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Resumen

Para la produccion y comercializacion de jugos de frutas generalmente se utilizan
meétodos de procesamiento con calor lo que reduce la carga microbiana y genera
un producto inocuo, sin embargo, esto provoca algunas veces pérdida de nutrientes
y afectacion sensorial. Como respuesta a esta situacion la industria de jugos ha
comenzado a utilizar tecnologias emergentes o métodos combinados. Por lo que,
el objetivo de este trabajo fue evaluar el comportamiento de la flora nativa de jugo
de naranja al aplicar tratamientos solos o combinados de luz UV-C, calor, extracto
de limén y refrigeracién. Se utilizé jugo de naranja fresco el cual se procesé con luz
UV-C o calor (50°C) durante 5 min, posteriormente se adiciond extracto de limon
(1000 ppm) y se almacend a temperatura ambiente o de refrigeracion (4°C), se
evaluo la presencia de bacterias mesofilas aerobias (BMA), hongos y levaduras (H

yL). Y al sistema con menor poblacion microbiana se le realiz6é un analisis sensorial.

Los resultados mostraron que los tratamientos individuales (luz UV-C y calor)
presentaron poco efecto sobre los microorganismos evaluados, mientras que la
combinacion de ambos generé un efecto sinérgico principalmente en BMA. La
aplicacion de meétodos combinados (luz UV-C, calor, extracto de limén y
refrigeraciéon) generé una mayor reduccion (0.5 ciclos logaritmicos) de los H y L
respecto al jugo fresco durante el almacenamiento, permitiendo que la vida util del
jugo naranja sea de alrededor de 9 dias. El analisis sensorial mostr6 buena

aceptacion del jugo tratado por métodos combinados respecto al control.



1. Introduccidn

México es un gran productor a nivel mundial de citricos, los cuales son considerados
frutos universales ya que estan presentes en mas de 100 paises abarcando un 20%
del mercado mundial, ademas, a partir de estos se generan productos con una alta
demanda de consumo como los jugos y extractos (SAGARPA, 2016). El jugo de

naranja en particular aporta vitamina C, minerales y flavonoides (Khan et al., 2014).

Los jugos de frutas, idealmente, deberian ser elaborados utilizando métodos de
procesamiento que permitan retener al maximo los nutrientes (Annunziata y
Vecchio, 2011). Como respuesta a esta situacion, se han desarrollado tecnologias
de procesamiento conocidas como emergentes, las cuales, utilizan formas de
energia alternas a la calorica para la conservacion de alimentos (Leonelli y Mason,
2010).

La radiacion ultravioleta de onda corta es considerada una tecnologia emergente
que se perfila como un método de conservacion prometedor, debido a su capacidad
para inactivar una amplia gama de microorganismos y evitar pérdidas nutricionales
o sensoriales minimas (Lopez y Palou, 2005). También se ha abierto la posibilidad
de combinar tecnologias emergentes con otros métodos como lo son los
tratamientos leves de calor y el uso de aceites esenciales extraidos de plantas y
frutas. Lo anterior, se fundamenta en la existencia de un efecto aditivo o sinérgico
entre los diferentes mecanismos de inactivacién y de esta manera, potenciar su
accion para preservar caracteristicas de calidad fisicoquimicas, nutricionales y
sensoriales de los productos (Caminiti et al., 2012).

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue la aplicacion de métodos combinados

sobre la carga microbiana del jugo de naranja para alargar la vida de anaquel.



2. Antecedentes
2.1 Conservacion de alimentos

La conservacion de alimentos es un conjunto procedimientos aplicados a los
productos alimenticios con el fin de guardarlos y consumirlos mucho tiempo
después. Generalmente, el deterioro de los alimentos es producido por alteraciones:
quimicas, fisicas y biolégicas (Argaiz et al., 2004), por lo que el objetivo principal de
la conservacion es prevenir o retardar el dafio causado principalmente por
microorganismos Yy, por ende, evitar un efecto nocivo sobre los consumidores. Los
métodos de conservacion de alimentos se dividen en: métodos que utilizan
temperatura y métodos no térmicos, dentro de los primeros se encuentran el
secado, refrigeracion, pasteurizacion y congelacion. Por otro lado, los métodos no
térmicos comprenden altas presiones hidrostaticas, pulsos eléctricos, pulsos
magneéticos, ultrasonido e irradiacion con radiacion ultravioleta de onda corta (UV-
C) (Herrero y Romero, 2006; Mohammad, 2007).

Uno de los métodos de conservacion mas empleado es el tratamiento térmico,
técnica que muchas veces modifica las caracteristicas, tanto sensoriales (textura,
sabor y color), como nutricionales (pérdidas de vitaminas, principalmente) del
alimento, sin embargo, destruye a los microorganismos patégenos e inactiva
enzimas, que producen cambios en la apariencia del producto (Acevedo et al.,
2004). Debido a los efectos adversos de los tratamientos por altas temperaturas,
se encuentran en desarrollo procesos no térmicos de conservacion, también
denominados tecnologias emergentes (Dominguez y Parzanese, 2011), las cuales,
utilizan formas de energia alternativas a la cal6rica para la preservacion de
alimentos (Chemat et al.,, 2011). Usualmente, se utilizan varias tecnologias
emergentes en conjunto o se combinan con un calentamiento leve, para aprovechar
los diferentes mecanismos de inactivacion de microorganismos y enzimas, asi
como la sinergia que puede existir entre ellas (Caminiti et al., 2012). Ademas, son
poco agresivas y tienen la ventaja de ofrecer productos semejantes a los frescos,

garantizando la inocuidad del alimento (Pelayo, 2009). En este sentido, la radiacion



ultravioleta de onda corta (UV-C), ha sido aprobada por la FDA (Administracion de
Alimentos y Medicamentos) (2000) como una novedosa tecnologia para el

tratamiento de jugos de frutas, la cual se explicara a continuacion con mas detalle.

