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EVALUACIÓN DE TRATAMIENTOS TÉRMICOS MODERADOS Y ALTAS 

PRESIONES HIDROSTÁTICAS SOBRE LA SEGURIDAD MICROBIOLÓGICA Y 

CALIDAD DE PULPA DE GUANÁBANA (Annona muricata L.) 

Almadalia Velasco Hernández, D. en C. 

Colegio de postgraduados, 2020 

RESUMEN 

En México, la guanábana es procesada y comercializada como pulpa pasteurizada o congelada, y 

se usa para la elaboración de jugos, helados, néctares, jarabes, mermeladas, paletas y postres. 

Diversos estudios muestran la asociación entre el procesamiento de pulpas de frutas y el desarrollo 

de microorganismos; sin embargo, pocos se han enfocado a la asociación entre Listeria 

monocytogenes y pulpas de frutas ácidas, por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar el 

efecto de tratamientos térmicos moderados y altas presiones hidrostáticas sobre la inactivación de 

L. monocytogenes y las propiedades fisicoquímicas de pulpa de guanábana para determinar las 

mejores condiciones de procesamiento que permitan mantener la calidad y conseguir un nivel de 

inocuidad adecuado. Cinéticas de inactivación térmica de L. monocytogenes inoculada en pulpa 

de guanábana se obtuvieron a cinco niveles de temperatura (50, 52.5, 55, 57.5, y 60 °C) y diferentes 

tiempos de exposición (0–60 min). Las curvas de sobrevivencia no siguieron una relación log-

lineal y, en consecuencia, se ajustaron a la ecuación modificada de Gompertz. Los resultados 

indicaron que la ecuación modificada de Gompertz proporcionó una bondad de ajuste aceptable. 

Reducciones 5-log10 de L. monocytogenes se lograron a 50°C/60 min, 52.5 °C/16 min, 55 °C/10 

min, 57.5 °C/5 min, y 60°C/1.25 min. Estos tratamientos 5-log10 aplicados a la pulpa de guanábana 

indicaron que la pulpa presentó cambios en los parámetros de color y disminución en el contenido 
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de azúcares totales, azúcares reductores, ácido ascórbico, fenoles totales y pH. Por otra parte, 

muestras de pulpa de guanábana inoculada con L. monocytogenes se sometieron a altas presiones 

hidrostáticas (200−300 MPa) y diferentes tiempos de exposición (0−7 min). Reducciones cercanas 

a 5-log10 de L. monocytogenes se lograron a 250 MPa por 7 min y 300 MPa por 3.5 min. Las 

cinéticas de inactivación de L. monocytogenes se describieron mediante modelos modificados de 

Weibull, estos modelos proporcionaron una bondad de ajuste aceptable y sus parámetros 

dependieron de la presión aplicada. Bajo las condiciones de presión (200−300 MPa) y tiempo de 

exposición evaluados (0−7 min), la pulpa de guanábana no mostró cambios en el contenido de 

sólidos solubles totales, ácido ascórbico y capacidad antioxidante. Sin embargo, la pulpa mostró 

cambios en pH y en el contenido de fenoles totales. Los tratamientos con alta presión hidrostática 

evaluados preservaron el color de la pulpa de guanábana y únicamente la pulpa sometida a 200 

MPa/5 min, 250 MPa/1.5 min y 300 MPa/2.5 min, mostraron cambios en los parámetros de color. 

Se concluyó que, una reducción 5-log10 de L. monocytogenes se logró a 50.0 °C/60 min y, sólo 

bajo esta condición de temperatura y tiempo de exposición, no se afectaron significativamente el 

contenido de ácido ascórbico y fenoles totales en la pulpa de guanábana. Por otra parte, con los 

tratamientos de alta presión hidrostática evaluados, reducciones cercanas a 5-log10 de L. 

monocytogenes se lograron a 300 MPa por 3.5 min, y con este tratamiento, la pulpa de guanábana 

no mostró cambios en color, pH, sólidos solubles totales, ácido ascórbico, fenoles totales y 

capacidad antioxidante. 

