas
(peroxidasa y fosfatasa alcalina) no fueron inactivadas por lo tanto es necesario que se investiguen
otras longitudes de ondas y tiempos mas prolongados de exposicién. Las enzimas peroxidasa y
fosfatasa alcanina se encuentran presentes en productos lacteos entre estos la crema de leche. Asi
mismo, se encuentran presentes en las frutas las cuales han sido estudiadas por Bermdez-Aguirre en
2011, demostrando la utilidad de la termosonicacion para el procesamiento de zumo de manzana a
baja temperatura, para una mayor inactivacion de enzimas y microorganismos, el zumo de manzana
fresco se termosoniz6 utilizando ultrasonido en bafio (25 kHz, 30 min, 0,06 W cm (-3)) y ultrasonido
con sonda de sonicacion (20 kHz, 5y 10 min, 0,30 W cm (- 3)) a 20, 40 y 60 ° C para la inactivacion
de enzimas (polifenolasa, peroxidasa y pectinmetilesterasa) y microflora (recuento total en placa,

levadura y moho). De acuerdo con Vijayakumar (2015) quien estudié los efectos del calor y el



ultrasonido combinados (termosonicacion) sobre la actividad total de plasminay varias caracteristicas
de calidad de la leche desnatada y la crema. La actividad de la enzima en muestras de leche desnatada
termosonizada medida al final de 30 dias fue de 5 a 10 veces mayor que el dia 0, pero permanecid

estable en la crema termosonizada.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/skim-milk
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/enzyme-assay

5. CONCLUSIONES

El tratamiento con ultrasonido (37 Hz) a temperaturas de 30 y 40 °C de la crema de leche cruda es
una alternativa de conservacién durante el almacenamiento de la crema de leche antes de su

tratamiento final para la empresa Freskaleche SAS.

La reduccion de la carga inicial del grupo de microorganismos mesofilos aerobios fue del 62 %,
evidenciando que el mejor tratamiento de ultrasonido fue el de 40 ° C, a 10 minutos de exposicion al
ultrasonido. La reduccion de coliformes totales fue del 96 % con el tratamiento de 5 minutos a 40 Hz

durante 10 dias de almacenamiento.

La efectividad del tiempo de exposicion y la aplicacién de temperaturas (30 y 40 °C) durante los 10
dias de almacenamiento de la crema de leche fue a 40 ° C con una reduccion de 79 % en coliformes
totales con respecto al recuento de los meséfilos aerobios en los tres tiempos de exposicion 2,5y 10
minutos. El tratamiento de ultrasonido a 30 y 40 °C a 37 Hz a: 2, 5 y 10 minutos de tratamiento, no
fue efectivo para el grupo de hongos y levaduras, debido a las caracteristicas en su pared celular mas

fuertes que los otros microorganismos.

No se encontr6 un efecto del ultrasonido a 30 y 40 ° C de temperatura durante los dias de

almacenamiento sobre las caracteristicas quimicas de acidez y pH en la crema de leche tratada

La temperatura de exposicion a 30 °C es mas efectiva para preservar la acidez de la crema de leche
(0,38 °Th) con un pH mayor a 4.5 indicando que esta temperatura favorece la conservacion de la
acidez durante 10 dias de almacenamiento en refrigeracion, siendo una alternativa tecnoldgica para

mejorar su calidad antes de la Ultrapasteurizacion.

Los tratamientos con ultrasonido de 37 KHz a 30 y 40 °C a diferentes tiempos de exposicion (2, 5,
10 minutos) no fueron efectivos para inactivar las enzimas fosfatasa alcalina y la peroxidasa,

presentes en la crema de leche cruda de manera natural.

Los tratamientos de ultrasonido con 40 °C por periodos de tiempo mas prolongados (5 y 10 minutos)
en la crema de leche no fueron aceptadas por los panelistas con valoraciones de “me disgusta” y “me

disgusta mucho”, al presentar sabor acido lactico, olor rancio y desagradable.

Se concluye que los tratamientos de ultrasonido evaluados tienen un efecto en la reduccidn de la flora

bacteriana, manteniendo el pH y la acidez en la crema de leche, evidenciado por los panelistas quienes



no percibieron cambios significativos en la percepcion sensorial en las muestras tratadas con 30 °C

por 5 minutos de exposicion, el tratamientode 40 °C por 2 minutos de exposicion.



6. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar analisis de textura de las muestras de crema de leche con y sin tratamiento
de ultrasonido para identificar si existe un efecto sobre sus caracteristicas a las dos temperaturas y
tiempo de almacenamiento (10 dias), con esto tendremos otro parametro de percepcién sensorial de

los panelistas.

Se recomienda continuar con estudios de la aplicacién del ultrasonido en crema de leche cruda
donde se involucren otras variables como: tiempos de exposicion (15, 20 y 30 minutos), otras

longitudes de onda de ultrasonido y su combinacién con temperaturas.

Se recomienda realizar estudios de vida util de la crema de leche cruda tratada con ultrasonido,

permitiendo alargar la vida en anaquel del producto en la empresa.

Dar a conocer a las directivas de la empresa los resultados para que se proyecten los posibles

costos de inversién versus beneficios de aplicacién a escala industrial.

Llevar a escala industrial la aplicacion del ultrasonido en volimenes més grandes y verificar su

efectividad.
Enfocar estudios de aplicacion de ultrasonido con longitudes de onda més altos de 37HZ en crema
de leche para verificar su eficacia en la inactivacion de enzimas y eliminacion de esporas
microbianas.

Llevar a cabo estudios donde se involucren otras enzimas de interés para la industria lactea.

Realizar estudios de ultrasonido en leche cruda entera para evaluar si al extraer la crema sigue

teniendo comportamientos favorables durante el proceso.
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8. ANEXOS

ANEXO 1
FORMATO EVALUACION DE LA INTENSIDAD DE ATRIBUTOS EN CREMA DE
LECHE CRUDA
FORMATO EVALUACION INTENSIDAD DE ATRIBUTOS
INTENSIDAD VALORACION DE LA ESCALA
ATRIBUTOS A EVALUAR 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

OLOR

CREMA FRESCA

ACIDO LACTICO

RANCIDEZ
SABOR
CARACTERISTICO CREMA LECHE

FRESCA

ACIDO LACTICO LEVE

ACIDO LACTICO INTENSO

RANCIDEZ

COLOR

CREMA CLARO

CREMA MEDIO

CREMA INTENSO

AMARILLO

TEXTURA

LIQUIDA

POCO FLUIDA

VISCOSA

DURA

VALORACION ESCALA INTERPRETACION

0 NINGUNA PERCEPCION
1A3 POCA INTENSIDAD DEL ATRIBUTO EVALUADO
4A6 SE PERCIBE EN CIERTO GRADO EL ATRIBUTO EVALUADO
7 A10 EL ATRIBUTO SE PERCIBE INTENSAMENTE

COMENTARIOS:




ANEXO 2.
FORMATO PERCEPCION SENSORIAL GLOBAL DE LA CREMA DE LECHE
PRUEBA HEDONICA

INOMBRE: FECHA:
|

NOMERE DEL PRODUCTO:

|

IFrente a usted hay tres (3} muestras codificadas de crema de leche las cuales fueron sometidas al
137 KHz . temperatura de 30°C, por 2(A) .5(B) v 10 (C) mimitos. v almacenada por 10 dias al
=temperamra de refrigeracion . Se deben tener para los criterios de seleccion su sabor, color v olor:}
Icada muestra se debe probar una a la vez v marque con una X su juicio segin su preferencia

|

|

i AL MUESTRAS

| (A) (B) (©)
'1. ME GUSTA MUCHO

2. ME GUSTA

3. NI ME GUSTA NI ME DISGUSTA

i4_ ME DISGUSTA

|

5. ME DISGUSTA MUCHO
COMENTARIOS:




ANEXO 3.

INTENSIDAD DE COLOR DE LA CREMA DE LECHE SIN TRATAR Y TRATADA

Crema sin tratamiento ( control)

Crema tratada a 30°C/2 minutos

Crema tratada a 30°C/5 minutos




Crema tratada a 30°C/10 minutos

Crema tratada a 40°C/2 minutos

Crema tratada a 40°C/5 minutos




Crema tratada a 40°C/10 minutos

Fuente, Pino, A., 2017.