2.2 Calor
La aplicacion de calor a los alimentos se remonta a los tiempos en que el ser
humano descubrio como hacer fuego y observé empiricamente los beneficios que
esta practica aportaba. Actualmente, la aplicacion de calor es uno de los
tratamientos que hacen posible la existencia de productos inocuos y por tanto
prolongan la vida comercial de un alimento. Una de las tecnologias que se utiliza
mayormente en la industria alimentaria es la aplicacién de altas temperaturas, es
decir, calor. Los pardmetros mas destacados y determinantes para la conservacion
de alimentos son el tiempo que se mantienen y las temperaturas que alcanzan, pues
de ellos dependeré la calidad final del producto que se presente al consumidor, en
este sentido, la temperatura es uno de los parametros ambientales mas importantes
que condiciona el crecimiento y la supervivencia de los microorganismos
(Mohammad, 2007), el intervalo entre la temperatura minima y maxima para el
crecimiento se suele llamar margen de crecimiento, y en muchas bacterias suele
comprender unos 40°C. A partir de la temperatura Optima, si se incrementa la
temperatura se produce un descenso acusado de la tasa de crecimiento hasta
alcanzar la temperatura maxima. Dicha temperatura refleja desnaturalizacion e
inactivacion de proteinas enzimaticas esenciales, colapsamiento de la
membrana citoplasmica y lisis térmica de la bacteria. Cada especie o0 cepa
bacteriana tiene temperaturas cardinales distintas, de modo que una bacteria puede
presentar una temperatura Optima superior a la temperatura maxima de otra, o
inferior a la temperatura minima de una tercera. Las bacterias mesdfilas aerobias
presentan intervalos de temperatura minima a los 10 a 15°C, éptima a los 25 a 40°C

y maxima entre 35y 47°C (Raisman y Gonzalez, 1998).

2.3 Radiacion de luz ultravioleta
La radiacién ultravioleta (UV), es un agente esterilizador natural. Esta ubicada en

una region de energia del espectro electromagnético que se encuentra situada
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entre la luz visible y los rayos X, con una longitud de onda entre 10 y 400 nm. Se
puede subdividir en: UV de vacio (10-200 nm), UV de onda corta UV-C (200-280
nm), UV de onda media UV-B (280-315 nm) y UV de onda larga UV-A (315-400 nm)
(Gonzalez, 2001). La maxima eficiencia para la desinfeccion se sitta en el intervalo
de la UV-C, especificamente a 254 nm. En la Figura 1 se muestra la region

ultravioleta en el espectro electromagnético.

uv uv vy vy o
EXTREMO LEJANO MEDIO CERCANO LUZ VISIBLE

ULTRAVICLETA UV.C VB VA
DE VACIO

Figura 1. Espectro electromagnético. Tomada de: Dominguez y Parzanese, 2011.

La Tabla 1 presenta la clasificacion de la radiacion UV y sus efectos en los
organismos.

Tabla 1. Clasificacion de la longitud de onda de la radiacion UV.

Clasificacion Longitud de onda (nm) Efectos en organismos
Larga 320-400 Cambios en la piel humana
(bronceado)
Media 280-320 Quemaduras serias
(cancer)
Corta 200-280 Efecto germicida

Tomado de: Guerrero y Barbosa, 2004.

A excepciodn de las bacterias fotosintéticas, la mayoria de los microorganismos son
susceptibles al dafio por la radiaciéon UV (Mendonca, 2002). El efecto destructivo
de la radiacién UV sobre los microorganismos esta en funcion de la longitud de
onda. Como se menciono anteriormente, la radiacion UV de longitud de onda a 254
nm, se absorbe en un nivel que es suficiente para la desinfeccion; esto se debe a
gue ocasiona cambios fisicos en los electrones y el rompimiento de enlaces en el

acido desoxirribonucleico (ADN), inactivando asi los procesos de crecimiento y



reproduccion microbiana (Bolton y Cotton, 2001). La Tabla 2 muestra la dosis de

radiacion de luz UV-C necesaria para inactivar microorganismos en alimentos y la

reduccion logaritmica alcanzada.

Tabla 2. Dosis de radiacion UV-C requeridas para la inactivacion de diversos

microorganismos en alimentos liquidos.

. . . Dosis UV-C Reduccion de
Alimento Microorganismo 5 . s
(mJ/cm?) ciclos logaritmicos
Jugo de Bacterias mesdfilas 12.3-120 2
naranja aerobias 5.135 3
Levaduray mohos - 2.71
Saccharomyces cerevisiae
Sidra de Escherichia coli K12 0.75 <1
manzana
Jugo de Levaduras 21.5 1.2
guayaba
Jugo de Mohos 21.5 1
pifia

Tomado de: Koutchma, 2009.

La luz UV absorbida promueve la formacién de enlaces entre nucleétidos

adyacentes, con lo que se crean moléculas dobles o dimeros (Jagger, 1967). Si

bien la formacion de dimeros de timina-timina (Figura 2) son los mas comunes,

también suelen formarse dimeros de citosina-citosina,

dimerizacion del uracilo.
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Figura 2. Dimerizacion de timina en microorganismos irradiados con luz UV.
Tomado de: LIT, 2017.
La formacion de un numero suficiente de dimeros dentro de un microorganismo
impide que éste replique su ADN y ARN, lo que imposibilita su reproduccion. Debido
a la dependencia de la longitud de onda para la absorcion de UV por parte del ADN,
la inactivacion de los microorganismos también estéd en funcion de la longitud de

onda.

2.3.1Uso de laradiacion ultravioleta como tratamiento de jugos de
frutas
Las frutas poseen gran cantidad de componentes como carbohidratos, vitaminas,
compuestos antioxidantes y fibra, entre otros, cuya ingesta es fundamental para
gozar de una buena salud (Fornaguera y Gbémez, 2007; American Dietetic
Association, 2009). Mediante su procesamiento para la obtencion de jugos, es
posible darle un valor agregado al producto, poniendo a disposicion del mercado
una alternativa llamativa, conveniente, rapida y facil consumo. Al mismo tiempo, se
extiende la vida de anaquel del alimento, con lo cual se reducen las pérdidas

postcosecha y se facilita su trasiego y comercializacion (Enachescu, 1995).