 

Palabras clave: pulpa de guanábana, Listeria monocytogenes, tratamiento térmico, cinética de 

inactivación, alta presión hidrostática, propiedades fisicoquímicas. 
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EVALUATION OF MODERATE THERMAL TREATMENTS AND HIGH 

HIDROSTATIC PRESSURE ON MICROBIOLOGICAL SAFETY AND PULP 

QUALITY OF SOURSOP (Annona muricata L.) 

Almadalia Velasco Hernández, D. en C. 

Colegio de postgraduados, 2020 

ABSTRACT 

In México, soursop is processed and commercialized as a pasteurized or frozen pulp used to 

prepare juice, ice cream, nectar, zyrup, jelly, popsicles and desserts. Several studies show the 

association between pulp processing and the development of various microorganisms; however, 

few have focused on the association between L. monocytogenes and the pulp of sour fruits, 

therefore, the objective was to evaluate the effect of moderate thermal treatments and high 

hydrostatic pressure on the inactivation of L. monocytogenes and the physicochemical properties 

in soursop pulp in order to determine the best processing conditions that will allow to maintain 

quality as well as to achieve an adequate level of safety. Thermal inactivation kinetics were 

obtained for L. monocytogenes inoculated in soursop pulp at five levels of temperature (50, 52.5, 

55, 57.5, and 60 °C) and different exposure times (0–60 min). The survival curves did not suggest 

a log-linear relationship, and were, consequently, fitted to the modified Gompertz equation. The 

results indicated that the modified Gompertz equation provided an acceptable goodness of fit. 

Five-log10 cycles reductions of L. monocytogenes were achieved at 50 °C/60 min, 52.5 °C/16 min, 

55 °C/10 min, 57.5 °C/5 min, and 60 °C/1.25 min. These 5-log10 treatments applied to the soursop 

pulp indicated that the soursop pulp showed changes in the color parameters and a decrease in the 

content of total sugars, reducing sugars, ascorbic acid, total phenols, and pH. On the other hand, 
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samples of soursop pulp inoculated with L. monocytogenes were subjected to high hydrostatic 

pressure (200−300 MPa) and different exposure times (0−7 min). Reductions close to 5-log10 of 

L. monocytogenes were achieved at 250 MPa for 7 min y 300 MPa por 3.5 min. The inactivation 

kinetics of L. monocytogenes were described using modified models of Weibull, these models 

provided an acceptable goodness of fit and their parameters depended on the applied pressure. 

Under the conditions of pressure and exposure time evaluated, the soursop pulp showed no change 

in the content of total soluble solids, ascorbic acid and antioxidant capacity. However, the pulp 

showed changes in pH and total phenols. High hydrostatic pressure treatments evaluated preserved 

the color of the soursop pulp and only the pulp subjected to 200 MPa/5 min, 250 MPa/1.5 min y 

300 MPa/2.5 min showed changes in the color parameters. It was concluded that 5-log10 reductions 

of L. monocytogenes was achieved at 50.0 °C/60 min and, only under this condition of temperature 

and time of exposure, the content of ascorbic acid and total phenols in soursop pulp were not 

significantly affected. On the other hand, with the high hydrostatic pressure treatments evaluated, 

reductions close to 5-log10 of L. monocytogenes were achieved at 300 MPa for 3.5 min, and with 

this treatment, the soursop pulp did not show changes in color, pH, total soluble solids, ascorbic 

acid, total phenols, and antioxidant capacity. 

 

Key words: soursop pulp, Listeria monocytogenes, thermal treatment, inactivation kinetics, 

high hydrostatic pressure, physicochemical properties. 
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una matriz extracelular adhesiva protectora. 

Epizoótico. Enfermedad contagiosa que ataca a un número elevado e inusual de animales al mismo 

tiempo y se propaga con rapidez. 

Irradiación. Proceso que consiste en exponer un alimento a una energía ionizante para inactivar 
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Motilidad de volteo. Movilidad flagelar impulsada en forma de volteo. 
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Psicotrófico. Organismo que puede crecer y reproducirse a bajas temperaturas.  

