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RESUMEN

Los alimentos acidificados deben alcanzar un pH de 4,6 o menos en un periodo no mayor a 24 horas
a temperatura ambiente con el fin de evitar la produccidn de la toxina BoNT, causante de botulismo, por
parte del microorganismo patégeno Clostridium botulinum. Como un potencial método de aceleracién
de la operacién de acidificacién se evaludé el uso de condiciones hipobaricas (33,6 kPa abs) en la
acidificacion de alimentos modelo de zanahoria, embutido de pollo y clara de huevo, en términos del
tiempo requerido para alcanzar un pH de 4,6, utilizando disoluciones con concentraciones de 2,5% vy
5,0% de acido acético. Posteriormente se evalud el efecto de la condicién hipobdrica de forma pulsada
(0, 1, 2 y 3 pulsos) en la acidificacion de los modelos en las mismas disoluciones de acido acético, asf
como la aplicacién de 0 y 1 pulsos hipobdricos sobre la acidificacion de los modelos utilizando dos
concentraciones de acido acético y acido citrico, cada uno. Todos los experimentos se realizaron por
triplicado, considerando efectos significativos cuando p < 0,05. Tanto en la prueba de acidificacion
hipobarica de forma simple como en las condiciones pulsadas, para todos los modelos, no se encontré
evidencia que demostrara efectos significativos (p > 0,05) de las condiciones hipobaricas de acidificacion
respecto a la acidificacién convencional (presién atmosférica), independientemente de la concentracién
de acido acético de la solucién utilizada. Las pruebas en acido citrico revelaron que la aplicacion de 1
pulso hipobarico mostré una mejora significativa (p = 0,0323) en la acidificacion del modelo de
embutido de pollo acidificado en una disolucién de 1,6% de acido citrico, al compararse con la operacion
ejecutada convencionalmente. No obstante, para los modelos de zanahoria y clara de huevo, en ambas
concentraciones de acido citrico y acido acético, asi como el modelo de pollo en la disolucién de menor
concentracién de acido citrico y ambas concentraciones de acido acético, no se encontré evidencia
suficiente que permita asegurar que existen diferencias significativas (p > 0,05) entre las acidificaciones
con 0 y 1 pulsos hipobaricos. En todos los casos, las pruebas realizadas con 5,0% de acido acético
presentaron tasas de acidificacion significativamente mdas veloces que las llevadas a cabo a 2,5%. En las
pruebas con acido citrico, los modelos de embutido de pollo y clara de huevo mostraron aceleracién
significativa (p = 0,0005 y p = 0,005, respectivamente) en las tasas de acidificacién con las disoluciones
mas concentradas de acido citrico, mientras que en el modelo de zanahoria no se observaron
diferencias significativas (p > 0,05) entre la acidificacién segun la concentracion de acido citrico. Estos
resultados se obtuvieron a partir de condiciones experimentales que se apegan mas a la realidad
comercial e industrial de productos acidificados en Costa Rica que las investigaciones previamente

realizadas en el tema, lo que resalta la aplicacidn y relevancia de la presente investigacion.



1 JUSTIFICACION

La acidificacion de alimentos es una técnica ampliamente utilizada a lo largo de la historia como
una forma de preservacion, gracias al efecto inhibitorio que ejerce la disminucidon del pH sobre los
microorganismos (Sun, 2012). El acidificar reduce la tolerancia térmica microbioldgica (Derossi et al.,
2010), lo que permite obtener productos estables a temperatura ambiente con tratamientos térmicos
de menor severidad, ya que, en conjunto con la acidificacién, se produce la reduccidn microbiolégica

deseada (Tucker & Featherstone, 2011; Sun, 2012).

Para los alimentos acidificados se establece como pardmetro de inocuidad un pH igual o menor a
4,6, con lo que se previene el crecimiento y germinacion de las esporas de Clostridium botulinum 'y, por
ende, la produccion de la toxina BoNT, causante de botulismo (FDA, 2017b; Liu, 2009). Esta enfermedad
actua a nivel neuronal impidiendo la liberacién de neurotransmisores como la acetilcolina en el sistema
nervioso, provocando asi pardlisis del sistema motor, lo que podria tener como consecuencia paros
respiratorios e incluso la muerte. Si bien el consumo de alimentos contaminados con la toxina no es la
Unica forma de contraer la enfermedad, es una de las causas mas comunes (Liu, 2009), lo que recalca la

importancia de mantener estrictos parametros de control en el procesamiento de alimentos.

Por las razones de inocuidad mencionadas anteriormente, en alimentos acidificados alcanzar el pH
final de equilibrio menor a 4,6 representa un punto critico de control en el procesamiento del producto.
Las regulaciones estadounidenses indican que en alimentos acidificados todos sus componentes deben
alcanzar un pH de 4,6 o menos en un periodo de 24 horas posteriores al tratamiento térmico, a menos
de que se cuente con evidencia, por parte de la autoridad de proceso del establecimiento, que
demuestre que un lapso mayor es seguro (U.S. GPO, 2011). No obstante, debido a variables como
temperatura de almacenamiento, concentracién y tipo de solucién acida, matriz alimentaria, tamafio de
los trozos de alimento, entre otros, alcanzar el pH deseado puede tomar mas de 24 horas, incluso
semanas (Valdez-Fragoso et al., 2007; Wang, et al., 2013). En dado caso, se requiere mantener el
sistema en refrigeracidon para asegurar que en ese tiempo no se dardn proliferaciones microbiolégicas

que comprometan la inocuidad del producto (Acosta et al., 2014).

En busca de disminuir el tiempo de acidificacidn en estos productos y con ello reducir los costos
asociados con esta etapa, especialmente si se toma mads de 24 horas en alcanzar el pH de equilibrio

requerido, se han realizado estudios utilizando variaciones de proceso y distintas tecnologias que



puedan aumentar la eficiencia de acidificacion. Estas investigaciones han variado condiciones como por
ejemplo temperatura de la solucién acida y concentracién de la misma (Acosta et al., 2014), aplicacion
de vacio (medio hipobarico) (Derossi et al., 2010; Derossi et al., 2013b) o presién (medio hiperbdrico)
(Tola & Ramaswamy, 2013) por tiempos cortos sobre el producto para luego continuar la acidificacion
bajo condiciones atmosféricas, ademas de tratamientos ciclicos (llamados pulsos) de vacio y presion

atmosférica (Derossi et al., 2011b; Derossi et al., 2013a).

La tecnologia hipobdarica presenta un atractivo para la industria, ya que su implementacién es
relativamente sencilla y los tratamientos se realizan en lapsos breves. En los estudios previos sobre el
tema se reporta su efectividad para reducir el tiempo de acidificacion (Derossi et al., 2010; Derossi et al.,
2011b; Derossi et al., 2013a; Derossi et al., 2013b). Estas investigaciones, demuestran la utilidad y
potencial de variar las condiciones de presion en sistemas de acidificacion. No obstante, es necesario
generar evidencia sobre el efecto del vacio en procesos de acidificacién bajo condiciones
industrialmente viables, con alimentos que se encuentren dentro de la oferta comercial de productos

acidificados (vegetales y productos avicolas y carnicos).

Finalmente, es importante resaltar que, al realizar investigaciones en tecnologias emergentes como
el uso de vacio en acidificacién, es de sumo provecho utilizar modelos como objeto de estudio. Esto
puesto que, al reducir las causas de variabilidad propias del alimento, se facilita evaluar los efectos

realmente asociados con las variables tecnoldgicas operadas.

De esta forma, el objetivo del presente proyecto de investigacidn es evaluar el efecto de la
aplicacion de medios hipobaricos sobre la eficiencia y eficacia de acidificacion de modelos de zanahoria,
embutido de pollo y clara de huevo, con el fin de generar evidencia cientifica asociada que sea de

interés y utilidad para la industria.



2 OBIJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la aplicacién de medios hipobdricos sobre la eficiencia y eficacia de
acidificacion en modelos de zanahoria, embutido de pollo y clara de huevo, para la generacién de

evidencia cientifica de valor para la industria.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Determinar el efecto de la aplicacién de medios hipobdricos sobre la tasa de acidificacién de

alimentos modelo de zanahoria, embutido de pollo y clara de huevo.

2.2.2 Determinar el efecto de la aplicaciéon de condiciones pulsadas de medios hipobaricos sobre la

tasa de acidificacidn de alimentos modelo de zanahoria, embutido de pollo y clara de huevo.

2.2.3 Determinar el efecto de dos acidulantes en condiciones pulsadas de medios hipobdricos sobre la

tasa de acidificacidn de alimentos modelo de zanahoria, embutido de pollo y clara de huevo.



3 MARCO TEORICO

3.1 ALIMENTOS ACIDIFICADOS

La Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA por sus siglas en
inglés) define los alimentos acidificados como aquellos alimentos de baja acidez (pH mayor a 4,6) a los
cuales se les ha adicionado acido(s) o alimentos acidos con el fin de que presenten un pH menor a 4,6
(FDA, 2017a; FDA, 2017b). Esta definicion es la que se tomara como base para la presente investigacion,
puesto que actualmente Costa Rica no cuenta con legislacion que regule esta categoria de productos.
Cabe senalar ademas que las investigaciones previas en este tema, tomadas como referencia para el
desarrollo de este proyecto, también utilizan como base las definiciones y regulaciones establecidas por

la FDA (Derossi et al., 2010; Derossi et al., 2011b; Derossi et al., 2013a; Derossi et al., 2013b).

Como se establecid previamente, en el caso de los alimentos acidificados se utilizan acidos para
lograr la reduccidon de pH necesaria. Usualmente se utilizan acidos organicos débiles como el acido
acético, citrico, lactico, mélico, entre otros, en diferentes concentraciones que pueden variar entre 200 y
30 000 ppm. La eleccidn del acido puede estar influenciada por factores sensoriales como el sabor que
éste imparte en el producto, asi como posibles cambios de color asociados (Nollet & Toldra, 2015); no
obstante, relacionado con aspectos de inocuidad, como parte de su funcién acidulante se deben

priorizar variables como la fuerza acida y capacidad de difusidn del acido.

Los acidos orgdanicos se caracterizan por poseer un grupo carboxilico dentro de su configuracion
guimica que les proveen su propiedad acida (Nollet & Toldra, 2015). La habilidad de un acido para donar
protones de hidrégeno (H*) se conoce como capacidad de disociacidn acida. Este proceso se lleva a cabo
en medios acuosos hasta alcanzar el equilibrio entre el acido disociado y su base conjugada, lo que se
puede expresar mediante una constante de equilibrio (Keq). Debido a que la concentracién de agua se
mantiene relativamente constante durante el proceso de disociacion, el equilibrio también se puede
expresar como una constante de acidez (Ka.), la cual es el producto de la constante de equilibrio
multiplicado por la concentracion molar del agua en el medio. Estos supuestos generan que los acidos
con mayor capacidad de disociacién, es decir acidos fuertes, presenten constantes de acidez muy
elevadas, por lo que, por conveniencia, la fuerza acida se expresa como un valor de pK,, correspondiente

al logaritmo negativo de la constante de acidez, como se muestra en la ecuacién 1 (McMurry, 2008).

pK, = —logK, [1]



En respuesta a la naturaleza de la ecuacién 1, entre menor sea el valor de pK, mayor es la fuerza del
acido asociado. A su vez, a medida que mayor sea la fuerza acida es menor la fuerza de su base
conjugada, es decir, entre menor sea el valor de pK, menor es la fuerza de la base, puesto que si el acido
tiende a donar protones con facilidad esto implica una baja capacidad para recibirlos (McMurry, 2008).
Algunos acidos, como el acido citrico (acido triprético), presentan mas de un grupo acido en su
estructura, en cuyos casos a cada grupo se asocia una pK, particular. Estos valores de pK, presentan un
orden de magnitud que incrementa en cada grupo acido, puesto que con cada deprotonacién aumenta

la fuerza de la base (McMurry, 2008; Osiewacz, 2013).

Una vez alcanzado el equilibrio se puede tener una medicién del acido disociado mediante el pH.
Este se define como el potencial de hidrégeno o acidez activa, siendo el resultado del logaritmo negativo
de la concentracion de iones de hidrégeno en una disolucién acuosa (ecuacion 2). El pH se utiliza como
un indicador de la acidez del medio, puesto que mide los iones hidrdgeno en disolucién, resultando en
una escala entre 0 y 14; mientras que propiamente la acidez corresponde a una medicidon que indica el
contenido total de 4cido en un alimento y usualmente se determina como acidez titulable,
expresandose como gramos del acido en la muestra. En la escala de pH los valores entre 0 y 7 se
consideran acidos, 7 corresponde a neutro y entre 7 y 14 son alcalinos o bdsicos. La medicion de pH se
realiza usualmente con un pHmetro, el cual cuantifica el cambio en el potencial electroquimico
establecido por los iones hidronio a través de una membrana semipermeable en un electrodo indicador.
Otros métodos de determinacién de pH incluyen indicadores quimicos, por ejemplo, en las bandas
indicadoras por color. Esta medicion resulta de suma importancia en la industria alimentaria, pues es un
pardmetro de uso comun para el control de calidad e inocuidad en el procesamiento de una gran

variedad de alimentos (Nielsen, 2017).

pH = —log[H*] [2]

La disposicion de la FDA para establecer el pH menor a 4,6 como limite critico responde a la
resistencia del microorganismo patégeno Clostridium botulinum, puesto que este crece en medios cuyo
pH sea mayor a 4,6. Se ha comprobado que en condiciones de baja acidez se requiere mantener
temperaturas superiores a los 100 °C durante un tiempo adecuado para destruir las esporas, puesto que
estas presentan alta resistencia térmica. En contraste, a un pH menor a 4,6 se puede obtener una
letalidad de las células vegetativas equivalente con un tratamiento térmico de menor intensidad, al
mismo tiempo que el pH del medio previene la germinacion de las esporas (Derossi et al., 2011a; Zhao,

2012).



Algunas variables en proceso como por ejemplo insuficiente liquido de gobierno, presencia de
compuestos alcalinos o alto contenido lipidico en el producto, entre otros, pueden generar resistencia a
la penetracion del acido en el alimento. De presentarse una acidificacidon inadecuada, es decir, en donde
el producto no alcance un pH menor a 4,6, se incurre en el riesgo de la germinacidn de las esporas de C.
botulinum (Zhao, 2012). Este escenario compromete la inocuidad del producto, puesto que en estado
vegetativo este patégeno puede producir la neurotoxina BoNT, la cual es considerada la sustancia toxica
de origen natural mas potente y cuyos tipos A, B, E y F provocan botulismo en humanos. De 12 a 36
horas después del consumo del producto contaminado, la intoxicacién promueve el desarrollo de una
neuropatia bilateral aguda en los nervios craneales que como consecuencia provoca resequedad en la
boca, dificultad para tragar, dificultades de habla, caida de los parpados y oftalmoplegia. Ademas, se
puede dar el impedimento de liberacidn de neurotransmisores como la acetilcolina en el sistema
nervioso que, en caso de no obtener el tratamiento adecuado a tiempo, puede provocar paros

respiratorios, con riesgo de muerte (Liu, 2009; Witczak & Sikorski, 2016).