Los jugos de frutas, idealmente, deberian ser elaborados utilizando métodos de
procesamiento que permitan retener al maximo los nutrientes y compuestos con
actividad biologica, como antioxidantes. Ademas, sin dejar de lado la inocuidad del
producto, se busca preservar sus caracteristicas de calidad sensorial como el sabor,
aroma Yy color, lo mas similares a las del fruto fresco. Lo anterior, ha captado la
atencién de la industria alimentaria cada vez mas consciente de la importancia de
producir alimentos de calidad, los cuales, se adecuen a las tendencias actuales y
las exigencias de los consumidores cada vez mas preocupados por su salud

(Annunziata y Vecchio, 2011).

Recientemente, el uso de la radiacion UV-C en jugos de frutas ha incrementado,
por ser un proceso no térmico capaz de preservar las caracteristicas del producto

fresco y alargar su vida util. La radiacion ultravioleta se ha usado, individualmente



y en combinacion con bajas temperaturas, y se ha demostrado que el tratamiento
con luz UV-C aumenta la vida de anaquel de jugos sin producir cambios en el color
y sabor, al respecto Tran y Farid (2004) mencionaron que la aplicacién con luz UV-
C en jugo de naranja no gener6 cambios en el color y pH del jugo, haciendo que su
vida de anaquel se mantuviera durante 5 dias. Sin embargo, al incrementar la dosis
de radiacién a 100 mJ/cm? se present6 una degradacién de nutrientes como la
vitamina C, lo cual es similar a la degradacion de esta vitamina al aplicar tratamiento

térmico.

En un estudio realizado por Torkamani y Niakousari (2011) en jugo de naranja
tratado con luz UV-C se demostré que la vida de anaquel aument6 de 2 a 7 dias,
pero que se presentd degradacion de vitamina C, ademas, la aplicaciéon de luz UV-
C no fue efectiva para inactivar enzimas. Al realizar comparaciones entre el
tratamiento térmico tradicional y la radiacion UV-C para tratar jugo y sidra de
manzana, se ha encontrado que no existe diferencia significativa en cuanto al sabor
y preferencia entre los productos procesados. Sin embargo, en el caso de sidra
tratada con radiacion UV-C, estas caracteristicas no se mantienen después de una

semana de almacenamiento (Tandon et al.,2003).

Por otro lado, el efecto de penetracion de la radiacion UV-C se ve afectado por
diversos factores, como son el tipo de liquido, materia suspendida y principalmente
por los solidos solubles de los jugos (Shama, 1999), al respecto Ochoa et al., (2011)
mencionaron que la aplicacion de luz UV-C en jugo de pitaya que contenia 6.7% de
sélidos solubles totales, se observé una reduccion de 1.2 y 2 ciclos logaritmicos
para bacterias mesofilas aerobias y mohos y levaduras, respectivamente, lo cual no
es suficiente para garantizar su inocuidad. Esto puede deberse principalmente a los

sélidos solubles presentes en el jugo que impide la penetracién de la radiacion.

2.4 Antimicrobianos
2.4.1 Generalidades
Los antimicrobianos son sustancias que destruyen microorganismos o impiden su

multiplicacion o desarrollo (Girén, 2008). El uso de antimicrobianos (conservadores)



es una préactica comudn en la industria de los alimentos, por muchos afos se han
utilizado antimicrobianos sintetizados quimicamente, los cuales en algunos casos
han causado dafio en la salud de los consumidores, si se utilizan a grandes dosis.
Muchos investigadores concuerdan en que la evaluacion de aditivos para alimentos
debe basarse en un balance entre los riesgos y beneficios. Su accion dependera de
los factores microbianos (resistencia intrinseca, carga inicial, velocidad de
crecimiento, tipo de microorganismo, competitividad, condicion celular, etc.) asi
como también de factores intrinsecos (composicion, pH, capacidad buffer, potencial
oxido-reduccion y actividad de agua), extrinsecos (temperatura, tiempo de
almacenamiento, atmodsfera y humedad relativa) y de procesamiento de los
alimentos (cambios en la composicion de los alimentos, alteracion de la microflora,
cambios de la carga microbiana y microestructura) (Davidson y Branen, 1993).

Los antimicrobianos se han clasificado tradicionalmente en bactericidas (ejercen
una accion letal para la bacteria) o bacteriostaticos (sélo inhiben transitoriamente el
crecimiento bacteriano). Por otra parte, debido a que algunos microorganismos
pueden no verse inhibidos o destruidos por las dosis convencionales de
antimicrobianos utilizados individualmente, puede ser preferible utilizar una
combinacion de ellos, ampliando asi el espectro de cobertura en la preservacion de

frutas o alimentos en general (Blanchard, 2000).

2.4.2 Antimicrobianos de origen natural

Algunos antimicrobianos naturales son aquellos que se obtienen principalmente de
hierbas, plantas, y especias, con la finalidad de destruir o impedir el desarrollo o
crecimiento de microorganismos en un alimento. Muchos alimentos contienen
compuestos naturales con actividad antimicrobiana, pero su uso implica el
aislamiento, purificacién y estabilizacion (Beuchat y Golden, 1989).
Los antimicrobianos naturales pueden clasificarse por su origen en:

e Origen animal: incluye proteinas, enzimas como lisozima, lipasas y proteasas

y polisacaridos como el quitosano (Davidson y Branen, 1993).



e Origen vegetal: incluye compuestos fendlicos provenientes de cortezas,
tallos, hojas, flores, acidos presentes en frutos y fitoalexinas producidas en
plantas (Beuchat, 2001).

En la Tabla 3 se muestra el efecto de algunos antimicrobianos preparados a base
de frutas y especias.