Serotipo. Variedad de un microorganismo identificada mediante un análisis serológico. 
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INTRODUCCIÓN GENERAL 

Existe evidencia de una correlación entre el consumo de frutas y sus productos en la prevención 

de diversas enfermedades (Loizzo et al., 2012; Hansen et al., 2003; Rawson et al. 2011). En 

particular, los frutos de A. muricata proporcionan nutrientes, fitoquímicos y propiedades 

biológicas que son vitales para mantener la salud humana (Almeida et al., 2011; Dembitsky et al., 

2011). Sin embargo, la pulpa de guanábana (Annona muricata L.) es susceptible al deterioro y al 

obscurecimiento enzimático, lo que afecta sus cualidades nutricionales y sensoriales (Dias et al., 

2015). Diferentes productos preparados con fruta de guanábana como jugos pasteurizados (Abbo 

et al., 2006; Nwachukwu y Ezeigdo, 2013) y néctares pasteurizados (Peters et al., 2000) han sido 

evaluados y, según estos reportes, la pasteurización es efectiva en la inactivación enzimática de 

productos hechos con guanábana, sin embargo, la pasteurización térmica provoca alteraciones 

indeseables que reducen la calidad de los productos (Anaya-Esparza et al., 2017) 

Además de preservar la calidad organoléptica y nutricional, otra preocupación en el 

procesamiento de pulpas está relacionada con la seguridad del producto. Hay reportes (Tribst et 

al., 2009; De Oliveira et al., 2018) de brotes involucrando patógenos transmitidos por alimentos, 

asociados con pulpas y jugos de frutas, aunque en la literatura, L. monocytogenes no está bien 

establecido como un patógeno relevante transmitido por el consumo de estos productos, en 

comparación con Salmonella y E. coli 0157: H7. Sin embargo, este patógeno puede considerarse 

preocupante en frutas frescas, jugos y pulpas de frutas procesadas, ya que tiene una capacidad 

notable de sobrevivir bajo una variedad de condiciones adversas (Tribst et al., 2009). Además, L. 

monocytogenes es capaz de sobrevivir y crecer en las superficies de los equipos de procesamiento 

y presenta un comportamiento notablemente psicotrófico (Caggia et al., 2009).  
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La aplicación de calor es el método más común para inactivar microorganismos durante el 

proceso de alimentos. Sin embargo, el procesamiento con calor, particularmente en condiciones 

severas, puede inducir varios cambios químicos y físicos que deterioran las propiedades 

organolépticas y pueden reducir el contenido o la biodisponibilidad de algunos compuestos 

bioactivos (Patras et al., 2009; Patras et al., 2010; Rawson et al., 2011), situación que ha planteado 

la necesidad de estudiar la aplicación de tecnologías no térmicas o no convencionales como lo son 

las altas presiones hidrostáticas (Rawson, 2011).  

El procesamiento de alimentos con alta presión hidrostática ha mostrado gran potencial para 

inactivar microorganismos patógenos y de descomposición (Frustoli et al., 2003) produciendo 

productos microbiológicamente seguros y un impacto no severo en las características 

organolépticas y nutricionales de los alimentos (Syed et al., 2016). En particular, tiene un efecto 

mínimo sobre el contenido bioactivo de varias frutas y hortalizas (Oey et al., 2008). Así, los 

productos a base de frutas y hortalizas tratadas por esta tecnología constituyen una ventaja 

competitiva frente a los productos pasteurizados por calor (Deliza et al., 2005; Bayindirli et al., 

2006; Hsu, 2008; Hsu et al., 2008). Por consiguiente, la tecnología de alta presión hidrostática 

resulta en un método de conservación viable para frutos como la guanábana, principalmente en 

forma de pulpa, la cual, se utiliza como materia prima para otros subproductos. 