3.2 ACIDIFICACION

La acidificacién es un proceso en el que migran iones hidronio (H*) desde una disolucién acuosa
hacia el alimento que se desee acidificar. Al ser un proceso de transferencia de masa, su difusidn se rige
por los mismos principios que caracterizan este fendmeno (Derossi et al., 2011a). No obstante, a
diferencia de otros sistemas, en alimentos, debido a su complejidad quimica, se dificulta la prediccién
del comportamiento de la transferencia de masa, de modo que sus propiedades deben ser
determinadas experimentalmente en cada caso (Rao et al.,, 2014). La difusién corresponde a la
tendencia espontanea de los sistemas a igualar concentraciones en el medio como respuesta a un
gradiente de concentracion de un determinado soluto (Roque-Malherbe, 2007). Al disefiar los procesos
operativos que involucran fendmenos de transferencia de masa, se deben tomar en consideracion
distintos aspectos que pueden tener un efecto directo en el proceso de difusién, como las caracteristicas
de la disolucién y el alimento, asi como otros factores externos de procesamiento que se pueden

manipular durante el proceso (Rao et al., 2014).

La disolucion corresponde al medio en el cual se encuentra inmerso el sdlido de interés. Se
compone de una fraccidon acuosa junto con uno o mas solutos que influyen en las caracteristicas finales
del producto. La adicién de estos solutos puede generar efectos sensoriales y fisicoquimicos en la

solucidn, por ejemplo sabores especificos y/o aumento de la viscosidad. Particularmente en los procesos



de acidificacién, especialmente en sélidos, resulta de suma importancia las caracteristicas de difusion
propias del acido dentro de una determinada matriz. Previamente se ha encontrado que diferentes
acidos carboxilicos muestran diferente poder o eficiencia de acidificacién en alimentos sélidos, siendo el
acido acético uno de los mas eficientes. No obstante, el mecanismo involucrado no se ha esclarecido, de
modo que los comportamientos reportados se limitan a las condiciones experimentales de los estudios

realizados (Marcotte et al., 2012; Nollet & Toldra, 2015).

Por otra parte, se puede manipular el gradiente de concentracién de la solucién, mejorando la
eficiencia del proceso de difusidon al aumentar la diferencia de concentracion entre el medio y el sélido,
ya que al hacerlo se aumentan las diferencias entre los componentes del sistema, por lo que en
respuesta se obtiene un mayor movimiento de particulas con el fin de alcanzar el equilibrio. La
diferencia de concentracién de solutos a través de la membrana del sélido supone una diferencia de
presién en la misma, lo que también favorece la transferencia a medida que aumenta el gradiente de
concentracion. De este modo, entre mayor concentracién se tenga del soluto en disolucidn mas
eficiente serd el proceso de migracién. Este fendmeno se puede promover alterando directamente la
concentracion del soluto en la disolucién, o bien, aumentando la masa de disolucion respecto al sélido.
Ambos métodos provocan mayores masas de soluto en el medio, por ende, resultando en una mayor
diferencia de concentracidn entre el alimento y el medio que resultard en mayor eficiencia del proceso

de transferencia de masa (Roque-Malherbe, 2007; Rao et al., 2014).

Ademads de las condiciones de la solucidn, las caracteristicas del alimento también determinan el
comportamiento de la acidificacién. En alimentos sdlidos, para que la transferencia de masa sea posible
se requiere de una membrana porosa que permita la penetracidon del soluto. Dentro de la matriz, la
eficiencia de la difusidn se puede ver afectada por el tamafio de los poros, asi como por su distribucion,
ya que ésta tiene un impacto directo en el recorrido de la disolucién hasta el centro del alimento
(Roque-Malherbe, 2007). La porosidad de un alimento se puede determinar dépticamente o bien
mediante ecuaciones que involucran las densidades aparente y real del material (Derossi et al., 2011b;
Derossi et al., 2013a; Derossi et al., 2013b; Oliveros et al., 2017). No obstante, se debe tomar en cuenta
gue estas estimaciones presentan ciertas limitaciones, entre ellas el hecho de que algunos poros no son
accesibles debido a su reducido tamafio, por lo que la porosidad efectiva es usualmente menor que la

porosidad reportada (Pal, 2014).

Por otra parte, las caracteristicas de composicion del alimento resultan de gran importancia,

influyendo en diferentes maneras el proceso de acidificacién. La permeabilidad de las paredes celulares



puede tener un impacto en la resistencia que presenta el sélido a la penetracidn de la disolucién. Los
sélidos por lo general presentan estructuras heterogéneas que pueden interactuar con los solutos
durante la difusion (Rao et al., 2014; Varzakas & Tzia, 2014). Esto también involucra la afinidad
molecular entre el sélido y la disolucidn, ya que esto afecta la interaccién entre la superficie y el soluto,

teniendo efectos sobre la adsorcién de la disolucion (Roque-Malherbe, 2007).

En cuanto a la composicién quimica, se ha encontrado una relacién directa entre la humedad del
producto y la eficiencia de difusidon, de modo que, debido a la afinidad del alimento con la disolucién,
alimentos de mayor humedad presentaran mayores tasas de difusién (Farid, 2010). Por el contrario,
debido a su naturaleza hidrofébica, el contenido lipidico del alimento genera resistencia a la penetracion
del acido, puesto que este se encuentra en disolucidén acuosa (Zhao, 2012). También se debe tomar en
cuenta el contenido proteico del alimento, ya que las proteinas se caracterizan por su natural capacidad
buffer, es decir, presentan habilidad para resistir cambios en el pH producto de la adicién de acidos o
alcalis (Belitz, 2009; Featherstone, 2014). De este modo se espera que alimentos con alto contenido de
agua favorezcan la acidificacion, mientras que muestras con alto contenido de lipidos y/o proteinas

presentaran mayor resistencia al proceso.

Adema3s de las caracteristicas mencionadas anteriormente, se debe tomar en cuenta el tamafio de
los trozos de alimento en el producto. Los procesos de transferencia de masa en soélidos, incluida la
acidificacion, se consideran efectivos cuando el soluto alcanza el centro del sélido, considerado el punto
de acidificacion mds lento. Por tanto, el aumentar el grosor o dimensiones del alimento, incrementa el
recorrido que debe seguir la disolucion para alcanzar el punto central, teniendo asi un efecto directo en
el tiempo que toma el proceso (Rao et al., 2014). Es decir, entre menor sea el tamafio del alimento sera
mas eficiente su acidificacion, puesto que el equilibrio de pH se alcanza con mayor facilidad. Tomando
en cuenta lo anterior, para facilitar las investigaciones de los procesos de transferencia de masa, se
pueden reducir estas variables intrinsecas del alimento al utilizar modelos de alimentos como objeto de
estudio. Estos son matrices de tejido homogéneo y forma definida y uniforme (Acosta et al., 2015), de
modo que al mantener un mejor control sobre las caracteristicas de las muestras se puede obtener un

mejor enfoque de los resultados obtenidos en un estudio.

En adicion a las variables propias del producto, se pueden variar condiciones a nivel de
procesamiento con el fin de favorecer la difusién. Una de estas condiciones es la agitacion, puesto que
promueve la turbulencia en el sistema, lo cual mejora la eficiencia de los procesos al estar asociado

directamente a mayores tasas de transferencia de masa. Ademas, se puede variar la temperatura de la



disolucidén, el alimento o ambos, ya que el aumento de la temperatura mejora la difusién en el medio
debido a que el incremento de energia intensifica el movimiento aleatorio de las moléculas, por ende, se

promueve la penetracién del soluto en el sélido (Calderén-Dominguez et al., 2016).

Como se establecié previamente, variables tanto propias del producto como las asociadas a las
condiciones de proceso tienen un efecto directo en el comportamiento de la acidificacion. Para
caracterizar este proceso se pueden llevar a cabo cinéticas de acidificacién a partir de mediciones
constantes de pH en el tiempo. Estas cinéticas se pueden analizar mediante diferentes modelos
matemadticos que se adapten al comportamiento encontrado. Por ejemplo, se han encontrado procesos
de acidificacién que muestran un comportamiento logaritmico (Acosta et al., 2014), resultado de una
rapida disminucidn de pH al inicio del proceso, disminuyendo su pendiente a medida que se alcanza el
equilibrio. No obstante, si el alimento presenta cierta resistencia a la acidificacion se puede obtener un
modelo sigmoidal, el cual se caracterizada por una forma de “S” que indica un incremento o
decrecimiento gradual en un inicio, seguido por un cambio de mayor rapidez en el medio, para

finalmente estabilizarse en determinado punto (Osborne, 2014).

Una vez establecidas las condiciones del producto, se pueden seguir diferentes métodos para lograr
la acidificacidn deseada. Los siguientes son los principales métodos para obtener el pH en equilibrio

aceptable en alimentos acidificados (FDA, 2017b).

Escaldado de los ingredientes en soluciones acuosas acidificadas.

e Inmersion en soluciones acidas de alimentos escaldados.

e Acidificacién directa (adicién de una cantidad conocida de una solucién acida a una cantidad
especifica de alimento) en el lote.

e Adicion directa de una cantidad de acido predeterminada a envases individuales durante la
produccién.

e Adicion de ingredientes acidos a alimentos de baja acidez en proporciones contraladas acordes a

las formulaciones especificas.

Entre estos, destaca la acidificacion directa en lote como una técnica de alta facilidad de operacion,
ademas de que, con su aplicacion, se reducen variables que puedan afectar la correcta disminucidén del
pH del alimento, en medios de baja-media viscosidad (Derossi et al., 2011a). Independientemente del

método utilizado se debe asegurar que en el tiempo establecido para el proceso el pH de equilibrio del



producto (pH final en el que todos los componentes del producto han alcanzado la misma acidez) se

encuentra por debajo de 4,6 (Hui et al., 2003; FDA, 2017b).

Ademas de la operacion de acidificacidn, los productos acidificados deben someterse a un
tratamiento térmico adecuado, ya que ambas operaciones se complementan para garantizar la
inocuidad del producto (Zhao, 2012). Al acidificar se restringen las condiciones dptimas de desarrollo
microbiolégico, lo que tiene un efecto directo en la resistencia de las células microbianas. Acidos como
el acético y citrico tienen un efecto en los microorganismos mediante dos mecanismos especificos que
aumentan el estrés en las células. Por un lado, producto de la disociacion del acido en el medio acuoso
se reduce el pH del medio, creando de esta forma condiciones poco favorables para el crecimiento
microbioldgico, mientras que ademas, el dcido no disociado penetra en el citoplasma de las células
microbianas, alterando su equilibrio interno. En respuesta, los organismos invierten una gran cantidad
de energia en mantener el pH intracelular cercano a la neutralidad, por ende, la energia destinada a
procesos de resistencia térmica, germinacién, reproduccidon y produccién de toxinas se reduce
considerablemente. Ademas, la acidez del medio obliga a los microorganismos a permanecer en estado
de espora para su sobrevivencia, lo que evita su paso a célula vegetativa, con lo que a su vez se previene

la germinacién y produccién de toxinas (Derossi et al., 2010; Nollet & Toldra, 2015).

El tratamiento térmico para un determinado producto, es decir, el tiempo y la temperatura a la cual
se procesa el alimento para garantizar su inocuidad, depende de variables como el tamafio y densidad
de los trozos de alimento, el contenido de sal y nivel de acidez o pH (Zhao, 2012). A pH neutro los
microorganismos usualmente presentan su maxima resistencia térmica debido a las condiciones
favorables del medio. De este modo, entre mayor sea el grado de acidificacion, menor es la
sobrevivencia que presentan ante tratamientos térmicos. Es por esto que el acidificar permite obtener
alimentos inocuos al aplicar tratamientos térmicos moderados, cuya letalidad para alimentos de baja
acidez no es equivalente a la alcanzada con tratamientos mas severos (temperaturas superiores a 100
°C). No obstante, se debe tomar en cuenta que el alcance de la acidificacion sobre la resistencia térmica
depende del microorganismo de referencia, asi como del tipo de acido y su concentracion utilizada, por
lo que se debe realizar un correcto analisis tomando en cuenta las caracteristicas del producto para

determinar las condiciones de proceso adecuadas (Sun, 2012).

Ademas de la destruccion de patdgenos, el tratamiento térmico también elimina microorganismos
de deterioro e inactiva enzimas que pueden provocar cambios de color, sabor o textura en el alimento.

Por otra parte, al reducir la temperatura de procesamiento se reduce el dafio térmico en el tejido del
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alimento y en compuestos termosensibles como vitaminas y antioxidantes, lo que permite desarrollar
productos de mejor calidad nutricional y sensorial. Por ejemplo, a temperaturas superiores a 85 °C se
puede hidrolizar la pectina, ocasionando suavidad innecesaria en algunos productos (Sun, 2012; Zhao,
2012). También se debe considerar que la aplicacién de temperaturas superiores a los 100 °C requiere
de equipos especiales con control de presion para alcanzar estas condiciones, los cuales no siempre se
encuentran disponibles para productores con bajo volumen de produccién. En productos acidificados, al
requerir menores temperaturas, se facilita alcanzar los requerimientos de proceso con equipos de

menor costo y mayor facilidad de operacion.

Como se ha establecido, tanto la acidificacién como el tratamiento térmico son necesarios para el
aseguramiento de la inocuidad de productos acidificados, pues la primera operaciéon reduce la
resistencia térmica de los microorganismos y evita la germinacion de esporas en el producto terminado,
mientras que el tratamiento térmico elimina las células vegetativas de patdogenos (ademas de las de
deterioro) y con esto el riesgo de infecciones e intoxicaciones por consumo del producto. No obstante,
también se debe asegurar un correcto sellado y mantenimiento de la integridad del envase durante el
almacenamiento para mantener las condiciones de inocuidad hasta el momento de consumo (Sun,

2012; Zhao, 2012).