Tabla 3. Antimicrobianos utilizados en sistemas modelos a base de frutas y

especias.
Antimicrobiano Efecto CMI Referencia
Vainillina Inhibicibn de la tasa de 100-2000 Lopez, 2000.
crecimiento radial de ppm
colonias de especies de
Aspergillus.
Eugenol, timol, Inhibicion del crecimiento de 1000 uL  Rodriguez,
mentol y eucalipto  bacterias aerobias 2011.
mesofilas, mohos y
levaduras.
Carvacrol y acido  Reduccion de los recuentros 1mM Rollery
cinnamico de microorganismo viables Seedhar, 2002
en kiwi y meldn.
Aceite y extracto Aumento de la vida de NR Raybaudi et
de mandarina, anaquel o reduccion del al., 2006
limén y lima crecimiento microbiano.

CMI: Concentracion minima inhibitoria; NR: No reportado.
Tomado de: Raybaudi et al., 2006.

2.5Limon

El limdén es un citrico, fruto en baya del limonero, arbol de hoja perenne y espinoso
de la familia de las Rutaceas. Es originario del sudeste asiatico, aunque actualmente
se produce en todas las areas tropicales y templadas. El principal pais productor es
México seguido de la India, mientras que Espafia es el primer pais exportador de
limones y limas (Escobar y Vanegas, 2002).

Aunque su principal uso es en fresco también se usa para la obtencién de zumos,
concentrados, aceites esenciales, pectinas, flavonoides y aderezos (Ruiz et al.,

2012) ademas se le han atribuido diferentes tipos de propiedades como son:
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e Antisépticas

e Accion antibacteriana y antifingica

e Excipiente aromatico y saborizante en medicamentos

e Reforzador del sistema inmunoldogico

e Elimina las toxinas del organismo
Lo mas rescatable del limén es su accidn bacteriostética y bactericida que comparte
con otros miembros de su familia, en la Tabla 4 se muestra algunos

microorganismos contra los que actla.

Tabla 4. Efectividad antimicrobiana de extractos de plantas de la familia Rutaceae
(naranja, limén, mandarina).

Tipo de citrico Microorganismos que controlan

Naranja Escherichia coli, Salmonella spp, Mycobacterium tuberculosis
y otras Micobacterias no tuberculosas
Limon Enterococcus faecium (ATCC 19434), Staphylococcus
aureus (ATCC 6538), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
10145), Salmonella entérica y Escherichia coli O157:H7.
Mandarina B. subtilis, S. aureus y L. monocytogenes, Shigella flexneri y
los hongos Neurospora crassa y Candida albicans
Tomado de: Crandall et al., 2012.

Entre los compuestos que encontramos en el limon esta el limoneno, con formula
quimica (CioHze), este es un isdbmero monoterpeno (terpenos con 10 carbonos en
su férmula), el limoneno es a su vez precursor del terpenoide llamado carvona con
multitud de usos en la industria de los alimentos, que por lo general las distintas
variedades de citricos lo poseen, especialmente en su cascara, en la Figura 3 se
presenta la estructura quimica del limoneno.

H3C

CH;
CH;

Figura 3. Estructura quimica del limoneno. Tomado de: Cerutti y Neumayer, 2004.
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2.6 Naranja
La naranja pertenece al género Citrus de la familia de las Rutaceas (Rutaceae), es
un fruto que consta de varios carpelos o gajos faciles de separar. Los frutos de los
citricos son bayas modificadas llamados hesperidios, es un fruto subgloboso, oval,
achatado con un diametro de entre 6 y 12 cm que se caracterizan por ser carnosos
y tener semillas dispuestas en forma radial en su parte central. Morfolégicamente el
fruto se divide en tres partes (Figura 4), la cascara de la naranja esta formada por
el exocarpo (flavedo), capa externa de la cdscara delgada no amarga, y mesocarpo
(albedo) que se localiza inmediatamente debajo del epicarpio, es una capa interna
esponjosa de color blanco. El endocarpo es la parte comestible del fruto,
corresponde a la porcion interior de los carpelos, los cuales son segmentos cerrados

que contienen vesiculas con jugo y semillas (Davies y Albrigo, 1994).

Se consume como fruta fresca, y se emplea para hacer postres y ensalada. En la
reposteria se utiliza tanto el jugo como la cascara. En la agroindustria es insumo
para la elaboracién de jugos. También se obtienen aceites esenciales y pectina con
la extraccion de jugo (SIAP, 2016).

Exocarpo

Mesocarpo A

N

/f

Endocarpo
Naranja

Figura 4. Morfologia de la naranja, exocarpo, mesocarpo y endocarpo. Tomado
de: Megias y Molist, 2018.

La naranja es rica en vitamina C, que interviene en la formacion de colageno,

huesos, dientes, glébulos rojos y favorece la absorcion de hierro de los alimentos,
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produce resistencia a las infecciones, es fuente de folatos que contribuye a la

formacién normal de las células sanguineas. Ademas, las naranjas aportan

carotenoides y posee actividad provitaminica (principalmente [(-criptoxantina).

También contiene otros carotenoides sin actividad provitaminica, como la luteina y

la zeaxantina. Las naranjas son ricas en flavonoides. En la Tabla 5 se presenta la

composicién por 100 g de porcién comestible de naranja (Monreal, 2018).

Tabla 5. Composicion nutricional de la naranja por 100 g de porcién comestible

Nutrientes Naranja con cscara Naranja sin cascara

Componentes

principales (g)
Agua 82.30 86.75
Proteinas 1.3 0.94
Lipidos totales 0.30 0.12
Cenizas 0.60 0.44
AzUcares totales ---- 9.35

Minerales (mg)
Calcio 70 40
Hierro 0.80 0.10
Magnesio 14 10
Fosforo 22 14
Potasio 196 181
Sodio 2 0
Zinc 0.11 0.07
Cobre 0.057 0.045
Vitaminas (mg)
Vitamina C 71.0 53.2
Tiamina 0.100 0.087

Tomado y modificado de: Monreal, 2018; USDA, 2007.