Objetivos 

Objetivo general 

Evaluar los efectos de tratamientos térmicos moderados y altas presiones hidrostáticas sobre la 

inactivación de una cepa de L. monocytogenes inoculada en pulpa de guanábana para determinar 

las mejores condiciones de procesamiento que permitan mantener la calidad y lograr un nivel de 

seguridad adecuado.  
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Objetivos particulares 

Evaluar el efecto de tratamientos térmicos moderados sobre la inactivación de L. 

monocytogenes inoculada en la pulpa de guanábana y comportamiento de la calidad fisicoquímica 

de la pulpa.  

Estudiar los efectos de altas presiones hidrostáticas en la cinética de inactivación de L. 

monocytogenes y en las características fisicoquímicas de la pulpa de guanábana. 

Generar los modelos matemáticos que permitan conocer el comportamiento de L. 

monocytogenes bajo un tratamiento térmico y de altas presiones hidrostáticas.  

Determinar las mejores condiciones de los tratamientos térmicos y de altas presiones 

hidrostáticas que permitan el control de L. monocytogenes en pulpa de guanábana. 

Hipótesis 

La pérdida de viabilidad de L. monocytogenes, aumenta conforme se incrementa la temperatura 

del tratamiento térmico en la pulpa de guanábana, sin cambios en las propiedades fisicoquímicas 

de la pulpa. 

La inactivación de L. monocytogenes, aumenta al incrementar la intensidad de presión, y se 

mantienen las propiedades fisicoquímicas de la pulpa. 

Mediante modelos matemáticos es factible conocer la dinámica de inactivación de L. 

monocytogenes bajo condiciones de un tratamiento térmico o de altas presiones hidrostáticas. 
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Revisión de literatura 

La guanábana 

Origen y distribución  

La guanábana (Annona muricata L.) es un árbol frutal nativo de América tropical (Paull, 1998). 

Paull y Duarte (2011) reportan que se originó en el Caribe y la región norte de América del Sur. 

La guanábana se adapta a los climas tropicales, por lo que se distribuye por los trópicos del mundo. 

Actualmente se cultiva en las zonas del Caribe, América, África y el sudeste asiático, como 

Malasia, Indonesia y Filipinas (Gajalakshmi et al., 2012).  

Botánica, morfología y estructura 

La guanábana pertenece a la familia Annonaceae y, al igual que otros frutos del género Annona, 

es un sincarpo formado por la fusión de pistilos y receptáculos en una gran estructura pulposa. Es, 

por lo tanto, un fruto compuesto formado por un grupo de bayas, cuyos componentes individuales 

del carpelo permanecen en la cáscara durante todo el desarrollo en forma de espuelas o espinas 

pulposas, que son curvas y cortas (Bueso, 1980; Worrell et al., 1994).  

En plantaciones comerciales donde la polinización manual es un procedimiento regular, los 

frutos son ovoides, miden 15 − 30 cm de largo y 10 − 20 cm de ancho, con un peso promedio de 

4.5 kg. La cáscara es delgada y de color verde oscuro. El mesocarpio contiene semillas de color 

marrón oscuro brillante, que miden aproximadamente 2 cm de largo y 1 cm de ancho. La pulpa, 

que consiste en segmentos fibrosos y jugosos alrededor de un receptáculo oblongo, es blanca y 

tiene un sabor ácido (Zayas, 1966; Bueso, 1980). 

Crecimiento del fruto y maduración  

De acuerdo con Worrell et al. (1994) el patrón de crecimiento del fruto de guanábana es de tipo 

doble sigmoide, presentando tres etapas características. La etapa inicial de crecimiento rápido, 
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comienza inmediatamente después del final de la quiescencia (el período de descanso después de 

la fertilización de la flor, que se caracteriza por el oscurecimiento de la parte superior del carpelo). 

Al final de esta etapa, el fruto de guanábana ya ha alcanzado la mitad de su tamaño final y los 

hombros han comenzado a desarrollarse alrededor del punto de fijación del pedicelo. La siguiente 

etapa, se caracteriza por un crecimiento relativamente lento y precede a la etapa final de 

crecimiento rápido. Durante este último, el fruto alcanza la madurez fisiológica y su tamaño 

máximo. 