3.3 |IMPREGNACION POR VACIO

La impregnacién mediante vacio o hipobarica se basa en el principio previamente discutido de
difusién de masa; aprovechando espacios vacios en el tejido, como espacios intercelulares, capilares y
poros, entre otros, para promover la transferencia de sustancias a través de los tejidos de los alimentos.
Esta técnica supone mejoras en la eficiencia de procesos de transferencia de masa, puesto que los
métodos convencionales (sin alteracidn de la presién del medio) solamente se basan en la diferencia de
concentraciones, mientras que al usar vacio se impone un gradiente de presidn sobre el alimento, lo que

acelera la transferencia de solutos (Derossi et al., 2012; Hui & Evranuz, 2015).

Especificamente, durante la aplicacion de vacio parcial por un determinado tiempo (t1) se logra
extraer liquidos nativos y gases ocluidos en los capilares de la matriz de un alimento, para
posteriormente restaurar la presion atmosférica durante un lapso (t2), impregnando dichos capilares con
una solucién externa en la cual se encuentra inmerso el alimento (Derossi et al., 2012; Hui & Evranuz,
2015). Esta impregnacion de solutos es el resultado de la transferencia de sustancias forzada por la

diferencia de presion hacia dentro y fuera de los espacios vacios del alimento, cuyo mecanismo se

11



conoce como mecanismo hidrodinamico. Este fendmeno es el principal responsable de la cantidad de
liguido externo que se impregna en el producto sélido, asi como de la profundidad de impregnacidn. El
gradiente de presidn necesario se genera en consecuencia al cambio volumétrico en el alimento y/o la
fuerza externa sobre los espacios vacios en respuesta al vacio y presion (condicién atmosférica) durante
el proceso. Ademas del mecanismo hidrodindmico, la impregnacidon lograda también responde a los
procesos naturales de difusién, sin embargo, su influencia en el proceso de transferencia es muy

reducida en comparacion con la aplicacién de vacio (Hui & Evranuz, 2015).

En adicion al mecanismo hidrodindamico, se ha reportado que durante la impregnacidn al vacio el
alimento sufre el fendmeno de deformacién-relajacion. Al estar sometido a un medio hipobdrico, el
alimento sufre de una deformacién momentanea debido al cambio de presién del medio y la succidn de
gases, mientras que al restaurar la presién atmosférica el alimento vuelve a su estado normal de
relajaciéon. En conjunto con el mecanismo hidrodindmico, el fendmeno de relajacién-deformacion
provoca la aceleracion de la difusidon debido a que los poros del alimento se llenan del liquido con el

soluto deseado (Zao & Xie, 2014; Hui & Evranuz, 2015).

Los resultados descritos se obtienen producto de las diferentes etapas del proceso de impregnacién
al vacio. Inicialmente se induce el vacio en el espacio de cabeza del producto, lo que promueve el
gradiente de presidn en el sistema. La presidn en los capilares promueve la compresién interna de
espacios vacios del alimento, provocando que la presién interna del producto (P;) sea mayor que la
presidn externa (Pe). Esto genera que los gases internos se expandan, expandiendo con ellos los espacios
vacios, lo que genera el inicio de la deformacidn inicial del alimento. Una vez la presion interna iguala la
externa (Pi= Pe< Pam), la deformacién o expansién del producto provoca un mayor volumen interno, al
mismo tiempo que los liquidos nativos del alimento escapan en consecuencia de la diferencia de
presion. Seguidamente, por el mecanismo hidrodindmico, el liquido externo fluye parcialmente hacia el
interior de los capilares hasta alcanzar un equilibrio, al mismo tiempo que la deformacién continlda
producto de la absorcién de liquidos externos en los espacios vacios. Posteriormente, inicia el periodo
de relajacién, es decir, el vacio en el espacio de cabeza se restaura a presién atmosférica, por tanto, en
esta etapa la presidn interna del producto es menor a la presién externa. Este gradiente de presion
promueve la absorcion de liquido por el mecanismo hidrodindmico hasta que el cambio de volumen
producto de la impregnacién y los espacios comprimidos permitan alcanzar el equilibrio en el sistema, es

decir Pi= Pe = Patm (Hui & Evranuz, 2015).

12



Durante la impregnacidn al vacio, inicialmente la penetracion del liquido en el sélido se lleva a cabo
mediante espacios no compactados de la matriz, como espacios intercelulares, paredes celulares y
membranas dafiadas, en un mecanismo de simple movilidad del liquido por medios no obstruidos. Una
vez se inicia la aplicacion de vacio, acorde a la dinamica detallada anteriormente, se fuerza el flujo de la

disolucién mediante el gradiente de presion (Hui & Evranuz, 2015).

Existen algunos factores que pueden afectar la efectividad y eficiencia del proceso de impregnacion
al vacio. Entre ellos se encuentra la porosidad del alimento, ya que como se explicé, la impregnacién se
da en los espacios vacios del producto, por lo que el tamafio, forma y distribucién de poros y capilares
presentan una alta influencia en la operacién. A su vez, la porosidad se ve afectada por las fracciones
volumétricas de agua, sélidos y gas en el alimento y por ende su densidad. Los mejores resultados de
impregnacion se obtienen en los poros de mayor didmetro, sin embargo, la impregnacién del liquido se
da solamente en la fraccion de porosidad efectiva. En cuanto a la distribucién de los poros, se conoce
que la distribucién de los poros en el tejido externo (expuesto a la disolucidn) del alimento influye en
gran medida los efectos de la impregnacién al vacio. Por otra parte, se ha determinado que en muestras
donde las células se encuentran ordenadas, la alineacion de los espacios vacios favorece la
impregnacion debido a que se facilita el flujo del liquido a través de las membranas (Hui & Evranuz,

2015).

Ademas de los aspectos de porosidad, se deben tomar en cuenta las caracteristicas del tejido del
alimento. Hui & Evranuz (2015) exponen que, al menos en vegetales, la efectividad de la impregnacién
se puede ver afectada por tejidos compactados, asi como la resistencia que presenten al flujo de
liguidos. La fuerza mecanica o viscoelasticidad de los tejidos también se asocia directamente con el
fendmeno de deformacién-relajacion, siendo los vegetales con alta viscoelasticidad los que presentan

mayor grado de impregnacion al usar vacio (Hui & Evranuz, 2015).

En cuanto al liquido de gobierno, debido a que se trata de un proceso basado en difusion, la
operacion se puede ver afectada por variables como el soluto, la concentracion, entre otros, asi como
factores externos como la aplicacidn de temperatura y/o agitacion, tal como se detall6 en la seccién 3.2

(Derossi et al., 2011a; Hui & Evranuz, 2015).

Al procesar con vacio, en conjunto a la impregnacion, se pueden dar otros cambios estructurales y

fisicoquimicos en el alimento. Estos pueden incluir deformaciones en la estructura de las células,
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cambios en textura, color y propiedades térmicas, cuyos efectos especificos dependen del tipo de soluto

en la disolucion (Hui & Evranuz, 2015).

Como se expuso, al incluir vacio se pueden forzar los procesos de difusién de sustancias y con esto
acelerar el procesamiento, lo que ademads de implicar ventajas operacionales puede presentar ventajas
a nivel de calidad de producto. Esta tecnologia se ha utilizado para mejorar textura, color, sabor y
calidad nutricional de distintos productos, utilizando solutos tales como inhibidores de enzimas, cloruro
de sodio, aloe, gluconatos de hierro y calcio, entre otros (Hui & Evranuz, 2015). El aumento de la
impregnacion se puede potenciar al incluir variables de proceso, como realizar la operaciéon de forma
pulsada, lo que promueve los fendmenos de deformacidn-relajacién y mecanismo hidrodindmico en
repetidas ocasiones, reportando mejoras en la eficiencia del proceso (Derossi et al., 2011b; Derossi et
al., 2013a). Ademas, la impregnacion al vacio presenta la ventaja de ser compatible con otros procesos y
tecnologias que se combinan con el objetivo de aumentar la ganancia de solutos en el alimento. Algunos
ejemplos incluyen deshidratacion osmdtica, tratamientos pre-congelacidon y descongelacién, pulsos
eléctricos, ultrasonido, altas presiones hidrostaticas y calentamiento 6hmico, entre otros (Derossi et al.,

2012; Hui & Evranuz, 2015).
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 LOCALIZACION

El desarrollo de los modelos se llevd a cabo en las instalaciones de la Planta Piloto del Centro
Nacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (CITA). Las operaciones de acidificacion se realizaron en
el Laboratorio de Termofluidos de la Escuela de Tecnologia de Alimentos, mientras que los andlisis
fisicoquimicos se llevaron a cabo en los Laboratorios de Quimica de la Escuela de Tecnologia de
Alimentos y del CITA. Ambas instituciones se encuentran ubicadas en la Universidad de Costa Rica,

Ciudad Universitaria Rodrigo Facio, San Pedro de Montes de Oca.

4.2 MATERIAS PRIMAS

4.2.1 Matrices alimentarias

Para la confeccion de alimentos modelo, se utilizaron zanahorias (diametro no menor a 3,0 cm),
huevos y pollo. Las zanahorias fueron seleccionadas como matriz vegetal debido a su firmeza,
homogeneidad del tejido y flexibilidad para obtener la forma deseada de los modelos (Acosta et al.,
2015). En cuanto a los huevos (matriz avicola), se definidé utilizar huevos de gallina por razones de
facilidad de acceso en el mercado. Se emplearon solamente las claras, con el objetivo de producir una
matriz homogénea en términos de composicion y estructura. A modo de matriz carnica se desarrollé un
embutido tipo salchichén, cuyo principal ingrediente es pechuga de pollo, con el fin de que el
componente seco mayoritario fuera proteina carnica. Se selecciond especificamente el corte de pechuga
debido a su caracteristico bajo contenido graso. Otros ingredientes usados en el embutido de pollo se

indican en la seccién 4.5.1.4.

4.2.2 Acidulantes
Se utilizé acido acético glacial del proveedor Quimicas Mundiales S.A. y acido citrico en polvo del
proveedor Insumos Quimicos y Servicios S.A. para la obtencion de sus respectivas soluciones acidas. Las

soluciones fueron producidas empleando agua destilada.

4.3 EQuUIPO

A continuacion, se presenta un diagrama del equipo (de construccion local) utilizado para aplicar

condiciones hipobaricas durante el desarrollo de las pruebas de acidificacién.
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Ne Significado

1 Camara de vacio
2 Mandémetro de cdmara
3 Control de temperatura
! ; 4 Valvula de seguridad
______ JEI 3 5 Viélvula de vacio
6 Bomba de vacio
<°:'" 7 Mandémetro de vacio
i [>AL<] 9 n 8 Seleccionador condicién
10 9 Manémetro de presién
B@T _____________ T ____________ g;]‘ _______ 10 Valvula de aire comprimido
7 Ii%} 11 Entrada aire comprimido

Figura 1. Diagrama del equipo utilizado para la aplicacidn de condiciones hipobaricas durante la

acidificacion.

4.4 PRUEBAS PRELIMINARES

4.4.1 Disenoy composicion de los modelos

Para el disefio de los modelos, se realizaron pruebas con geles de agar de forma cilindrica,
empleando puré de zanahoria obtenido mediante las condiciones de coccién descritas por Banerjee et
al. (2013) y diferentes disoluciones de agar, entre 5 y 13%. Todas las pruebas produjeron modelos que
mostraron firmeza considerada inadecuada para ser sometidos a las condiciones de estudio del
proyecto, por lo que se descarté el uso de geles y se definid el uso de cilindros de zanahoria cocida como
modelo vegetal. Ademads, para los modelos de zanahoria y clara de huevo, se probaron distintos tiempos
de coccidn (inmersion en agua a ebullicidén) con el fin de establecer el tiempo necesario en cada caso
para obtener la textura deseada. Por otra parte, se probaron diferentes moldes y formas de obtencién
de los modelos con el fin de encontrar un método practico y sencillo de ejecutar durante la

investigacion.

4.4.2 Tiempo total de medicion de pH para cinéticas
Se realizaron cinéticas de acidificacidn preliminares de clara de huevo en acido acético al 5,0%, para

las cuales se llevaron a cabo mediciones del pH del alimento y el pH de la solucién 4cida hasta que se
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alcanzd el equilibrio del sistema. El tiempo requerido para alcanzar este equilibrio fue tomado como

base para definir el tiempo total de las cinéticas de acidificacion a realizarse a lo largo del estudio (48 h).

4.4.3 Determinacion de relacion alimento:solucion
Se evalud la cantidad de solucién acida necesaria para cubrir los modelos en los recipientes
previamente seleccionados para la investigacion, en busca de establecer una relacién alimento:soluciéon

gue permitiera una inmersién completa del alimento en todo momento.

4.4.4  Definicion de condiciones experimentales

Se realizaron un total de 15 pruebas preliminares en las que se desarrollaron cinéticas de
acidificacion de los modelos en condiciones hiperbaricas (202,6 kPa abs). Se probaron condiciones de
presién ejecutadas en lapsos de 10 min, condiciones pulsadas restaurando la presién atmosférica y
condiciones combinando presion con vacio como medida de intensificacion del fendmeno de
deformacién-relajacion. Ninguna de las pruebas mostré indicios de mejorar la eficiencia de la
acidificacion de los alimentos, por lo que en consecuencia se decidié evaluar solamente el efecto de
condiciones hipobaricas de acidificacién, resultando en la definicién de las condiciones experimentales y

tratamientos detallados en esta seccidn.

4.5 METODOLOGIA

4.5.1 Desarrollo de modelos

4.5.1.1 Especificaciones

Se desarrollaron cilindros de 2,8 cm de didmetro y 4,0 cm de altura. La forma definida, asi como la
relacion altura/didmetro responde a que se deseaban modelos similares a los alimentos que
representan. Las dimensiones se establecieron dentro de los rangos de dimensiones normales de
zanahorias, huevos y salchichdn. Estas especificaciones se lograron utilizando cortadores que

permitieron obtener las medidas mencionadas.

4.5.1.2 Zanahoria

Se tomaron trozos de zanahoria de didmetro y largo no menores a 2,8 y 4,0 cm, respectivamente, y
se cocinaron en agua a ebullicion (relacion de masa 1:2, alimento:agua) durante 25 minutos.
Seguidamente, se colocaron en un bafio de agua fria para detener la coccién y fueron moldeados con los

cortadores definidos.
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4.5.1.3 Clara de huevo

Se separaron las claras mediante un separador de yemas manual. Una vez mezcladas todas las
claras, se vertieron en fundas de salchichén (4 cm de didametro) y se realizé la coccidon empleando agua
en ebullicidn durante 15 minutos, para luego ser enfriadas por inmersién en agua fria. Una vez frias, se

removieron las fundas y se obtuvieron los modelos mediante el uso de los cortadores definidos.

4.5.1.4 Embutido de pollo
Para el desarrollo del embutido de pollo se siguid la formulacidn y proceso mostrados a

continuacion.