La naranja es un cultivo de tipo perenne. Su produccién comercial se da en

regiones de clima tropical y subtropical (Davies y Albrigo, 1994). Los principales

factores que influyen en su cultivo son la temperatura, la humedad relativa, la

luminosidad y el suelo. De estos elementos, la temperatura durante el desarrollo

del fruto es el que tiene mayor efecto en la calidad de la naranja. El arbol de naranjo

presenta moderada resistencia al frio y requiere de temperaturas calidas durante

el verano para una maduracion correcta del fruto. En general, las especies de

citricos pueden crecer y fructificar en un rango de 10 a 40°C de temperatura, y en
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forma oOptima de 24 a 32°C (Samaniego et al., 2004). Los suelos destinados al
cultivo de citricos deben ser de textura liviana a media. El cultivo en un suelo de
textura pesada presenta un drenaje lento, lo que da lugar a la proliferacion de
enfermedades causadas por hongos y un crecimiento lento de las plantas. Los
valores de pH en suelo de 5.5 a 6 se consideran 6ptimos para el desarrollo del
naranjo, si bien un rango de valores pH de 4 a 9 es aceptable (Molina, 2000).

La naranja es la fruta de mayor importancia econdmica en México, tanto por la
superficie que se destina para su cultivo, como por el volumen de la produccién y
por el consumo interno. En el afio 2007, cerca del 30 % de la superficie cosechada
en el sector fruticola correspondié a este citrico. De igual manera, el volumen de
produccion de naranja conformd casi un 30 % de la produccion nacional de frutas
(SIAP, 2016).

México ocupa el quinto lugar como productor mundial de naranja, las principales
entidades productoras de este citrico son Veracruz, quien aporta el 44.5% del
volumen nacional; Tamaulipas 14.6%, y San Luis Potosi 8.8%, estados que
conjuntan el 67.9% del total cosechado en el pais, también se produce en los
estados de Nuevo Leon, Puebla, Yucatan, Sonora, Tabasco, Hidalgo, Oaxaca entre
otros. El valor de la produccion de naranja en México se estima en mas de 6 mil
millones de pesos, con un consumo anual per capita de 37 kg y aporta el 22% del
volumen de frutas que son producidas en nuestra nacion (SIAP, 2016).

2.7 Microorganismos presentes en jugos de frutas

Los jugos de frutas son matrices que contienen agua, carbohidratos, acidos
organicos, vitaminas y elementos traza, lo cual los convierte en medios apropiados
para el crecimiento de microorganismos. Estas condiciones permiten principalmente
el desarrollo de bacterias aciduricas, mohos y levaduras, las cuales ocasionan el
deterioro del producto. Entre las alteraciones que pueden producir se encuentran la
generacion de sabores y olores extrafos, la fermentacion y el agriado plano, entre
otros (Battey et al., 2002).
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En la Tabla 6 se muestran algunos de los géneros de bacterias, levaduras y mohos

que comunmente se encuentran en frutas y productos derivados.

Tabla 6. Géneros de microflora cominmente presente en frutas y jugos de frutas.

Bacterias Levaduras Mohos
Acetobacter Brettanomyces Byssochlamys
Bacillus Saccharomyces Paecilomyces
Clostridium Schizosaccharomyces Neosartorya
Gluconobacter Torulopsis Talaromyces
Lactobacillus Candida Aureobasidium
Leuconostoc Schwanniomyces Cladosporium
Saccharobacter Torulaspora Penicillium
Zymomonas Eupenicillium
Zymobacter

Tomado de: Vasavada, 2003.

Durante la elaboracion de jugos se realizan procedimientos que eliminen o
reduzcan el nimero de microorganismos presentes hasta niveles aceptables. Esto
permite no solamente asegurar la inocuidad del producto, sino también reducir la
velocidad de su deterioro. Para aseverar que los jugos cumplen con los criterios
estipulados en los reglamentos correspondientes y para cuantificar la efectividad
de los procesos para el control microbioldgico, se realizan recuentos como el de
bacterias mesdfilas aerobios y de mohos y levaduras. Ademas, se efectian otros
analisis para determinar la ausencia o presencia de patégenos especificos como

por ejemplo E. coli y Salmonella spp (Maturin y Peeler, 2001).
2.8 Meétodos combinados o tecnologias de obstaculos

En la actualidad, se busca la combinacion de dos o mas factores que controlen la
poblacién microbiana de los alimentos, evitando la aplicacion de un solo factor de
conservacion en forma severa (Alzamora y Lopez, 2002). A esta combinacion de
factores se le ha denominado tecnologia de obstaculos o de barrera. Se combinan
inteligentemente factores de conservacion que representan obstaculos para el
crecimiento microbiano, ya que interaccionan de forma aditiva o sinérgica, lo que

permite tener una estabilidad durante el almacenamiento y al aplicar los factores en

15



dosis bajas se logra tener un efecto antimicrobiano mayor que provoca una menor
pérdida de calidad sensorial que si se aplicara un solo factor en forma severa para
lograr el mismo fin (Leistner, 2006). Por ejemplo: elaborar conservas de hortalizas
aplicando un escaldado y adicionando sustancias quimicas como &acido citrico,
lactico y acético, permite la conservacion del alimento, estos métodos combinados,
también se emplean para la conservacion de néctares (Fernandez y Sluka, 2005).
Los obstaculos comunmente usados en la preservacion de alimentos se muestran en

la Figura 5.
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F=Tratamiento Termico t=Tratamiento a baja temperatura
Av= actividad del agua; pH= acidez; Eh = potencial oxireduccion
SK =conservantes; ¥ = vitaminas, N=nutrientes.

Figura 5. Estabilidad de alimentos basados en el efecto obstaculo. Tomado de:
Leistner, 2000.

Cada vez es mas comun el combinar tecnologias emergentes y otros meétodos de
barrera, lo anterior se fundamenta en la existencia de un efecto aditivo y/o sinérgico
entre los diferentes mecanismos de inactivacion y de esta manera, es posible
potenciar su accion antimicrobiana y preservar caracteristicas de calidad
fisicoquimicas, nutricionales y sensoriales de los productos. Un efecto aditivo es un

efecto combinado de dos 0 mas sustancias que equivalen a la suma de los efectos
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aislados de cada una de ellas. Cada sustancia realiza sus acciones como si no
existiera la otra. Mientras que un efecto sinérgico supone la combinaciéon de dos o
mas sustancias que es mucho mayor que la suma de los efectos de cada sustancia

en forma individual (Caminiti et al., 2012).