La madurez fisiológica (maturity) es definida como el estado del desarrollo en la cual los frutos 

alcanzan los requisitos necesarios para continuar con el proceso de maduración en o fuera de la 

planta; implica un punto medible en el desarrollo del producto y también implica la necesidad de 

contar con métodos para medir este estado de madurez (Reid, 2002). Para el fruto de guanábana, 

los principales cambios asociados con la maduración son: mayor separación y pérdida de firmeza 

de las espinas, pérdida de firmeza de la superficie del fruto y cambios en el color del epicarpio. En 

la mayoría de los fenotipos, el brillo de la cáscara también aumenta y su color cambia de verde 

oscuro a una tonalidad verde amarillento (Zayas, 1966; Worrell et al., 1994). Los cambios en el 

color de la cáscara del fruto de guanábana, se deben a la degradación de la clorofila (Lima y Alves, 

2011).  

En la guanábana, los cambios relacionados con la maduración ocurren en un período muy corto, 

lo que refleja una actividad metabólica elevada (Lima y Alves, 2011). Estudios realizados por 

Lima et al. (2003a) mostraron que las frutas de guanábana que se cosecharon en madurez 

fisiológica y se mantuvieron a temperatura ambiente (26.3 ± 0.6 ºC y 87.6 ± 12.2 % HR) maduraron 

en cinco días. 
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Respiración y producción de etileno  

Mediante la medición de la velocidad de respiración, la guanábana se ha clasificado como un 

fruto climatérico múltiple, debido a que las bayas que forman el fruto maduran en diferentes 

momentos (Biale y Barcus, 1970). Worrell et al. (1994), determinaron que los frutos maduros de 

guanábana produjeron un climaterio respiratorio bifásico, con una producción de CO2 que alcanzó 

los 100 ml kg-1 h-1, y luego 350 ml kg-1 h-1, a 25−30 °C. La producción máxima de etileno (250-

350 ml kg-1 h-1) ocurrió entre los dos máximos respiratorios. 

Sólidos solubles y azúcares en frutos de guanábana 

Durante la maduración de frutos hay un aumento en los sólidos solubles y contenido de 

azúcares. Este aumento se atribuye principalmente a la hidrólisis de los carbohidratos de reserva 

que se acumularon durante el crecimiento del fruto en el árbol, lo que resulta en la producción de 

azúcares solubles (Wills et al., 2007). Entre los azúcares que están presentes en la pulpa, los más 

importantes son glucosa, fructosa y sacarosa. El disacárido sacarosa es el principal azúcar no 

reductor, mientras que la glucosa y la fructosa constituyen los principales azúcares reductores. En 

el fruto de guanábana, ocurre un aumento en el contenido de azúcares reductores durante la 

maduración (Lima et al., 2003a). 

Acidez titulable, pH y firmeza  

Los cambios en la acidez también son importantes en el desarrollo del sabor característico de 

los frutos. Generalmente, uno o dos ácidos orgánicos se acumulan en mayor proporción (Kays, 

1991). Para la mayoría de los frutos, el contenido de ácidos orgánicos disminuye con la maduración 

debido al uso como sustrato en el proceso respiratorio y en la reacción de síntesis de nuevos 

compuestos (Kays, 1991). No obstante, en el fruto de guanábana y en otras anonáceas, un aumento 

en el contenido de ácidos orgánicos se ha observado durante la maduración, comportamiento 
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relacionado con el metabolismo de aromas (Bruinsma y Paull, 1984; Lima et al., 2003a, 2003b; 

Medeiro et al., 2009).  

Lima y Alves (2011) mencionaron que el aumento de los ácidos orgánicos en la fruta de 

guanábana puede estar asociado con tres causas posibles: el catabolismo del almidón y los 

carbohidratos de la pared celular, que también suministran sustratos para la síntesis de azúcares y 

compuestos volátiles; la transformación de sales ácidas en formas libres; y la baja utilización de 

ácidos orgánicos en la respiración. El contenido de ácido málico comienza a aumentar dentro de 

los 2 días de la cosecha y hay un incremento de 3 veces durante la maduración (Paull, 1998). Este 

aumento en el ácido málico contribuye al sabor ácido de la fruta y a la disminución del pH de la 

pulpa (Paull, 1982). 