Cuadro I. Formulaciéon del embutido de pollo tipo salchichén utilizado durante el estudio.

Ingrediente Formulacidn (%)
Pechuga de pollo 50
Agua con hielo 20
Tocino 15
Concentrado de soya 10
Almiddn de papa 5
Sal 1,7
Fosfatos para embutidos 0,4
Sal de cura 0,3
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Pollo

l

Agua con hielo (mitad de la

formulacion)
sal PICADO 1
Cutter
Sal de cura

Fosfatos para embutidos

Tocino
Agua con hielo (mitad de la
formulacién) — PICADO 2
Cutter

Almidon de papa
Concentrado de soya

4

EMBUTIDO
Embutidora manual,
fundas plasticas para

salchichoén

A
COCCION
Inmersién en marmita
60 °C*, 30 min
70 °C*, 30 min
80 °C*, 30 min

4

ENFRIAMIENTO
Bafio de agua con hielo
hasta 25 °C

}

Embutido de pollo

*Temperatura del agua de coccidn.

Figura 2. Flujo de proceso del embutido de pollo tipo salchichdn utilizado durante el estudio.

A continuacidn, se muestra una imagen de los tres modelos desarrollados.



Figura 3. Imagenes de modelos desarrollados de zanahoria, embutido de pollo y clara de huevo

(izquierda a derecha).

4.5.1.5 Almacenamiento

Posterior a su produccidn, todos los modelos de alimentos fueron almacenados en refrigeracion (3-
5 °C) durante un periodo de 1 a 2 dias previo a su uso en los experimentos. Antes de aplicar los
tratamientos, todos los modelos se colocaron en un bafio de agua tibia (aproximadamente 30 °C) hasta

que se encontraran dentro del rango de 20 a 23 °C.

4.5.2 Disoluciones dcidas

Las disoluciones de acido acético se prepararon tomando en cuenta la concentracién determinada
del acido acético glacial utilizado como materia prima mientras que para el desarrollo de las disoluciones
de 4cido citrico se contempld la pureza reportada del mismo (99,5%). Todas las disoluciones preparadas
se titularon con NaOH (0,1 mol/L) a modo de confirmacion de sus respectivas concentraciones. En estas
pruebas confirmatorias, las disoluciones debian presentar una desviacion no mayor a 0,2% respecto a la
concentracién establecida. De no ser asi, la disolucién se ajustd con acido o agua destilada segun el caso,

hasta obtener la concentracién necesaria.

4.5.3  Relacion alimento:solucion

A lo largo del estudio se trabajé con una relacién de masa alimento:liquido de 35:65 (determinado
en pruebas preliminares). Esta relacién de masas responde a la minima cantidad de liquido con la que
los modelos se encontraron completamente cubiertos por el liquido en recipientes de aproximadamente

13,0 cm de diametro y 15,0 cm de altura. Dentro de cada recipiente se colocd la cantidad de modelos
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necesaria para hacer las mediciones respectivas, para cada repeticion de los tratamientos, seguin los
objetivos establecidos. Todos los tratamientos contaron con tres repeticiones, las cuales fueron

aleatorizadas a lo largo de los dias programados para la ejecucion de los mismos.

En el caso de los modelos carnicos, debido a su menor densidad respecto a la solucion acida, en
cada recipiente se incluyd una malla sobre los modelos para garantizar la inmersion completa de los
mismos. En todos los casos, a lo largo de las mediciones se procuré mantener la relacidn
alimento:liquido establecida, manteniendo los modelos cubiertos por liquido, por lo que al remover

modelos para su analisis se removié una cantidad equivalente en masa de solucion acida.

4.5.4 Condiciones de temperatura y agitacion

Todos los tratamientos fueron llevados a cabo a temperatura ambiente (20-23 °C) y sin sistemas de
agitaciéon asociados. Posterior a la aplicacion de las condiciones hipobaricas definidas en cada caso, los
modelos en solucidon acida se mantuvieron en reposo en sus respectivos recipientes tapados, a
temperatura ambiente y presidon atmosférica, hasta sus respectivos momentos de analisis. Las muestras
no sometidas a condiciones de acidificacién hipobarica, fueron mantenidas en las mismas condiciones

descritas.

4.5.5 Aplicacién de vacio y concentraciones de dcido utilizadas

A lo largo de todas las pruebas del estudio se emplearon condiciones hipobaricas de 33,6 kPa abs,
con un lapso de aplicaciéon de 10 minutos. Este tiempo responde al mayor tiempo de aplicacidn de vacio
utilizado en los estudios publicados sobre acidificacién hipobarica, mientras que el nivel de vacio se
definié dentro de los niveles de esta variable utilizados en dichas investigaciones (Derossi et al., 2010;
Derossi et al., 2011b; Derossi et al., 2013a; Derossi et al., 2013b), asi como la capacidad de la bomba de
vacio del equipo descrito en la seccion 4.3. Para alcanzar las condiciones hipobaricas, asi como para
regresar a condiciones atmosféricas, se manipuld la valvula de vacio de forma tal que el proceso se

llevara a cabo de manera gradual a lo largo de 60 segundos.

4.5.6 Medicion de pH

4.5.6.1 Determinacion de pH en los modelos de alimentos

Las determinaciones de pH se realizaron utilizando un electrodo de vidrio HI1083 (didmetro de 3
mm) calibrado, acoplado a un pH-metro HI2211, Hanna Instruments. Para esto, cada modelo fue
removido del liquido de inmersion en el tiempo definido, posteriormente se secé superficialmente con

toallas de papel para remover el exceso de solucion 4acida, y luego se realizd la medicion de pH en un
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lapso no mayor a 20 minutos desde que se retiré el modelo del recipiente con solucidn acida. Se
realizaron determinaciones en el centro geométrico del modelo, pues es esta zona la que presenta la
acidificacion mas lenta (Acosta et al., 2014), siendo asi |la zona critica de acidificacion. Como medidas
complementarias, se determiné el pH en la mitad de la distancia entre el punto central y el extremo del
modelo (un cuarto del eje longitudinal), asi como en su masa homogeneizada. En cada caso, a partir de

las determinaciones realizadas, se construyeron cinéticas de acidificacidn para el analisis de datos.

Para las mediciones en el centro y cuarto se realizd un corte longitudinal del modelo a
aproximadamente 3 mm del centro, con el fin de que al insertar el electrodo este coincida con la mitad
del ancho del cilindro. En el caso de las determinaciones al cuarto de los modelos, se inserté el electrodo
a aproximadamente 1 cm del extremo del cilindro mientras que para las determinaciones en el centro

geométrico la medicidn se realizé a aproximadamente 2 cm (figura 4).

Figura 4. Diagrama de metodologia de medicion de pH en los modelos a utilizar.
Nota: La linea roja representa el centro y la azul el punto de corte longitudinal.

Por otra parte, para la determinacion de pH del modelo en su totalidad, este se homogeneizd
utilizando un procesador de alimentos hasta lograr una pasta de consistencia apta para la medicién de
su pH, adicionando una masa de agua de 10% la masa del modelo, lo cual cumple con las regulaciones

de medicién de pH establecidos por FDA para productos acidificados semisélidos (2017b).

4.5.6.2 Determinacion de pH en las soluciones dcidas
Ademas de las mediciones detalladas previamente, para todos los tratamientos del estudio se
realizaron cinéticas de variacién de pH de las soluciones acidas. Se realizaron mediciones de pH a las 0O,

12, 24, 36 y 48 h, para un total de 5 puntos. Estas cinéticas se realizaron con fines confirmatorios de la
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eficacia de acidificacién (el pH de la solucidon deberia incrementar a medida que se acidifican los

modelos), para finalmente corroborar el equilibrio de pH en las etapas finales del proceso.
4.5.7 Diseno experimental

4.5.7.1 Muestreo comercial

Se realizé6 un muestreo comercial con el fin de registrar las relaciones reales de alimento:liquido
que presentan los alimentos acidificados (sélidos en solucién) estables a temperatura ambiente
encontrados en el pais. Como matriz vegetal se eligié corazones de palmito, mientras que se
recolectaron muestras de huevos de codorniz como matriz avicola. No se encontré ningln producto

carnico acidificado, por lo que el muestreo se limitd a las dos primeras matrices mencionadas.

Para ambos alimentos se recolectaron muestras de tres diferentes lotes, en el caso del palmito,
provenientes de tres diferentes marcas comerciales y para huevo de codorniz de dos marcas, todos
dentro de la fecha de caducidad establecida, para un total de nueve muestras de palmito y seis muestras
de huevo de codorniz. De la informacidn reportada en las etiquetas de cada una de las muestras se
registré la marca, lote, fecha de vencimiento y acidulante reportado. Para cada producto recolectado se

midiod la masa de sélidos y liquido, para posteriormente obtener la relacidon correspondiente.

4.5.7.2 Caracterizacion fisicoquimica de los modelos

Se realizaron diversos analisis tanto a los modelos como a las disoluciones acidas, con el fin de
establecer un perfil fisicoquimico de los mismos y determinar si el proceso de acidificacidon hipobarica
genera cambios significativos. Los andlisis detallados a continuacién se llevaron a cabo en los tres
modelos y sus disoluciones de inmersién al inicio del proceso de acidificacién (tiempo inicial) y al cabo
de las 48 h de acidificacion (tiempo final), tanto en la condicion de acidificacién convencional (presion

atmosférica), como en la condicidon de acidificacion hipobarica mas severa (3 pulsos) con la mayor

concentracién de acido (5,0% de acido acético) con la que se trabajo en el estudio.

4.5.7.2.1 Analisis en modelos

Se registro el cambio de masa (Am) de los alimentos a partir de los valores de masa de los modelos
al tiempo inicial y final de cada condicidon de acidificacion. El cambio volumen (AV) se determind
mediante mediciones de didmetro y altura de los modelos en los mismos tiempos, utilizando un vernier.
Se evalud la humedad por el método 925.30 AOAC, P-SA-MQ-002 y acidez titulable por el método
942.15 AOAC, P-SA-MQ-011 (AOAC, 2005). Todos los analisis anteriores se realizaron por triplicado.
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Ademas, se determind la porosidad de los modelos (n=9) mediante la ecuacién 3 (Lewis, 1993):

Pa
e=1—-— [3]
Pr

Donde:

€= Porosidad

pa= Densidad aparente
pr= Densidad real

Para estas determinaciones, la densidad aparente se estimé mediante mediciones de masa vy
volumen segun las dimensiones (diametro y altura) de los cilindros. Debido a las dificultades para
eliminar por completo el aire ocluido en los alimentos, la densidad real (p:) se estimé mediante la

siguiente ecuacion (Lewis, 1993):

1
xc/ pct xp/ ppt xG/ pe T xF/ prt xA/ pat xH/ PH

Pr [4]

Donde:

p= Densidad

x= Fraccion de masa
C= Carbohidratos
P= Proteina

G= Grasa

F= Fibra

A= Cenizas

H= Humedad

Las ecuaciones para estimar la densidad de cada uno de los componentes (calculadas a 22 °C), asi
como sus fracciones de masa correspondientes a cada modelo se tomaron de ASHRAE (2010).

Especificamente para el modelo de embutido de pollo, el aporte de sodio de la sal de cura y fosfatos
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para embutidos se calcularon mediante la composicidon de los mismos segln el proveedor y los pesos

moleculares asociados, para ser reportados como parte de las cenizas del alimento.

4.5.7.2.2 Analisis en soluciones acidas
Se realizaron determinaciones de acidez titulable segin el método 942.15 AOAC (AOAC, 2005) y
turbidez utilizando un turbidimetro marca Hach calibrado previo a cada uso con 6 patrones de turbidez

entre <20y 7000 NTU.

4.5.7.2.3 Andlisis estadistico
Se analizaron los datos empleando la prueba de t-Student (nivel de significancia de 0,01), tomando
como factor nominal la condicién de acidificacion (atmosférica e hipobarica) y como respuesta las

mediciones de la caracteristica que corresponda.

4.5.7.3 Determinacion del efecto de la aplicacion de medios hipobdricos sobre la tasa de acidificacion de

alimentos modelo de zanahoria, embutido de pollo y clara de huevo

4.5.7.3.1 Condiciones

Se comparo el efecto de la aplicacién de condiciones hipobaricas respecto a la forma convencional
(presion atmosférica) de acidificacion. Todas las pruebas se realizaron sobre los tres modelos
alimentarios detallados previamente, utilizando disoluciones de 2,5 y 5,0% de acido acético como

soluciones acidas de inmersidn. A continuacidn, se presenta el detalle de dichos tratamientos.

Cuadro Il. Resumen de tratamientos aplicados en el primer objetivo especifico del proyecto.

Condicién de Concentracion de
Presion (kPa abs)
acidificacion solucion acida (%)
2,5
Convencional 88,06*
5,0
2,5
Hipobarica 33,6
5,0

*IMN, 2017.

4,5.7.3.2 Mediciones
Se realizaron un total de 10 mediciones de pH en el tiempo (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 32, 48 h), una

vez concluidos los respectivos tratamientos. Durante las primeras 12 horas las mediciones se realizaron
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en lapsos menores dado que existe evidencia previamente reportada que muestra que la velocidad de

acidificacion es mayor durante las primeras 24 horas (Acosta et al., 2014).

4.,5.7.3.3 Analisis estadistico

Las curvas de acidificacién presentaron un comportamiento sigmoidal. Tomando en cuenta el
coeficiente de determinacion ajustado (r;s), la probabilidad de ajuste del modelo, y la raiz del cuadrado
medio del error, se selecciond el modelo no lineal logistico de 4 pardmetros Hill. La ecuacion

correspondiente se muestra a continuacion.

d—c
1+109(b—%)

y=c+ [5]

Donde:

a= Tasa de crecimiento

b= Punto de inflexién

c= Asintota inferior

d= Asintota superior

x= Variable predictora (tiempo)
y= Variable respuesta (pH)

Este modelo se utilizd para, mediante prediccion inversa, determinar el tiempo en el que cada
modelo alcanzé el pH de 4,6; considerado como criterio para evaluar la eficiencia de acidificacién.
Obtenidos estos tiempos, para cada modelo, se empled un disefio factorial 2%, siendo los factores la
condicién de acidificacion (convencional e hipobarica) y la concentracidn de la disolucidn acida (2,5% y
5,0%). Para el analisis estadistico, se llevd a cabo un ANDEVA de dos vias (nivel de significancia de 0.05),

mediante el paquete estadistico JMP® Pro versidn 13 (SAS Institute Inc.).