3. Justificacioén

Hoy en dia la demanda de productos frescos minimamente tratados esta
aumentando, esta alza trae consigo la necesidad de aplicar métodos de
conservacion que aumenten la vida atil de los alimentos. De forma patrticular, la
aplicacion de métodos de conservacion en alimentos frescos y listos para el
consumo como los jugos, exigen la aplicacién de técnicas que logren mantener la
inocuidad del alimento, asi como su calidad. Si bien, los tratamientos térmicos han
sido la principal via para producir alimentos seguros para el consumidor, la
aplicacion de tecnologias y/o métodos combinados es hoy en dia una alternativa,
en particular la luz ultravioleta de onda corta, que es una tecnologia que reduce la
carga microbioldgica de los alimentos sin afectar las caracteristicas sensoriales de
los mismos; sin embargo, la adicidbn de extractos naturales puede ser de gran
utilidad debido a que pueden alargar la vida en anaquel de los alimentos. Dado lo
anterior, la combinacién métodos que interaccionen de forma aditiva o sinérgica
puede ser una alternativa para el procesamiento de jugos frescos. Por lo tanto, el
objetivo de este trabajo fue aplicar métodos combinados para aumentar la vida util

del jugo de naranja.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la aplicacion de métodos combinados sobre la flora nativa de

jugo de naranja fresco y durante el almacenamiento.

4.2. Objetivos particulares
e Obtener un extracto acuoso de limon persa (Citrus latifolia Tanaka) y realizar
su andlisis microbioldgico.
e Evaluar el efecto de irradiacién de luz UV-C y/o tratamiento térmico sobre la
flora nativa de jugo de naranja.
e Evaluar el efecto de la aplicacion de luz UV-C, tratamiento térmico y/o
extracto de limén sobre la flora nativa de jugo de naranja almacenado en

refrigeracion y temperatura ambiente.

e Realizar una prueba sensorial del jugo de naranja tratado con mejor

estabilidad microbiana.
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5. Diagrama general de trabajo.

Naranja Limén
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19



6. Materiales y métodos

e Material de vidrio el necesario para cada determinacion.

e Material bioldgico: naranjas (Citrus sinensis) variedad Valencia y limones
persa o sin semilla (Citrus latifolia), sin magulladuras o contaminacion
evidente.

e Reactivos los necesarios para cada determinacion, grado analitico o
alimenticio.

En la Tabla 7 y 8 se muestran los métodos y equipos que se emplearon en este
trabajo.

Tabla 7. Métodos y referencias utilizadas.

Determinacion Técnica Referencia
Analisis microbiolégico  Método de conteo para NOM-092-SSA1-1994
bacterias mesoéfilas
aerobias en placa
Método para la cuenta NOM-111-SSA1-1994

de mohos y levaduras

en alimentos
Analisis sensorial Evaluacion hedénica ~ Wichchukity O’Mahony,
2014
Tabla 8. Equipos utilizados.
Equipo Marca Modelo
Deshidratador Excalibur food dehydrater 3926TB
Balanza analitica Pioneer™ OHAUS PA224C
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Parrilla de calentamiento y Cimarec Thermolyne
agitacion

Autoclave CISA A6-25
Lampara de luz UV-C Stenner pump Company 170MD5
Vortex IKA VORTEX3
Bomba de bajo vacio Felisa FE-1500

7. Metodologia

7.1. Obtencion de la materia prima.

El trabajo se realiz6 con naranjas (Citrus sinensis) variedad Valencia las cuales
fueron obtenidas de un supermercado local, seleccionadas tomando en cuenta
algunos criterios: madurez firme y libre de contaminacién evidente; posteriormente
se lavaron con agua potable y se desinfectaron con una solucion de hipoclorito de
sodio a una concentracion de 100 ppm. De las naranjas se obtuvo el jugo y

posteriormente se utilizé.

7.2. Obtencidn del extracto de limén y andlisis microbioldgico.

Se utilizaron limones persa o sin semilla (Citrus latifolia) se lavaron, desinfectaron y
se cortaron en rebanadas para después ser deshidratados a una temperatura de
60°C durante 24 h, posteriormente, la cascara y la pulpa fueron sometidas a un
proceso de molienda, obteniendo un tamafio de particula de 350 um, el polvo se
guardé en un frasco limpio y protegido de la luz.

Se prepar6 una mezcla acuosa con el polvo de limon (1:25), la cual se filtré y analizé
microbiolégicamente para garantizar que estuviera libre de microorganismos, se
determiné la presencia de bacterias mesoéfilas aerobias (BMA), hongos y levaduras
(Hy L) se empled la técnica de vertido en placa. Las cajas Petri fueron incubadas a
37°C por 24 h paraBMA y para Hy L se incubaron a 28°C durante 72 h. Finalmente,

se cuantifico la poblacion microbiana.
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7.3. Tratamientos aplicados

Se aplicaron dos tipos de tratamientos: luz UV-C y tratamiento térmico de 50°C. Se

utilizé un reactor tipo espiral que administra calor y radiacion UV-C (Figura 6).

Figura 6. Reactor tipo espiral.

En la Tabla 9 se muestra la combinacién de tratamientos aplicados, la irradiacion
con luz UV-C y el tratamiento con calor se realizaron cada uno durante 5 min, una
vez aplicados los tratamientos se almaceno el jugo de naranja en frascos estériles
y se adicion6 1 mL del extracto de limén a una concentracion de 1000 ppm.
Posteriormente, las muestras fueron almacenas en refrigeracion a 4°C y a
temperatura ambiente, durante 10 dias. Se elaboraron dos controles que
consistieron en mezclar jugo de naranja fresco con o sin adicién de extracto de

limén.