ANEXO 4

EVIDENCIAS FOTOGRAFICAS DE LA EVALUACION SENSORIAL DE LA CREMA




Fuente, Pino, A., 2017.



Anexo 5
EVIDENCIAS FOTOGRAFICAS DE LOS RECUENTOS MICROBIOLOGICOS DE LA
CREMA DE LECHE

Recoleccion de las muestras de crema de leche




Tratamiento de la crema de leche en bafio ultrasénico




Crema de leche tratada en 37 HZ y 40°C por 10 minutos




Siembra microbioldgica de las muestras de crema de leche




Resultados microbioldgicos muetras crema de leche

Fuente, Pino, A., 2017.



Anexo. 6

ESCALA HEDONICA DE LA CREMA DE LECHE TRATADA EVALUADA POR LOS
PANELISTAS PARA LA CREMA TRATADA

Crema tratada a 30°C

Panelista A (2 minutos) B (5 minutos) C (10 minutos)
tiene un color amarillo
Tiene buen color, aunque | Me gusta tiene unsabora [ no muy usual para la
1 la acidez se siente un | mantequilla muy ligero | crema de leche, su
poco marcada agradable textura es arenosa y no es
muy suave
Tiene sabor a yogurth, no | Sabor agradable, buena
2 sabor y olor agradable
me agrada mucho textura y olor suave
El sabor del &cido lactico | . . Tiene un color intenso , y
Tiene un color apetitoso
3 esagradable, y el color es agradable aunque la
y agradable
muy natural textura un poco arenosa
. Tiene un color apetitoso
Me gusta mucho tiene un P color agradable y buena
4 y agradable, textura
sabor agradable y suave textura y buen sabor
suave
Me gusta tiene un sabor .
~ . sabe bien y presenta un
5 a suero costefio su | sabe bieny es cremosa rico olor a manteauilla
textura es suave d
Tiene un sabor a su textura es granular, el
6 mantequillas agradable y | tiene un color agradable | sabor es muy rico y su
€s muy cremosa olor es agradable
Tiene una textura muy
no me gusta su textura,
7 suave y el color es muy | su textura es buena , y el pero tiene buen sabor y
parecido a la muestra | color es agradable olor
control
no me gusta su color no
. es el tipico de la crema de
el olor es muy rico y es
8 Es suave y cremosa suave la empresa, su olor es
agradable pero su textura
€s arenosa
9 Me gusta tiene un sabor es apetitosa y suave sabe bien y es cremosa
agradable y suave P y y
Buen color, olor Buen color , olor y
10 ' y maneja  una  textura | textura arenosa
textura
agradable




Crema Tratada a 40°

Panelista A (2 minutos) B (5 minutos) C (10 minutos)
presenta una coloracion
. sabe bien y tiene un olor | atipica para la crema de
1 Tiene buen color, y sabor y pica p
agradable leche sobre todo para
postres, no me gusta
sabor y olor agradable, el
2 buen sabor y olor , | Sabor agradable, buena | color es intenso y la
textura agradable textura y olor suave textura es no
caracteristica
El sabor del scido lactico Es agradable tiene | Textura arenosa, color
3 es agradable, y el color g y ’
P buena textura no usual para el producto
tipico
Me gusta mucho tiene un | Tiene un color y sabor
color agradable y buena
4 sabor agradable y es | agradable, textura muy
textura y buen sabor
suave al entrar en la boca | suave
Es  suave, resenta -
prese El color esta intenso pero | el sabor es agradable
5 buenas  caracteristicas
_ el sabor es agradable pero su textura no
organolépticas
. tiene un color y sabor | no me gusta el color no
Tiene un sabor a :
6 agradable y es cremosa agradable, pero la textura | es parejo y la textura no
no es suave es la tipica
no me gusta su textura,
Su textura es buena, y el | Su textura es buena , y el 9
7 pero tiene buen sabor y
color es agradable color es agradable olor
Es suave, cremosa |, textura no usual en crema
8 el olor es muy agradable
presenta buen sabor de leche
Me gusta tiene un sabor . sabe bien pero el color no
9 es apetitosa y suave
agradable y suave es agradable
Buen color , olor y|no me gusta la textura
Buen color, olor, suave y .
10 . maneja una textura | granular y el color no es
apetitosa L
agradable el tipico

Fuente, Pino, A., 2017.