4.5.7.4 Determinacion del efecto de la aplicacion de condiciones pulsadas de medios hipobdricos sobre

la tasa de acidificacion de alimentos modelo de zanahorita, embutido de pollo y clara de huevo

4.5.7.4.1 Condiciones
Se comparé el efecto de la aplicacion de condiciones hipobdricas pulsadas de acidificacion en los
modelos. Un pulso correspondié a 10 min de la condicidn hipobdrica y 10 min de exposicion a presidn

atmosférica, para 20 min de tiempo total por pulso. Se probd el efecto de la aplicacién de 0, 1, 2y 3
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pulsos, para un tiempo maximo de ejecucién de 60 minutos, definido por consideracidn de la factibilidad
y practicidad de aplicacion a nivel industrial. A continuacion, se presenta el resumen de dichos

tratamientos.

Cuadro Ill. Resumen de tratamientos aplicados en el segundo objetivo especifico del proyecto.

Condicion (cantidad de Concentracion de solucion
pulsos hipobaricos) acida (%)
0
2,5
2
3
0
1
5,0
2
3

4.5.7.4.2 Mediciones

Se realizaron 10 mediciones de pH para cada cinética, al igual que lo detallado en la seccién 0

4.5.7.4.3 Andlisis estadistico

Se siguio el procedimiento descrito en la seccién 4.5.7.3.3 para determinar para cada tratamiento el
tiempo en el que se logra obtener un pH establecido de 4,6. A partir de los tiempos obtenidos para cada
modelo, se realizé un ANOVA de dos vias (significancia de 0.05), dado que se establece un disefio
factorial de dos factores (cantidad de pulsos y concentracion de la disolucién acida). El primer factor
presenta cuatro niveles (0, 1, 2 y 3), mientras que el segundo se mantiene con dos (2,5% y 5,0%), para

un disefio 4! x 21, Se empled el paquete estadistico JMP® Pro versidon 13 (SAS Institute Inc.).
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4.5.7.5 Determinacion del efecto de dos acidulantes en condiciones pulsadas de medios hipobdricos
sobre la tasa de acidificacion de alimentos modelo de zanahoria, embutido de pollo y clara de

huevo

4.5.7.5.1 Condiciones

A partir de los resultados del segundo objetivo especifico, se seleccionaron 0 y 1 pulsos en
condiciones hipobdricas para evaluar el efecto del tipo de acido (acético y citrico) en dos
concentraciones en la solucion de acidificacion, sobre la tasa de acidificacion de los modelos. Se
selecciond acido citrico, ya que es el acidulante reportado en todos los productos analizados en el

muestreo comercial realizado.

Al igual que en los casos anteriores, se trabajé con disoluciones de acido acético al 2,5% y 5,0%. En
el caso del acido citrico se determinaron dos concentraciones con las cuales cada modelo alcanza el
mismo pH de equilibrio que se obtiene con cada una de las disoluciones de acido acético. Para
determinar estas concentraciones de acido citrico se siguié el procedimiento que se detalla a
continuacién. Este consta de dos etapas principales, siendo la primera la determinacion de pH con la
disolucion de referencia de acido acético (en el procedimiento se muestra el caso de 5,0% de acido

acético), mientras que la segunda fase corresponde a las estimaciones con acido citrico.

a. Determinacion del pH en equilibrio de alimentos modelo acidificados con acido acético.
1. Homogeneizar el alimento hasta obtener una pasta fina.
2. Adicionar la disolucién de acido acético (5,0%) en relacion 35:65, alimento:solucién.

3. Determinar el pH del sistema en equilibrio.

b. Determinacion de la concentracion de acido citrico equivalente a la concentracidn de acido acético
de referencia.
1. Homogeneizar el alimento hasta obtener una pasta fina.
2. Para una masa de alimento conocida, adicionar un volumen conocido de una disolucién de acido
citrico (concentracién conocida) hasta alcanzar el pH en equilibrio determinado en el punto a.3.

3. Estimar la masa de acido consumida segun la ecuacién 6.

Mye = Veonsumido * Cnasi [5]
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4. Tomando en cuenta la masa de alimento utilizada en el punto b.2, calcular la concentracion de
una nueva disoluciéon de acido citrico que logre adicionar la masa de acido previamente

estimada, utilizando una relacién 35:65 alimento:solucidn acida (ecuaciones 7 y 8).

_ Malimento
Masiac. = 35 * 65 [6]

__ MycxPureza
Cndsl ac. — P [7]
dslac

5. Adicionar la nueva disolucidn en una relacidn 35:65 alimento:disolucidn respecto a una masa
homogeneizada y conocida de alimento y confirmar que se alcanzé el pH esperado una vez que
se haya alcanzado el equilibrio.

6. Segun los resultados de la confirmacién, realizar ajustes en la concentracién de la disolucién de

acido citrico de ser necesario.

Debido a las diferentes capacidades buffer de cada matriz ante las diferentes concentraciones de
acido, el procedimiento anterior se llevd a cabo especificamente para cada uno de los tres modelos,
para cada una de las dos concentraciones de referencia de acido acético. En respuesta, se obtuvo una
concentraciéon baja y una alta de acido citrico para cada matriz, cada una equivalente a las disoluciones
de baja y alta concentracién de acido acético (2,5% y 5,0% respectivamente). Estas equivalencias se
establecieron de manera tal que los pH obtenidos en el punto b.5, en todos los casos, presentaran una
desviacidn menor a 0,1 unidades de pH respecto a los valores de referencia medidos en la seccién a.3

del procedimiento. El resumen de tratamientos evaluados en este objetivo se detalla seguidamente.
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Cuadro IV. Resumen de tratamientos aplicados en el tercer objetivo especifico del proyecto.

Condicion (cantidad de

Concentracion de solucion acida

Modelo _ _
pulsos hipobaricos) Acido acético Acido citrico
Baja Baja
Zanahoria
Alta Alta
Baja Baja
0 Embutido de pollo
Alta Alta
Baja Baja
Clara de huevo
Alta Alta
Baja Baja
Zanahoria
Alta Alta
Baja Baja
1 Embutido de pollo
Alta Alta
Baja Baja
Clara de huevo
Alta Alta

4.5.7.5.2 Mediciones

Se siguid el mismo orden de mediciones mencionado en los casos anteriores, sin embargo, las

cinéticas se realizaron hasta las 24 h en la acidificacion (8 mediciones en total), debido a que los

modelos inmersos en acido citrico mostraron signos evidentes de deterioro microbioldgico, posterior a

este periodo.

4.5.7.5.3 Analisis estadistico

Por las limitaciones de muestreo mencionadas anteriormente, para este analisis se tomé como

variable respuesta el pH de los modelos a 24 h, en cada tratamiento. Con estos datos, se aplicé un

ANOVA (significancia de 0.05) de tres vias, siendo los factores la cantidad de pulsos (0 y 1), el tipo de

acidulante (acido acético y acido citrico) y la concentracién de la disolucién acida (baja y alta), para un

disefio factorial 23. Se empleé el paquete estadistico JIMP® Pro versidn 13 (SAS Institute Inc.).
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4.5.7.6 Determinacion del comportamiento de acidificacion en el cuarto longitudinal y masa
homogeneizada de los modelos

Con el fin de evaluar el comportamiento de la acidificacion en el cuarto longitudinal de los modelos

cilindricos y en la masa homogeneizada de los mismos, ambos respecto al comportamiento observado

en el centro geométrico, se realizd un analisis de correlacidn lineal en cada caso, cuyas especificaciones

se detallan a continuacion.

4.5.7.6.1 Correlacion en la acidificacién en cuarto longitudinal respecto a centro geométrico de los
modelos

Con el fin de estudiar la correlacion entre la acidificaciéon evaluada en el cuarto longitudinal de los
modelos respecto a la acidificacidon en el centro geométrico de los mismos se analizé la relacion entre
dichas variables dependientes. Para esto, se utilizaron los valores de pH medidos en ambas zonas en
modelos acidificados con acido acético entre 0 y 24 h (8 intervalos de muestreo en total), tanto en los
ensayos llevados a cabo de forma convencional como hipobarica a lo largo de los tres objetivos del
estudio. Este analisis se realizd para cada uno de los tres modelos seglin la concentracién de la
disolucién de acido acético en la que fueron acidificados, empleando el coeficiente de correlacién de
Pearson (r) como indicador de la relacidn entre las dos zonas. Posteriormente, con el fin de aumentar el
numero de observaciones empleadas en cada analisis (n), se repitié el estudio de relacion entre las
zonas para cada modelo utilizando los valores de pH obtenidos de las acidificaciones a ambas
concentraciones de dacido acético. Como otro método que permitiera aumentar el nimero de
observaciones involucradas, se realizd el mismo procedimiento de andlisis utilizando los valores de las
cinéticas de pH de los tres modelos en un mismo estudio, tanto segun la concentracién de la disolucién
acida como utilizando los datos obtenidos a partir de ambas concentraciones de acido acético. Lo
anterior implica un total de 12 escenarios evaluados, cuyos r y n se utilizaron para definir el caso que

mejor representara la relacidn entre las variables dependientes.

4.5.7.6.2 Correlacion en la acidificacion de masa homogeneizada respecto a centro geométrico de los
modelos

Para el estudio de la correlacién entre la acidificacidn registrada en la masa homogeneizada de los

modelos respecto a su centro geométrico se realizdé el mismo analisis detallado anteriormente en la

seccion 4.5.7.6.1, exceptuando que solamente se tomaron los datos de las cinéticas entre 2 y 24 h, (7

puntos de muestreo en total). Lo anterior debido a que el rdpido descenso de pH entre las 0 y 2 h difiere
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del comportamiento observado en el resto de la cinética, de forma que se excluyeron los datos en el

tiempo 0, con el fin de evitar dichas desviaciones en el analisis.
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 MUESTREO COMERCIAL

El muestreo comercial permitié reflejar la realidad industrial al obtener informaciéon acerca de las
caracteristicas de productos acidificados comercializados en el pais. El cuadro V muestra las relaciones

sélido:liquido encontradas en los analisis.

Cuadro V. Proporciones alimento:solucion (promedio + desviacidén estandar, n = 3 para palmitoy n =2

para huevos) encontradas en productos acidificados comercializados en Costa Rica.

Proporcion

Producto Marca

Alimento Solucion
La Cima 61,3+0,1 38,7+0,1

Palmito Magna 52+1 48 +1

Sabemas 63+%3 37+3

Magna 4112 5912

Huevos
Coturnix 49+ 2 51+2

Como se detallé en la seccion 4.4.3, a lo largo de todo el estudio se utilizé una relacién 35:65
alimento:solucién en respuesta al volumen minimo de solucidn necesario para cubrir los modelos en los
recipientes utilizados. En otros estudios de acidificacién al vacio se utilizaron relaciones de 11:89 y 17:83
(Derossi et al., 2010; Derossi et al., 2011b; Derossi et al., 2013a; Derossi et al., 2013b), por lo que tal
como se establecié previamente, al emplear una alta masa de solucion acida respecto al sélido se
promueve la acidificacién al inducir un amplio gradiente de concentracidn del acido (Roque-Malherbe,
2007; Rao et al., 2014). Al ser una variable de gran influencia en el proceso de acidificacién, la relacidn
alimento:solucién empleada en los estudios puede presentar un impacto directo en la aplicacién de los
resultados obtenidos. Acorde con la informacion mostrada en el cuadro V, es evidente que las
condiciones disefiadas para esta investigacién son mas cercanas a la realidad comercial de Costa Rica, lo

gue respalda la relevancia y aplicacién de los hallazgos de este estudio.

Cabe mencionar que todos los productos analizados se encontraban empacados de manera tal que

el liqguido de gobierno cubriera los productos sdlidos. No obstante, como se muestra en la informacién
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recopilada (cuadro V), el palmito se comercializa con menor masa de liquido que los huevos. Esto
responde a la geometria de los productos y los envases utilizados, los cuales influyen en el espacio
disponible para el producto y en el acomodo del mismo en el envase, afectando directamente la

cantidad de liquido necesaria para cubrir por completo el alimento.
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5.2 CARACTERIZACIONES FISICOQUIMICAS

Debido a que los modelos son el objeto de estudio de la presente investigacién, se realizaron
diferentes determinaciones fisicoquimicas con el fin de evaluar su comportamiento (en estos aspectos)
como respuesta a la acidificacion. A nivel de acidificacion (realizada a lo largo de 48 h) esto corresponde
a la disolucion acida de mayor concentracion probada (5,0% de acido acético), mientras que en el
método de procesamiento se refiere a la mayor cantidad de pulsos de vacio (3 pulsos) como condicidn
de acidificacién hipobarica respecto a la convencional. Debido a que se emplearon las condiciones mas
extremas establecidas, se conoce que, en las variables evaluadas, los efectos observados corresponden
al mayor grado de intensidad que se tendrd en el estudio. Los resultados obtenidos de estas

determinaciones se muestran en el cuadro VI.

Cuadro VI. Resultados de anilisis fisicoquimicos (promedio * desviacion estandar, n = 3) realizados a los
modelos de alimentos acidificados con disoluciones al 5,0% de acido acético, de forma convencional e

hipobarica (3 pulsos hipobaricos).

Condicion de AVolumen Acidez final (g acido ;
Modelo AMasa (%) Humedad final

acidificacion (%) acético/100 g) (/100 g)

Convencional 11+2 7,0£0,5 27+04 926+03
Zanahoria e e

Hipobarica 11+2 7,7+0,6 2,5+0,3 93,7+0,6

Embutidode  Convencional 61 1+1 24+0,3 73,5+0,2
pollo Hipobarica 8+1 1,3+04 2,2+0,3 74 + 2

Clara de Convencional 3+2 0,7+0,6 24+0,3 85,7+ 0,9
huevo Hipobarica 5+1 1+1 24+0,5 85+ 1

Segun la informacion mostrada en el cuadro VI, para los tres modelos, se determindé que no hay
evidencia suficiente para asegurar que existen diferencias significativas (p > 0,01) en el cambio de masa
segln la técnica o condicién de acidificacién. El cambio de masa positivo observado en todos los
modelos corresponde a un resultado neto que indica que, si bien durante el proceso de acidificacion el
gradiente de concentracion puede promover pérdida parcial del agua de los alimentos, este efecto es
menor que la ganancia de solucion acida (Roque-Malherbe, 2007). No obstante, como se especificd, no
se encontré evidencia que sugiera que este proceso se ve influenciado por la aplicaciéon de vacio en la

operacion.
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Por otra parte, estudios previos han reportado deformaciones en las muestras al ser sometidas a
condiciones hipobdricas, lo que presenta una desventaja comercial del uso de esta tecnologia al afectar
la apariencia del alimento (Gras et al., 2002; Derossi et al., 2013b). Sin embargo, bajo las condiciones
experimentales utilizadas, no se encontraron diferencias significativas (p > 0,01) en el cambio de
volumen de los tres modelos sometidos a acidificacién hipobdrica respecto a los acidificados
convencionalmente. Al igual que como ha sido reportado previamente, esto pudo haber sido
influenciado por la rigidez de las matrices estudiadas (Gras et al., 2002; Derossi et al., 2013b). Este
resultado coincide con los hallazgos previamente discutidos respecto al cambio de masa de los modelos,
pues el espacio ocupado por la disolucién acida absorbida puede generar aumento en las dimensiones
del alimento (Derossi et al., 2013b). De esta forma, al no haber encontrado evidencia que sugiera que la
condicién de acidificaciéon provoca diferencias significativas en el cambio de masa de los modelos, es
esperado encontrar el mismo resultado en el estudio de sus respectivos cambios de volumen, como fue

el caso.