Tabla 9. Tratamientos aplicados al jugo de naranja

Tratamientos

Sistemas Jugo fresco Luz UV-C Calor Luz UV + Calor
1-2 Sin Con
extracto extracto
3-4 Sin Con
extracto extracto
5-6 Sin Con
extracto extracto
7-8 Sin Con

extracto extracto
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7.4. Analisis microbiolégico

De los sistemas preparados se evaluo la poblacion de bacterias mesofilas aerobias
(BMA) y hongos y levaduras (Hy L). El andlisis de estos microorganismos se llevo
a cabo como lo descrito en el apartado 7.2.

7.5. Analisis sensorial

Finalmente, al sistema que presentd la menor carga microbiana se le realiz6é un
analisis sensorial empleando una prueba de nivel de agrado de tipo hedodnico, con
una escala de 9 puntos, considerando el menor valor como me disgusta mucho,
mientras que el valor de 9 se consideré como me gusta mucho. La prueba se realizé
comparando el jugo fresco y el tratado durante 10 dias de almacenamiento. La
boleta utilizada se muestra en la Figura 7, esta evaluacion se realizé a 100 personas
no entrenadas, en una edad comprendida entre 18 a 40 afios. El atributo evaluado

fue sabor. A continuacion, en la Figura 7 se muestra la boleta utilizada.

Prueba de nivel de agrado escala estructurada

Nombre: Producto: Jugo de naranja

Pruebe por favor las muestras e indique su nivel de agrado marcando con una "X en la
escala que mejor describe su sentir.

Codigo de muestras:

Me gusta muchisimo

Me gusta mucho

Me gusta moderadamente
Me gusta poco

No me gusta ni me disgusta
Me disgusta poco

Me disgusta moderadamente
Me disgusta mucho

Me disgusta muchisimo

Figura 7. Boleta del nivel de agrado en escala estructurada.

7.6. Anélisis estadistico

Todas las determinaciones fueron hechas por duplicado, cada determinacion se
realiz6 dos veces. Los resultados de la evaluacion de cada tratamiento fueron

analizados mediante un ANOVA usando el programa minitab 18 ( Minitrab Inc. PA,
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USA). Se empledé una prueba de Tukey (0=0.05) para determinar diferencias

significativas.

8. Resultados y Discusion

8.1. Analisis microbioldgico del extracto de liman.

Para poder evaluar el efecto del extracto de limén sobre la flora nativa del jugo de
naranja, fue necesario realizar un analisis microbioldgico, los resultados mostraron
gue no hubo crecimiento ni de bacterias mesoéfilas aerdbias ni de hongos y

levaduras.

8.2. Evaluacion del efecto de irradiacion de luz UV-C y/o tratamiento térmico

sobre la flora nativa de jugo de naranja.

La figura 8 muestra los resultados del efecto de la luz UV-C y calor sobre la
poblacién de bacterias mesdfilas aerobias, mientras que la figura 9 muestra la

poblacién de hongos y levaduras.

0
Calor Luz alor
-0.1
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-0.5

Tratamiento

Figura 8. Efecto de los tratamientos de luz UV-C, tratamiento térmico y

combinacion, sobre la poblacion de bacterias mesofilas aerobias en jugo de naranja.
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Figura 9. Efecto de los tratamientos de luz UV-C, tratamiento térmico y

combinacion, sobre la poblacion de hongos y levaduras en jugo de naranja.

Se observa que los tratamientos aplicados generaron una reduccién minima en la
flora nativa del jugo de naranja. La poblacién de bacterias meséfilas aerobias se
redujo 0.21 log con la aplicaciéon de luz UV-C y 0.23 log con calor, mientras que
cuando se aplicaron ambos tratamientos se redujo la poblacion 0.42 log, al respecto
Gayan y Alvarez (2012) mencionaron que la aplicacién de luz UV aumenta su
eficacia letal contra bacterias patégenas como Salmonella, al combinarse con
temperaturas moderadas (50-60°C), generando un efecto sinérgico entre ambas
tecnologias. Para el caso de hongos y levaduras el tratamiento de luz UV-C genero
una reducciéon 0.14 log, el de calor redujo 0.31 log, y la combinacién de ambos
tratamientos 0.47 log. A pesar de que la reduccion de ambos grupos de
microorganismos fue minima con los tratamientos aplicados, se ha reportado que
los organismos eucariotas son mas resistentes que los procariotas; y que los
hongos, por ejemplo, resisten una dosis de radiacion superior a la requerida para
conseguir el mismo porcentaje de destruccion que las bacterias. Por otro lado, se
menciona que las esporas son menos sensibles a la radiacion UV que los

respectivos micelios, esto se debe a la estructura de las células (Valea, 1998).
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8.3. Evaluacién del efecto de la aplicacion de luz UV-C, tratamiento térmico
y/o extracto de limén sobre la flora nativa de jugo de naranja.

8.3.1. Almacenamiento a temperatura ambiente
En la figura 10 y 11 se muestran los resultados de la carga microbiana de bacterias

mesofilas aerobias y de hongos y levaduras respectivamente de jugo de naranja
tratado y almacenado a temperatura ambiente.
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Figura 10. Evaluacién de la poblacién de bacterias mesdfilas aerobias en jugo de
naranja fresco (A), tratado con calor (B), luz UV-C (C), combinacion de luz UV-C y

calor (D), adicionado con extracto de limon y almacenado a temperatura ambiente.

En la figura 10 se observa un incremento de la poblacion de bacterias mesofilas
aerobias en el jugo fresco, tratado y adicionado con y sin extracto de limon, es decir
no hay un efecto de los tratamientos aplicados ni de la adicion del extracto de limon.