La firmeza de la fruta de guanábana se reduce abruptamente en unos días después de la cosecha. 

La pérdida de firmeza es similar a otras frutas, y es acompañada por la disminución del contenido 

de almidón, un aumento en la solubilidad de pectinas y una pérdida de galactosa de la pared celular 

(Lima et al., 2003b). 

Producción de guanábana  

En América, México es el principal productor de guanábana, seguido de Venezuela y Brasil 

(Sanusi y Bakar, 2018).  

En México, en 2018 se cultivaron 3 693 ha de guanábana, con un rendimiento promedio de 9.8 

t ha-1 y un valor de la producción cercano a 300 millones de pesos. Nayarit fue el principal estado 

productor con 21 860 t, en 2 532 ha cultivadas (SIAP, 2019). 
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Factores de manejo postcosecha que afectan la calidad de los frutos 

Los frutos de guanábana, cuando se cosechan y maduran a temperatura ambiente, pueden 

alcanzar la madurez de consumo en 2, 3 o hasta 7 días, dependiendo de la etapa de madurez con 

la que se cosecharon (Paull, 1998; Lima et al., 2003b). Se ha reportado una vida útil de entre 4 y 

8 días para la fruta de guanábana madurada a 25 °C en Nayarit (Espinosa et al., 2013; González et 

al., 2014) lo que manifiesta un producto altamente perecedero. Tovar-Gómez et al (2011), 

describen una pérdida de 60% posterior a la cosecha debido a la naturaleza perecedera y la 

fragilidad física de esta fruta, lo que hace que la exportación de la guanábana se realice el mismo 

día de la cosecha por vía aérea a una temperatura de 13 °C, lo que resulta muy costoso. La 

refrigeración es la tecnología postcosecha más importante para mantener la calidad y reducir la 

velocidad del deterioro de los productos hortícolas cosechados, ya que es ampliamente aceptado 

que la velocidad del deterioro postcosecha está estrechamente relacionada con la velocidad con la 

que respira el producto, comportamiento que depende en sí mismo de la temperatura (Valero y 

Serrano, 2010). Hay poca información disponible sobre las temperaturas de refrigeración 

requeridas para aumentar la vida útil de la guanábana. Castillo-Ánimas et al (2005), trabajaron con 

frutos de guanábana de La Peñita de Jaltemba, Nayarit, México, y reportaron que guanábanas 

cosechadas con tonalidad verde-oscuro se deben almacenar a 20−26 °C y los frutos verdes-claro a 

16−18 °C, o bien, a 12−14 °C cuando adquirieron una textura firme, para evitar daños por frío. 

Lima y Alves (2011), indicaron que, en Brasil, las frutas almacenadas a 15 °C maduraron en 9 

días. Los frutos de guanábana cosechados en El Tonino, Nayarit, y almacenados a 16 °C con la 

aplicación de 1-metilciclopropeno (1-MCP) maduraron en 8 y 9 días (Espinosa et al., 2013). 

Los frutos de guanábana son muy susceptibles a las bajas temperaturas por la inducción de 

daños por frío, los cuales se manifiestan por oscurecimiento de la piel, falta de maduración, 
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decoloración de la pulpa, mal sabor y aroma, y aumento de la podredumbre (Paull, 1998). El 

almacenamiento de frutos de guanábana a 10 °C durante 1 día conduce a una pérdida notable de 

sabor y aroma (Paull, 1990).  

Importancia de la pulpa de guanábana 

La pulpa de guanábana se comercializa como pulpa natural, pasteurizada o congelada, y se usa 

para la elaboración de jugos, helados, néctares, jarabes, batidos, mermeladas, jaleas, conservas y 

yogures (Awan et al., 1980; Bueso, 1980; Gratão et al., 2007; Koesriharti, 1991; Lutchmedial et 

al., 2004; Umme et al., 1999). También es una materia prima para polvos, barras con frutas y 

hojuelas (Umme et al., 2001).  