En el aspecto de la acidez final de los modelos, en ninguno de los tres alimentos se encontrd
evidencia suficiente que permita asegurar que existen diferencias significativas (p > 0,01) segin la
condicién de acidificacion, bajo las condiciones experimentales empleadas. Esto indica que no hay
evidencia que sugiera que la acidificacién hipobarica influencia la absorcion de acido por parte de los
alimentos evaluados. Por otro lado, los resultados obtenidos del andlisis de humedad, en los tres
modelos, tampoco evidencian diferencias significativas (p > 0,01) provocadas por la condicidon de
acidificacion. Es esperado encontrar el mismo efecto en ambas determinaciones, ya que la impregnacion
de acido en los alimentos resulta de la absorcién de una disolucién acuosa (Derossi et al., 2011a), por lo
gue ambos resultados reflejan la penetracidn de la solucidn acida en los modelos que supone la

acidificacion.

Ademas de los analisis aplicados a los modelos, se llevaron a cabo determinaciones de acidez y

turbidez en las soluciones acidas, cuyos resultados se detallan en el cuadro VII.
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Cuadro VII. Resultados de andlisis fisicoquimicos (promedio + desviacion estandar, n = 3) realizados en
las soluciones de acido acético al 5,0% de modelos acidificados de forma convencional e hipobarica (3

pulsos hipobaricos).

Condicionde  Acidez (g acido
Modelo Turbidez (NTU)
acidificacion acético/ 100 g)

Convencional 4,33 +0,02 14+3
Zanahoria

Hipobarica 4,27 + 0,04 17+4

Embutido de Convencional 4,36 +0,02 65+10

pollo Hipobarica 4,33 +0,02 72+2
Convencional 4,07 0,02 12,5+0,9

Clara de huevo
Hipobarica 3,96 £ 0,05 14+3

En el andlisis anterior, las pruebas de acidez de la solucion mostraron resultados que no permiten
afirmar que existan diferencias significativas (p > 0,01) entre las técnicas de acidificacidn utilizadas, para
todos los modelos. Tomando en cuenta que no se encontré evidencia que mostrara diferencias
significativas en la acidez de los modelos seglin la técnica o condicién de acidificacién, es esperado
observar el mismo resultado en la solucién, debido al equilibrio que alcanza el sistema (Roque-
Malherbe, 2007). Dentro de los resultados, destaca que la solucién del modelo de clara de huevo
presenta los menores valores de acidez entre las muestras. La clara de huevo presenta el mayor pH
inicial (pH cercano a 9), por lo que es normal que este sea el modelo de menor acidez inicial. Por tanto,
para alcanzar los valores de acidez final mostrados en el cuadro VI, este modelo requiere mayor
absorcion de 4acido, por ende, en respuesta al equilibrio de concentraciones, la acidez remanente en la

solucidon sera menor que en los casos de los otros modelos (Roque-Malherbe, 2007).

Por otra parte, las determinaciones de turbidez no mostraron evidencia suficiente que permita
asegurar que existen diferencias significativas (p > 0,01) provocadas por la condicién de acidificacion,
para ninguno de los tres modelos. Esto sugiere que, bajo las condiciones utilizadas, la migracion de
componentes desde el modelo a la solucidén no se ve afectada significativamente por la aplicacidon de
vacio; contrario a reportes previos que sefialan dafios en la integridad de los alimentos utilizar esta
técnica (Derossi et al., 2011b; Derossi et al., 2013b). No obstante, entre los resultados obtenidos (cuadro

VII) se puede apreciar que la solucién del modelo de pollo muestra valores de turbidez mucho mayores
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qgue los otros dos modelos. Esto es de esperar, considerando que previamente se ha reportado que
particularmente los productos embutidos acidificados presentan notable turbidez en su liquido de

gobierno (Gaydos et al., 2016).

Al no encontrar evidencia que sugiera que existen diferencias significativas en las caracteristicas
fisicoquimicas evaluadas entre la acidificacién convencional y la acidificacién hipobarica mds severa
probada, se puede asumir que en las demas condiciones hipobaricas estudiadas, las cuales son de
menor severidad, tampoco se darian cambios fisicoquimicos significativos en los modelos y/o las
soluciones acidas. Por ende, a pesar de que algunos autores han expuesto la preocupacién de que el
proceso hipobdrico genere un impacto negativo en la apariencia de los alimentos, afectando la
percepcion e intencién de compra del consumidor sobre estos productos (Gras et al., 2002; Derossi et
al., 2011b; Derossi et al., 2013b), los resultados fisicoquimicos obtenidos demuestran que este no es el
caso de los ensayos de la presente investigacién. De esta manera, se conoce que la potencial aplicacion
de los hallazgos de este estudio no se vera afectada por la apariencia de los productos procesados

hipobaricamente.
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5.3 DETERMINACION DEL EFECTO DE LA APLICACION DE MEDIOS HIPOBARICOS SOBRE LA TASA DE

ACIDIFICACION DE ALIMENTOS MODELO DE ZANAHORIA, EMBUTIDO DE POLLO Y CLARA DE HUEVO
La figura 5 muestra las cinéticas de reduccién de pH, para cada uno de los tres modelos, segin
condiciones de acidificacién convencional e hipobarica, y seglin dos concentraciones de acido acético

(2,5% y 5,0%). Las lineas muestran los ajustes del modelo no lineal logistico de 4 parametros Hill, para

cada caso.
9 9
Zanahoria / 2,5% / Hipobarica Embutido de pollo / 2,5% / Hipobarica
8 @ Zanahoria / 2,5% / Convencional 8- @ Embutido de pollo / 2,5% / Convencional
Zanahoria / 5,0% / Hipobarica Embutido de pollo / 5,0% / Hipobarica
7 ® Zanahoria / 5,0% / Convencional 7 ® Embutido de pollo / 5,0% / Convencional

—
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Figura 5. Cinéticas de acidificacién convencional e hipobdrica de los modelos de zanahoria,

embutido de pollo y clara de huevo en soluciones de acido acético al 2,5% y 5,0%, n = 3.

Nota: En cada grafica los puntos representan valores promedio y las barras de error desviaciones

estandar.

A partir del ajuste del modelo a los datos experimentales y mediante prediccidon inversa, se
estimaron los tiempos a los cuales cada modelo alcanzd el pH de 4,6. Los resultados se muestran en el

cuadro VIII.
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Cuadro VIII. Tiempos (promedio * desviacién estandar, n = 3) en que los modelos alcanzaron el pH de

4,6 en cada condicidn evaluada.

Concentracion de Condicion de Tiempo estimado para

Modelo
solucidn acida (%) acidificacion llegar a pH 4,6 (h)
Convencional 9,0+0,7
2,5
Hipobarica 9,8+0,8
Zanahoria
Convencional 7+1
5,0
Hipobarica 6,8+0,3
Convencional 16+4
2,5
Hipobarica 19+5
Embutido de pollo
Convencional 14,3+0,9
5,0
Hipobarica 15+2
Convencional 12,6 +0,4
2,5
Hipobarica 12+2
Clara de huevo
Convencional 10,0+0,4
5,0
Hipobarica 9,2+0,7

Para cada uno de los tres modelos, el ANDEVA de dos vias mostrd que la interaccidn entre los dos
factores (condicién de acidificacién y concentracidon de la solucién acida) resultd no significativa (p >
0,05). Una vez eliminada la interaccién, se aprecian efectos significativos de la concentracion de la
solucion sobre la tasa de acidificacion de los modelos de zanahoria (p = 0,0003) y clara de huevo
(p=0,0007), siendo el tiempo requerido para alcanzar el pH de 4,6 siempre menor para una mayor
concentraciéon de 4cido en la solucidn. Este resultado es esperable considerando que en la solucién de
5,0% de acido acético es mayor el gradiente de concentracion del acido, lo que acelera la transferencia
de masa (Roque-Malherbe, 2007; Rao et al., 2014). Como se puede observar en la figura 5, si bien en
estos modelos las cinéticas a ambas concentraciones muestran un comportamiento similar, los
alimentos acidificados con acido acético al 5,0% resultan en un pH en equilibrio menor a los acidificados
en las disoluciones al 2,5% (Nielsen, 2017). Los resultados del modelo de embutido de pollo, por su
parte, no permiten asegurar que existen diferencias significativas (p > 0,05) entre las dos

concentraciones de dacido utilizadas, lo cual puede estar influenciado por los margenes de error
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obtenidos en las determinaciones en este alimento modelo. Esto a su vez, puede ser el resultado de la
compleja composiciéon del embutido, ademds de su contenido de grasa, lo que puede dificultar la

difusion del acido en la matriz (Zhao, 2012), aumentando la variabilidad de los resultados.

Por su parte, para todos los modelos, bajo las condiciones evaluadas, no se encontrd evidencia que
permita afirmar que existen diferencias significativas (p > 0,05) entre las condiciones de acidificacidn, en
términos del tiempo requerido para alcanzar un pH de 4,6 (considerado eficiencia de acidificacién).
Estos resultados difieren de los reportes encontrados en otros estudios previos sobre acidificacion
hipobarica, en los cuales se reportan mejoras en la reduccidn de pH durante la acidificacion de
diferentes vegetales al utilizar la tecnologia hipobarica (Derossi et al., 2010; Derossi et al., 2013b). Entre
los factores que pueden haber influenciado los resultados se encuentra la porosidad de los modelos.
Segun las determinaciones realizadas, el modelo de zanahoria presenta una porosidad muy cercana a
0%, en el embutido de pollo se encontré un 0,09 + 0,01% de porosidad, mientras que en la clara de
huevo fue de 0,005 + 0,006%. En todos los casos, estos son valores mucho menores que los reportados
para los alimentos utilizados en los otros estudios de acidificacion hipobarica, los cuales se encuentran

entre 2% vy 47% (Derossi et al., 2010; Derossi et al., 2011b; Derossi et al., 2013a; Derossi et al., 2013b).

Las bajas porosidades de los alimentos utilizados implican que es menor la superficie que puede ser
impregnada con la solucidn acida durante la aplicacion de vacio respecto a matrices con mayores indices
de porosidad, puesto que como se detallé en la seccion 3.3, las mejoras en la eficiencia de difusidn al
promover la impregnacidn por vacio radican en forzar el liquido en los espacios vacios de la matriz
(Derossi et al., 2012; Hui & Evranuz, 2015). De esta forma, al tener menor fraccion de espacios vacios es
menor el espacio donde se puede dar el efecto hipobdrico, por ende, la penetracién de acido en la
matriz producto de este fendmeno es muy reducida, minimizando las diferencias respecto al método
convencional. No obstante, cabe destacar que la estimacion de porosidad, utilizando una ecuacién y a
partir de valores de densidad aparente y densidad real, implica ciertas limitaciones de exactitud. En el
caso de los estudios previos (Derossi et al., 2011b; Derossi et al., 2013a; Derossi et al., 2013b), todos los
calculos de densidad real se realizaron con una misma ecuacion estandar, a pesar de involucrar
diferentes alimentos. Para los modelos de este estudio, en busca de reducir el error asociado, se ajusto
la ecuacidn segun valores de componentes reportados para cada matriz. Sin embargo, a pesar del ajuste,
se mantiene el error inherente a utilizar valores de composicion de referencia que pueden presentar
desviaciones respecto a los porcentajes reales de la materia prima especifica utilizada. También se debe

considerar que, en el caso de vegetales, la porosidad se puede ver afectada por el estado de madurez y
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las condiciones de cultivo (Derossi et al., 2013b), lo que puede sumarse a los factores que pueden estar
involucrados en las diferencias encontradas entre lo determinado en este estudio y lo reportado por

Derossi et al. (2013b).

Por otra parte, se debe tomar en cuenta que el grosor de los cilindros (diametro) utilizados como
modelos en este estudio (2,80 + 0,02 cm) es aproximadamente entre 460% y 87% mayor que el grosor
de las muestras de alimentos utilizados como objeto de estudio en investigaciones previas (0,5-1,5 cm)
(Derossi et al., 2011b; Derossi et al., 2013b). Estas diferencias de dimensiones también pudieron
influenciar el no encontrar evidencia que sugiera mejoras significativas en la eficiencia de acidificacidn
hipobdrica de los modelos realizada en la presente investigacién. Lo anterior puesto que el grosor de la
muestra afecta de forma directa la tasa de la transferencia de masa, ya que influye en la distancia que
debe recorrer la solucién acida hasta alcanzar el centro del alimento, obteniéndose mayores eficiencias
de proceso entre menor sea el grosor de la muestra (Farid, 2010; Rao et al., 2014). Adicionalmente, en
objetos de menor tamafio se facilita el mecanismo hidromecanico de penetracion de la solucién
inducido por la aplicacion de vacio (Hui & Evranuz, 2015). Por otro lado, ademas de influir en la
penetracidn de la solucién, en muestras de dimensiones menores la fraccién superficial es mayor, lo que
conlleva mayor exposiciéon directa con la disolucion y por ende mayor impregnacidon por contacto

directo (Rao et al., 2014), tanto en condiciones regulares como en procesamiento hipobarico.