Por otro lado, se observa también aumento de la poblacion de hongos y levaduras
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(figura 11), la figura 11 B muestra que la poblaciéon de Hy L aumentd entre 3.9y 4.4
log al cabo de 6 dias de almacenamiento, la figura 11 D presenté el menor
crecimiento de H y L, es decir hay un probable efecto sinérgico de los tratamientos
aplicados (calor mas luz UV-C), alcanzando después de 6 dias entre 3.5 y 4 log.
Vasavada y Heperkan (2002) reportaron que los jugos de frutas pueden presentar
poblaciones de levaduras entre 3y 5 log, en este trabajo los tratamientos con calor,

luz UV-C y combinacion de ambos aplicados en el jugo de naranja, estan dentro de
lo reportado.
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Figura 11. Evaluaciéon de la poblacion de hongos y levaduras, en jugo de naranja
fresco (A), tratado con calor (B), luz UV-C (C), combinacién de luz UV-C y calor (D),

adicionado con extracto de limén y almacenado a temperatura ambiente.

8.3.2. Almacenamiento en refrigeracion.
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Cuando se analizaron los resultados del jugo de naranja tratado y almacenado a
temperatura de refrigeracion, se observo que el extracto de limén no presentd un
efecto significativo sobre la carga microbiana tanto de BMA como de H y L, por lo
gue se decidié presentar Unicamente los promedios del jugo con y sin extracto de
cada tratamiento. En la figura 12 se presenta la carga microbiana de bacterias
mesofilas aerobias presentes en jugo de naranja tratado, sin tratar y almacenado en

refrigeracion.
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Figura 12. Evaluacion de la carga de bacterias mesdfilas aerobias en jugo de
naranja fresco, tratado con luz UV-C, calor y la combinacién de luz UV-C mas calor

y almacenado en refrigeracion.

En este caso se observa que la temperatura de almacenamiento (4°C) en conjunto
con los diversos tratamientos disminuyeron la poblacién de BMA comparados con
los jugos almacenados a temperatura ambiente, ademas se observa una menor
poblacion de BMA en los jugos tratados respecto al jugo fresco. La carga microbiana
del jugo tratado con luz UV-C y la combinacién de luz UV-C mas calor presentaron

a partir del dia 5 una disminucién de la poblacion.
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Torkamani y Niakousari (2011) demostraron que el tratamiento de luz UV-C
aumenta la vida de anaquel de jugos de 2 a 7 dias, a pesar de que en este estudio
la poblacion de BMA no se eliminé completamente con los tratamientos aplicados,
se puede considerar que la luz UV-C mas calor podrian prolongar la vida util del
jugo durante mas de 5 dias a una temperatura de almacenamiento de 4°C, lo cual
confirma que las condiciones de almacenamiento en este tipo de productos son muy
importantes para prolongar la vida util. Por otro lado, en la figura 13 se presenta la

poblacidén de hongos y levaduras.
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Figura 13. Evaluacién de la carga de hongos y levaduras en jugo de naranja fresco,
tratado con luz UV-C, calor y la combinacion de luz UV-C mas calor y almacenado

en refrigeracion.

En la figura 13 se observa que la poblacion de hongos y levaduras se mantuvo
estable durante el almacenamiento a excepcion del jugo fresco, los jugos tratados
se presentan poblaciones menores a 0.5 log hasta el dia 9, en cambio el jugo fresco
presentd un aumento de la poblacién después del dia 6. Los resultados de este

trabajo son similares a los reportados por
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Tran y Farin (2004) quienes mencionan que la poblacién de H y L se controla en
jugo de naranja tratado luz UV-C manteniendo su vida util durante 5 dias, ademas,
muestran cierta efectividad de los tratamientos aplicados contra Hy L, debido a que
algunas investigaciones mencionan que el deterioro que se produce en jugos de
citricos en refrigeracion es debido a levaduras como la Sacharomyces cerevisiae
(Alwazeer et al., 2002), ademas de que su presencia produce afectacion en el sabor
(Swanson, 1989).

8.4. Pruebasensorial del jugo de naranja con mejor estabilidad microbiana.

En la figura 14 se presenta el analisis sensorial que se realizé a la formulacion con
mayor estabilidad microbiana, la cual fue jugo de naranja tratado con luz UV-C mas
calor méas extracto de limén (1000 ppm) durante 9 dias de almacenamiento a 4°C,
se observa una mayor puntuacion para este con un promedio de 6.97 mientras que

el jugo fresco obtuvo un 6.75.
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Figura 14. Evaluacion sensorial del nivel de satisfaccion del jugo de naranja fresco
y jugo tratado y almacenado por 9 dias.

*(1) me disgusta muchisimo (2) me disgusta mucho (3) me disgusta moderadamente (4) me disgusta poco (5)
no me gusta ni me disgusta (6) me gusta poco (7) me gusta moderadamente (8) me gusta mucho (9) me gusta
muchisimo
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En base a los resultados, se determind que los tratamientos aplicados al jugo de
naranja no modifican su sabor, ya que su porcentaje de aceptacion con respecto al
fresco no es significativo. El trabajo realizado por Tandon et al., (2003) llegaron a la
misma conclusién acerca de la preferencia de una sidra de manzana fresca y una

tratada.
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Conclusiones

El extracto de limon no presento carga de bacterias meséfilas aerobias,
hongos y levaduras

La adicion de extracto de limon no influyd en la reduccion de la flora nativa
de jugo de naranja.

La aplicacion de luz UV-C y calor en jugo de naranja, presentd un efecto
sinérgico sobre la carga de bacterias mesofilas aerobias, hongos y levaduras.
La combinacién luz UV-C, calor, extracto de limon y refrigeracién aplicados
al jugo de naranja generaron un mayor efecto en la reduccién de BMA y HyL
respecto al jugo fresco.

La vida util del jugo de naranja tratado por métodos combinados se estima
en 9 dias.

El analisis sensorial mostré que los métodos combinados aplicados al jugo
de naranja presentan una buena aceptacion en la poblacién, lo cual puede

ser considerado como aceptable.
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10.Recomendaciones

e Realizar el analisis sensorial con jueces entrenados.

e Evaluar el comportamiento de levaduras especificas en el jugo de
naranja para determinar la efectividad de los métodos combinados
empleados.

e Utilizar otro tipo de extractos naturales para evaluar su efecto

antimicrobiano, en combinaciéon con los tratamientos usados.
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