En consideracidn a otros factores, como se establecié previamente (seccién 5.1), las relaciones
alimento:solucion en los estudios realizados por Derossi et al. (2010; 2011b; 2013a; 2013b) son mucho
mayores a las empleadas en esta investigacion. Ademds de alejarse de la realidad industrial, al
incrementar la cantidad de liquido respecto al sélido, también aumenta la cantidad de iones hidronio en
el medio. Por ende, aumenta el gradiente de concentracion, resultando en transferencias de masa mas
eficientes que las que se pueden encontrar al utilizar menor proporcion de solucidon acida (Roque-
Malherbe, 2007; Rao et al., 2014). También, se debe considerar que las cinéticas llevadas a cabo en los
estudios de acidificacién hipobarica realizados previamente (Derossi et al., 2010; Derossi et al., 2011b;
Derossi et al., 2013a; Derossi et al., 2013b) cuentan con un maximo de ocho puntos de muestreo para
un tiempo total maximo de 12 horas de andlisis. El realizar las pruebas de esta investigacidon con diez
puntos de muestreo a lo largo de 48 horas de acidificacidn, permite obtener mayor informacién del
comportamiento de la acidificacién a partir de las cinéticas, logrando mejorar asi el ajuste matematico
de las curvas obtenidas, por ende, obteniendo valores mas acertados de la prediccién de un tiempo a

partir de las cinéticas de pH.
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Es importante mencionar que en los estudios realizados por Derossi et al. (2010; 2011b; 20133;
2013b) se utilizaron disoluciones de acido lactico, cuya informacidn referente a las mismas se limita al
pH de las disoluciones. Si bien el tipo de acido utilizado y su concentracién también puede influir en los
resultados obtenidos respecto a las referencias, el pH de las disoluciones es informacién insuficiente
para realizar una comparacioén asertiva en este aspecto. Esto puesto que se desconoce el mecanismo de
penetracidon de acidos organicos en alimentos (Marcotte et al. 2012), por lo que no se conoce si la
acidificacion del tejido responde Unicamente al acido disociado, cuya concentracion se refleja en el pH

(Nielsen, 2017).

En cuanto a la influencia de la composicion de los modelos, la figura 5 ejemplifica la diferencia del
comportamiento de la acidificacion segun el alimento a acidificar. En estas cinéticas se puede observar
que, durante las primeras horas de acidificacidn, la matriz carnica muestra mayor resistencia a la
disminucién de pH que los otros dos modelos. Esto concuerda con la capacidad buffer reportada para las
proteinas carnicas debido a su naturaleza mayoritariamente miofribilar (Belitz et al., 2009). Ademas,
este modelo también presenta una fraccidn grasa mayor a los otros modelos, por lo que al contener una
mayor proporcion lipidica se dificulta la difusion de la solucién acida por su naturaleza acuosa (Zhao,

2012), lo que también influye en que sea la matriz que toma mas tiempo en alcanzar el pH de 4,6.

En el caso de la zanahoria, la baja capacidad buffer del tejido vegetal caracteristica (Belitz et al.,
2009) facilita la reduccién de pH de la matriz, resultando, como se puede observar en el cuadro VIl en
el modelo que alcanza el pH de 4,6 en el menor tiempo. En cuanto a la clara de huevo, al presentar el pH
inicial mas alto entre los modelos (pH cercano a 9) es normal que requiera mayor tiempo que la
zanahoria en alcanzar el pH de 4,6 (cuadro VIII). El embutido de pollo toma el mayor tiempo en alcanzar

el pH deseado debido a sus caracteristicas intrinsecas discutidas anteriormente.
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5.4 DETERMINACION DEL EFECTO DE LA APLICACION DE CONDICIONES PULSADAS DE MEDIOS
HIPOBARICOS SOBRE LA TASA DE ACIDIFICACION DE ALIMENTOS MODELO DE ZANAHORIA,

EMBUTIDO DE POLLO Y CLARA DE HUEVO
Al igual que en la seccidn anterior, para el analisis del efecto de la condicidn hipobarica pulsada se
realizaron cinéticas de acidificacion en cada modelo, segun la cantidad de pulsos correspondientes, en
disoluciones de acido acético al 2,5% y 5,0%, las cuales se presentan seguidamente en la figura 6.
Ademas, a partir de estas cinéticas, mediante prediccién inversa se obtuvieron los tiempos en alcanzar el

pH de 4,6 que se detallan en el cuadro IX.
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Figura 6. Cinéticas de acidificacién a 0, 1, 2 y 3 pulsos de vacio de los modelos de zanahoria,

embutido de pollo y clara de huevo en soluciones de acido acético al 2,5% y 5,0%, n = 3.

Nota: En cada grafica los puntos representan valores promedio y las barras de error desviaciones

estandar.

45



Cuadro IX. Tiempos estimados (promedio * desviacién estandar, n = 3) en que los modelos alcanzaron el

pH de 4,6 en cada condiciéon pulsada evaluada.

Concentracion de

Condicion (cantidad de

Tiempo estimado para

Modelo
solucion acida (%) pulsos hipobaricos) llegar a pH 4,6 (h)
0 10,0x0,7
1 82
2,5
2 9+2
3 10+1
Zanahoria
0 71
1 8+2
5,0
2 7%2
3 62
0 242
1 2212
2,5
2 2312
3 233
Embutido de pollo
0 14+1
1 171
5,0
2 13,8+0,5
3 14,2 +0,5
0 13,2+0,2
1 132
2,5
2 13+1
3 13,1+0,5
Clara de huevo
0 10,0+0,7
1 9,7+0,8
5,0
2 9,5+0,7
3 10,1+0,8
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Segun la informacidon mostrada en el cuadro IX y la figura 6, de acuerdo al analisis factorial
realizado, la interaccidn entre los factores de condicién de procesamiento (cantidad de pulsos
hipobaricos y la concentracién de la solucién 4cida) no resultd significativa (p > 0,05). Una vez eliminada
la interaccion del modelo, en el analisis de los efectos simples, bajo las condiciones empleadas, el efecto
de la concentracién de la solucidn acida probd ser significativa en todos los casos, es decir, en los
modelos de zanahoria (p = 0,0018), embutido de pollo (p < 0,0001) y clara de huevo (p < 0,0001),
manteniendo menores tiempos en alcanzar el pH de 4,6 cuando se utiliza la solucién de mayor
concentracion. Al igual que como se discutié en la seccidon anterior, este resultado es esperado debido a
la promocién de la difusion que provoca incrementar el gradiente de concentracién (Roque-Malherbe,
2007; Rao et al., 2014). Particularmente en el caso del embutido de pollo, el efecto significativo de la
concentraciéon acida difiere del resultado de la misma evaluacién en el capitulo anterior (5.3). En el
cuadro IX se observa que si bien el embutido de pollo mantiene mayores margenes de error que los
otros modelos, estas desviaciones son menores que las encontradas en la prueba anterior (cuadro VIlI),
lo que respalda que la previa falta de evidencia para asegurar diferencias significativas puede ser el

resultado de las mayores desviaciones obtenidas en dicha prueba.

En cuanto a la condicidn de procesamiento y para todos los modelos, la cantidad de pulsos
probados no generd un efecto tal que permitiera afirmar que existen diferencias significativas (p > 0,05)
entre los pulsos hipobaricos empleados. En otros estudios de acidificacion al vacio con pulsos, se
probaron dos pulsos de vacio con un tiempo maximo de aplicacién de 4 minutos (Derossi et al., 2011b;
Derossi et al., 2013a), mientras que las pruebas de este estudio se realizaron con hasta tres pulsos (de
20 min cada uno) para un tiempo maximo de tratamiento de 60 minutos. Considerando que
previamente se ha establecido que el nivel de impregnacién aumenta directamente al aumentar el
grado de deformacion-relajacion al que se someta el alimento (Zao & Xie, 2014), se esperaba obtener
mejoras en la eficiencia de acidificacidn de los modelos producto de la intensidad de las condiciones
empleadas. No obstante, el no poder evidenciar diferencias significativas entre los tratamientos indica
que la deformacidén-relajacién que presentaron los modelos no fue suficiente para aumentar la
impregnacion de las soluciones 4cidas. Al igual que en el caso anterior, estos resultados pudieron haber
sido influenciados por la porosidad de los modelos, las dimensiones de los mismos, el acido utilizado y

sus concentraciones, asi como la relacion alimento:solucién bajo la cuales se trabajo.

Como se puede observar en la figura 6, independientemente de los pulsos empleados, cada modelo

muestra el mismo comportamiento durante la acidificacidn. De esta forma, el modelo de acidificacién
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mas rapida es la zanahoria, seguido por la clara de huevo, cuya pendiente de acidificacion es mas
pronunciada debido a que su pH inicial es mds alto. Mientras que finalmente, el embutido de pollo
muestra mayor resistencia a la disminucidn de pH debido a las caracteristicas propias de su composicién

previamente discutidas.
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5.5 DETERMINACION DEL EFECTO DE DOS ACIDULANTES EN CONDICIONES PULSADAS DE MEDIOS
HIPOBARICOS SOBRE LA TASA DE ACIDIFICACION DE ALIMENTOS MODELO DE ZANAHORIA,

EMBUTIDO DE POLLO Y CLARA DE HUEVO

Como se establecié en la seccién 4.5.7.5.1, para el desarrollo de las pruebas relativas a este
objetivo se determinaron diferentes concentraciones de acido citrico que fueran equivalentes a las
concentraciones de acido acético empleadas a lo largo del estudio. Los detalles de las concentraciones

establecidas por matriz se muestran a continuacién en el cuadro X.

Cuadro X. Detalle de concentraciones altas y bajas de dacido citrico y acético empleadas para el

desarrollo de las pruebas relativas al tercer objetivo especifico de la investigacién.

Concentracion de solucion Concentracion de solucién acida (%)
Modelo _ _
acida (denominacion) Acido acético Acido citrico
Alta 2,5 0,6
Zanahoria
Baja 5,0 0,8
Alta 2,5 1,0
Embutido de pollo
Baja 5,0 1,6
Alta 2,5 1,1
Clara de huevo
Baja 5,0 1,3

Entre la informacion mostrada en el cuadro anterior cabe destacar las concentraciones mucho
menores de acido citrico respecto a sus equivalentes en acido acético. Esto se debe a que el acido citrico
es un acido mas fuerte que el dcido acético (pKasc. citrico= 3,13; pKasc. acetico= 4,76), por lo que, como es de
esperar, disoluciones de concentraciones menores de acido citrico pueden igualar disoluciones de acido

acético de mayor concentracion.

Las cinéticas obtenidas a partir de las determinaciones de pH en procesos de acidificacion
convencionales e hipobaricos (0 y 1 pulsos de vacio, respectivamente), bajo las concentraciones de

acidos citrico y acético mencionadas se presentan en la figura 7.
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Figura 7. Cinéticas de acidificacién (0 y 1 pulsos de vacio) de los modelos de zanahoria, embutido de

pollo y clara de huevo en soluciones de acido acético y acido citrico (concentraciones alta y baja), n = 3.

Nota: En cada grafica los puntos representan valores promedios y las barras de error desviaciones

estandar.
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Como se refleja en la figura 7, al utilizar acido citrico la difusion se dificulta en comparacion a
cuando se utiliza acido acético. Si bien con las concentraciones de 4cido citrico establecidas se alcanzaria
el mismo pH de equilibrio que sus analogos en acido acético, la difusidn fue tan lenta que los alimentos
probados inician su descomposicion microbioldgica antes de poder llegar al equilibrio. Esta situacién no
se presenta en las acidificaciones con acido acético, ya que, al ser un acido mds débil, a los niveles de pH
en los que se trabajd, en comparacion con el acido citrico, el dcido acético presenta mayor proporcion
de d4cido no disociado. En este estado, el dcido puede penetrar las células microbianas alterando las
condiciones del citoplasma, mostrando asi efectos bacteriostaticos y bactericidas (Ray & Bhunia, 2013;
Nollet & Toldra, 2015), lo que permite estudios en un periodo prolongado sin problemas de indole

microbioldgico.

Debido a que en las pruebas con dacido citrico no se logrd alcanzar el pH critico de 4,6 se considera
qgue el proceso no fue eficaz. Esto implica que para un analisis uniforme de las cinéticas de pH no se
puede seguir el pardmetro de eficiencia utilizado previamente para el estudio de los capitulos 5.3 y 5.4.
Por ende, para evaluar los tratamientos disefados se utilizaron los valores de pH determinados en el
punto final de estas cinéticas, es decir, a 24 horas. Estos valores se presentan a continuacién en el

cuadro XI.
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Cuadro Xl. Valores (promedio + desviacion estandar, n = 3) de pH a las 24 horas de acidificacién en cada

condicién probada para los distintos modelos.

Concentracion de

Condicidn (cantidad

Modelo Acido pH a 24 horas
solucion acida  de pulsos hipobaricos)
0 3,82 +0,08
Baja
1 3,93 £ 0,05
Acético
0 3,58 + 0,07
Alta
1 3,56 + 0,09
Zanahoria
0 4,7+0,1
Baja
1 4,9+0,2
Citrico
0 4,7+0,1
Alta
1 45+0,1
0 4,39 + 0,06
Baja
1 4,43 + 0,09
Acético
0 4,1+0,1
Alta
Embutido de 1 3,97 £ 0,05
pollo 0 6,18 £ 0,06
Baja
1 6,1+0,1
Citrico
0 5,97 + 0,09
Alta
1 5,69 + 0,07
0 4,12 + 0,05
Baja
1 4,10 + 0,06
Acético
0 3,7+0,1
Alta
1 3,7+0,1
Clara de huevo
0 6,0+0,1
Baja
1 5,96 + 0,08
Citrico
0 5,80 + 0,04
Alta
1 5,78 £ 0,08
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El andlisis factorial realizado revelé que la interaccion triple correspondiente al tipo de &cido,

concentraciéon y condicion de acidificacion no resultd significativa (p > 0,05) en ninguno de los tres
modelos. Una vez eliminada la interaccion, se procedid a realizar los analisis correspondientes de
acuerdo con el tipo de acido utilizado (por modelo), con el fin de mantener los analisis empleados en los
capitulos 5.3 y 5.4 (efectos de la condicién de acidificacién y concentracion de la solucién). Esta decision
se respalda con las cinéticas detalladas en la figura 7, donde es evidente que los acidos presentan
diferentes dinamicas de acidificacion en los modelos. Como se comentd previamente, en todos los
alimentos el acido acético presenta una penetracién mas eficiente que el acido citrico, es decir posee
mejor capacidad de difusion. Este fendmeno también es reportado por Marcotte et al. (2012) y Liu et al.
(2004), quienes indican que este comportamiento puede estar relacionado con la masa molar de los
acidos (MMac. acetico = 60,05 g/mol; mMic citrico = 192,12 g/mol), siendo mejor la difusién cuando la masa
molar es menor. No obstante, no se ha encontrado evidencia suficiente que compruebe esta teoria,

puesto que el mecanismo de difusién de los diferentes acidos en alimentos aln no se ha esclarecido (Liu

et al., 2004; Marcotte et al., 2012).

Para el caso del acido acético, la interaccién entre los factores de la concentracion de la solucién
acida y la condicién de acidificaciéon no se probé significativa (p > 0,05) en ninguno de los modelos.
Descartada la interaccidn, se encontraron efectos significativos de la concentracion del acido en
zanahoria (p < 0,0001), embutido de pollo (p < 0,0001) y clara de huevo (p < 0,0001). Al igual que en los
casos anteriores, la acidificacion bajo acido acético a 5,0% fue mas acelerada que la llevada a cabo a
2,5%, lo que es una respuesta normal considerando un mayor gradiente de concentracion en la solucidn
mas concentrada (Roque-Malherbe, 2007; Rao et al., 2014). Continuando el andlisis de efectos simples,
bajo las condiciones experimentales utilizadas, no se encontré evidencia suficiente que permita afirmar
que existen diferencias significativas (p > 0,05) entre las condiciones de acidificacidon. Debido a que en
esta prueba se trabajo con los mismos modelos y el mismo acido que en los ensayos anteriores, se
puede asumir que los factores que influencian estos resultados corresponden a los discutidos

previamente en la seccién 5.3.

En lo referente a las pruebas con 4cido citrico, en todos los modelos, la interaccidon entre la
concentracién del acido y la condicion de acidificacidn resulté no significativa (p > 0,05). Al analizar los
efectos simples, la concentracién del acido generé efectos significativos en la acidificacién de los
modelos de embutido de pollo (p = 0,0005) y clara de huevo (p = 0,005). Al igual que en el caso de las

pruebas con dacido acético, en estos modelos la acidificacion se vio acelerada al utilizar mayor
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concentracién de acido, el cual es el resultado esperado debido al comportamiento natural de la
difusién al incrementar el gradiente de concentracidn de los iones de hidrégeno en el medio (Roque-
Malherbe, 2007; Rao et al., 2014), como se ha detallado previamente. En el caso del modelo de
zanahoria, las mismas condiciones probadas no generaron resultados que sugieran que existen
diferencias significativas entre las concentraciones de acido citrico utilizadas (p > 0,05). Tomando en
cuenta que Derossi et al. (2013b) han reportado que en la zanahoria, al ser una matriz de alta rigidez y
porosidad muy reducida (cercana a 0%), se dificulta el proceso de acidificacion, es posible que la
diferencia de 0,2% entre las concentraciones alta y baja de acido citrico no generaran diferencias de
gradiente suficientes para observar diferencias significativas en la acidificacion. Por el contrario, cabe
destacar que en las pruebas con el modelo de clara de huevo las concentraciones de acido citrico
empleadas también difieren en un 0,2%. Sin embargo, al ser una matriz de mayor porosidad, se puede
facilitar la difusion del acido, permitiendo asi observar las diferencias significativas acorde al gradiente

de concentracion.

Por otra parte, en los modelos de zanahoria y clara de huevo, bajo las condiciones evaluadas, el
efecto simple de la condicién de acidificacién no generd evidencia que permita afirmar que existen
diferencias significativas (p > 0,05) entre la acidificaciéon bajo 0 y 1 pulsos hipobaricos. De la misma
forma que en las pruebas con acido acético, la porosidad de estos alimentos, las dimensiones de los
modelos, el 4cido y las concentraciones utilizadas, asi como la relacidn alimento:solucién pueden haber
influenciado en que la aplicacién de vacio no provocara mejoras en la eficiencia de impregnacion del

acido.

Contrario a los casos anteriores, bajo las condiciones experimentales utilizadas, el modelo de
embutido de pollo si resulté susceptible al vacio, encontrandose diferencias significativas (p = 0,0323)
entre la acidificacion con 0 y con 1 pulsos hipobaricos. Estas diferencias, como se puede apreciar en el
cuadro XI, responden a una mayor eficiencia de acidificacion al aplicar vacio sobre los modelos inmersos
en la concentracidn mas alta de acido citrico (1,6%). Debido a que ésta es la matriz mds porosa entre las
tres estudiadas, los resultados sugieren que el procesamiento hipobarico podria generar mejoras en la
eficiencia de acidificacion de un producto lo suficientemente poroso en un acido que regularmente
presenta dificultades de difusidn. Por otra parte, el encontrar este efecto solamente en la concentracién
alta de acido citrico podria ser un indicador de que se requiere cierta concentracién minima de acido en

disolucién para poder observar diferencias significativas en la impregnacion del alimento.
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5.6 DETERMINACION DEL COMPORTAMIENTO DE ACIDIFICACION EN EL CUARTO LONGITUDINAL Y

MASA HOMOGENEIZADA DE LOS MODELOS

Las mediciones de pH en el cuarto longitudinal de los modelos permiten ampliar la informacién
experimental respecto al comportamiento de la acidificacion de cada uno de estos alimentos. Tal como
se detalld en la seccidén 4.5.7.6, para este andlisis se analizé la relacion entre las variables dependientes
con los valores de pH medidos en el centro de los modelos respecto a los medidos en el cuarto
longitudinal durante las cinéticas de acidificacion. Se consideraron los datos obtenidos en ambas
acidificaciones con acido acético, tanto convencionales como hipobdricas, puesto que, como se discutio
previamente, en ninguno de estos experimentos se encontré evidencia que indique diferencias
significativas entre los métodos de acidificacidon. Los datos de coeficiente de correlacidon de Pearson (r) y
cantidad de observaciones (n) utilizadas en cada caso se detallan a continuacién en el cuadro XII.

Cuadro XlI. Coeficientes de correlacion de Pearson (r) obtenidos en los diferentes andlisis de la relacion

entre variables dependientes entre las mediciones de pH en cuartos y centros de los modelos, asi como
cantidad de observaciones (n) involucradas.

Concentracion acido acético

Modelo Parametro
2,5% 5,0% 2,5%y 5,0%
r 0,9253 0,9603 0,9467
Zanahoria
n 144 144 288
r 0,9210 0,9288 0,9280
Embutido de pollo
n 144 144 288
r 0,9680 0,9777 0,9735
Clara de huevo
n 144 144 288
Zanahoria, r 0,9649 0,9721 0,9691
embutido de pollo
n 432 432 864

y clara de huevo

Considerando los datos mostrados en el cuadro Xll, se decidié realizar el andlisis de resultados
utilizando la relaciéon obtenida a partir de la informacidon conjunta de los tres modelos y ambas
concentraciones de acido, puesto que corresponde al andlisis con mayor n, que ademas genera uno de
los mayores valores r entre las determinaciones. Esta relaciéon se muestra graficamente a continuacién

en la figura 8.
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Figura 8. Correlacion entre pH medido en el centro de los modelos respecto al pH medido en el
cuarto, para los tres modelos, bajo condiciones de acidificacidon convencional e hipobdrica, en soluciones
al 2,5% y 5,0% de acido acético, representada como una linea color naranja (r = 0,9691).

Los resultados obtenidos (figura 8) indican una alta correlacién entre la acidificacién que se da al
cuarto longitudinal de los modelos y la acidificacion en el centro geométrico. Previamente se han
reportado procesos de acidificacién poco uniformes entre el centro y zona mas externas de los
productos (Tola & Ramaswamy, 2013), no obstante, la correlacién encontrada indica que, al menos
entre el cuarto longitudinal y el centro geométrico de los modelos, el comportamiento de la

acidificacion no se vio altamente distorsionado.

Adicional al estudio del comportamiento del pH en el cuarto de los modelos, también se analizo el
pH en los alimentos homogeneizados. Este analisis es relevante debido a la dificultad que puede implicar
la determinacion del centro geométrico en trozos de alimentos (no modelos), de forma que al
homogeneizar el alimento se puede obtener una medicidn de su pH sin importar la variabilidad que
introduce la forma del producto. De esta manera la medicién de pH se simplifica, representando una
ventaja de eficiencia operativa especialmente en industrias cuyo volumen de produccion, y por ende
determinaciones analiticas, son altas. Por otra parte, se debe resaltar que para la determinacion de pH
de esta manera se pueden utilizar electrodos de pH estandar, cuya disponibilidad en el mercado es
mayor que los electrodos de menor calibre, como el utilizado en la presente investigacidn para realizar
mediciones precisas de pH en el centro geométrico de los modelos. No obstante, ya que este ultimo
corresponde al punto critico de la acidificacidn en el alimento, de realizarse las determinaciones de pH

en el producto de forma homogeneizada, se debe conocer una relacion previamente establecida que
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permita estimar el pH en el centro del alimento a partir del valor determinado en su masa

homogeneizada.

Asi, para esta evaluacion también se realizaron analisis de la relacién entre variables dependientes
utilizando datos de pH (en centro y en producto homogeneizado) tomados de los tres modelos
acidificados con 4cido acético (2,5% y 5,0%), tanto de forma convencional como hipobarica. La
informacién respectiva a los coeficientes de correlacidn de Pearson, numero de observaciones, asi como
el grafico final obtenido de este andlisis se muestran en el cuadro Xlll y figura 9.

Cuadro Xlll. Coeficientes de correlacion de Pearson (r) obtenidos en los diferentes analisis de la relacion

entre variables dependientes entre las mediciones de pH modelos homogeneizados y sus centros, asi
como cantidad de observaciones (n) involucradas.

Concentracion acido acético

Modelo Parametro
2,5% 5,0% 2,5% vy 5,0%

r 0,6903 0,7970 0,7342
Zanahoria

n 126 126 252

r 0,6968 0,7298 0,6164

Embutido de pollo
n 126 126 252
r 0,8610 0,8305 0,8244
Clara de huevo

n 126 126 252

Zanahoria, r 0,8329 0,8182 0,7917
embutido de polloy
n 378 378 756

clara de huevo
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Figura 9. Correlacién entre pH medido en el centro de los modelos respecto al pH medido en el
producto homogeneizado, para los tres modelos, bajo condiciones de acidificacién convencional e
hipobarica, en soluciones al 2,5% y 5,0% de acido acético, representada como una linea color naranja
(r=0,7917).

Al igual que en el caso anterior, la correlacién presentada graficamente en la figura 9 corresponde a
la relacién entre variables dependientes obtenida con la mayor cantidad de observaciones (n = 756), es
decir, con los datos conjuntos de los tres modelos de alimentos a ambas concentraciones de acido, que

ademas genera un r alto, considerando los valores obtenidos en las demds determinaciones.

En este caso, ademas de lo evidenciado graficamente, el coeficiente de correlacion de Pearson
obtenido revela una baja correlacién entre el pH en el centro de los modelos respecto al que se obtiene
al homogeneizar el alimento. Esto se debe a que la superficie expuesta del modelo presenta una rapida
impregnacion al encontrarse en contacto directo con la disolucién 4cida, mientras que la acidificacion de
las zonas internas depende de la penetracion de la disolucion en la matriz (Rao et al., 2014). Al no poder
establecer una relacién confiable entre el pH del alimento homogeneizado y su punto de acidificacion
mas lento, es importante recalcar que, bajo las condiciones estudiadas, no se puede sustituir la
medicion de pH en el centro del alimento por una determinacién en el alimento homogeneizado, a
pesar de que este ultimo supone mayor facilidad de ejecucién. Cabe destacar que en los estudios
previos en acidificacién hipobarica, las determinaciones de pH se realizaron sobre los respectivos
alimentos de forma homogeneizada (Derossi et al., 2010; Derossi et al., 2011b; Derossi et al., 2013a;
Derossi et al., 2013b). Sin embargo, como se evidencid, esta forma de medicion no necesariamente
refleja el estado interno del alimento, lo que resalta la importancia de ampliar los puntos de medicién

en investigaciones que involucren transferencia de masa.
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6 CONCLUSIONES

Producto de los analisis realizados y los comportamientos observados se llegaron a las siguientes

conclusiones, las cuales aplican Unicamente bajo las condiciones evaluadas en la presente investigacion.

e Los resultados obtenidos en el presente estudio son mas cercanos a la realidad industrial que los
obtenidos en las demas investigaciones publicadas a la fecha, sobre el tema de acidificacidén en
condiciones hipobdricas.

e las diferentes condiciones hipobaricas empleadas a lo largo del estudio no afectan de forma
significativa (p > 0,01) las caracteristicas de ninguno de los tres modelos estudiados, en términos
de cambio de masa, cambio de volumen, humedad y acidez de los modelos, asi como la acidez y
turbidez de la solucién acida.

e No se encontré un efecto significativo (p > 0,05) sobre la tasa de acidificacion de los alimentos
modelo evaluados al aplicar medios hipobaricos (33,6 kPa abs, 10 min), respecto a la
acidificacion convencional (presidon atmosférica), independientemente de la concentracion de
acido acético utilizada.

e No se encontraron efectos significativos (p > 0,05) sobre la tasa de acidificacién de los alimentos
modelo evaluados al aplicar hasta 3 pulsos hipobaricos, independientemente de Ia
concentracién de acido acético utilizada.

e Aplicando 0 y 1 pulsos hipobaricos, al utilizar acido citrico como acidulante en los alimentos
modelo estudiados no se logra alcanzar valores de pH menores a 4,6, contrario a acidificar
utilizando 4cido acético. La aplicacion de 1 pulso hipobarico mejora significativamente
(p=0,0323) la acidificacion del modelo de embutido de pollo en acido citrico al 1,6%, respecto a

la acidificacidon convencional bajo las mismas condiciones.
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7 RECOMENDACIONES

Considerando los hallazgos de la presente investigacion, se recomienda que, para la acidificacion de
zanahoria, embutido de pollo y clara de huevo bajo las condiciones experimentales evaluadas, utilizando
acido acético como acidulante, se utilice el método convencional de acidificacién, puesto que este
presenta mayor facilidad de ejecucion que la acidificacion hipobdrica, la cual, ante las condiciones
expuestas no mostré mejoras en la eficiencia de acidificacion de los modelos evaluados. Tanto con acido
acético como con acido citrico, se recomienda, dentro de lo sensorialmente viable, incrementar las
concentraciones de acidulante en disolucién para aumentar la eficiencia de acidificacién. No obstante,
tomando en cuenta consideraciones de deterioro microbiolégico, se recomienda el uso de acido acético

ante el acido citrico.

Futuras investigaciones pueden ampliar los conocimientos que se tienen a la fecha sobre
acidificacion hipobarica y su potencial para mejorar la eficiencia de la operacion de acidificacion, para las

cuales se recomienda:

e Variar condiciones de relaciéon alimento:solucién, acidos y concentraciones con el fin de
establecer un panorama mas claro de la influencia de estas variables en la acidificacién al vacio.

e Evaluar el efecto del vacio en la acidificacién de alimentos no modelo, de forma que se genere
informacién sobre la aplicacion de esta tecnologia en condiciones aln mas apegadas a la
realidad industrial.

o Incluir diferentes temperaturas en préximos estudios en el tema, puesto que previamente se
han reportado mejoras en la eficiencia de la acidificacion convencional al incrementar la
temperatura de proceso (Acosta et al.,, 2014), ademas de que esta representa un factor

normalmente viable de variar en la produccién industrial.
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