La pulpa de guanábana es una fuente importante de ácido ascórbico (Umme et al., 1997), pero 

éste se degrada durante la pasteurización y el almacenamiento prolongado (Saguy et al., 1978); 

hay evidencia de los efectos de la pasteurización en la pulpa de guanábana y en diferentes 

productos preparados con la pulpa de esta fruta (Nwachukwu y Ezeigdo, 2013; Peters et al., 2001; 

Umme et al., 1997). 

Listeria monocytogenes 

Los primeros reportes sugieren que L. monocytogenes pudo haberse aislado de secciones de 

tejido de pacientes en Alemania en 1891 y del fluido medular de pacientes con meningitis en 1917 

y nuevamente en 1920 (Reed, 1958;) Sin embargo, no fue hasta 1926 que el microorganismo se 

describió por completo, cuando Murray et al. (1926), aislaron una pequeña bacteria Gram-positiva 

en forma de bacilo, que causó un brote epizoótico en 1924 entre conejos y cobayas, y llamaron al 

organismo Bacterium monocytogenes. Aproximadamente al mismo tiempo, Pirie (1927) aisló y 

describió el mismo organismo en los jerbos en Sudáfrica, a la que llamó Listerella hepatolytica, y 

posteriormente en 1940 recomendó que el nombre se cambiara a L. monocytogenes (Reed, 1958). 
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Taxonomía 

En la séptima edición del Manual de Bergey de Bacteriología Determinativa (1957), L. 

monocytogenes se incluyó en el amplio grupo de la familia Corynebacteriaceae, principalmente 

debido a las similitudes en la morfología. El uso de la secuenciación parcial de ARN ribosómico 

16S mostró que L. monocytogenes pertenecía a la rama secundaria Clostridium junto con 

Brochothrix, Staphylococcus, Streptococcus y Lactobacillus (Ludwig et al., 1984). Estos hallazgos 

se tuvieron en cuenta en el Manual de bacteriología sistemática de Bergey publicado en 1986 

(Seeliger and Jones, 1986), donde el género Listeria se colocó en una sección llamada “bacilos 

Gram-positivos regulares, no esporulados”. 

La evidencia obtenida de la secuenciación de flagellina, listeriolisina y genes de proteínas de 

asociación invasiva han proporcionado evidencia de que L. monocytogenes existe en al menos tres 

líneas evolutivas, con un alto grado de conservación dentro de esas líneas (Rasmussen et al., 1995). 

Sin embargo, la mayoría de los aislados pertenecen solo a dos de los tipos de secuencia para los 

que existe una correlación con los antígenos flagelares. En la mayoría de los estudios, la división 

I contiene los serotipos l/2a, l/2c, 3a y 3c, mientras que la división II incluye los serotipos l/2b, 3b, 

4b, 4d y 4e. (Farber and Peterkin, 2000)  

Características de L. monocytogenes 

L. monocytogenes es una bacteria Gram-positiva, anaerobia facultativa, no formadora de 

esporas, que expresa una motilidad de volteo típica a 20-25 °C, pero no a 35 °C. El organismo es 

psicrotrófico y crece en un rango de temperatura de 0° a 45 °C, con un óptimo de alrededor de 37 

°C. L. monocytogenes puede crecer a niveles de pH entre 4.4 y 9.4, y en actividades de agua ≥0.92 

con cloruro de sodio (NaCl) como soluto (Miller, 1992). 
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L. monocytogenes es considerada como una preocupación importante de seguridad en la 

industria alimentaria debido a su habilidad para crecer sobre un amplio rango de temperatura en 

ambientes ácidos, así como en la ausencia o a bajos niveles de O2, y sobrevivir en diferentes tipos 

de alimentos (Das et al., 2016). 

Aunque con frecuencia L. monocytogenes está presente en alimentos crudos de origen vegetal 

y animal, también está presente en los alimentos cocinados debido a la contaminación posterior al 

procesamiento si los alimentos cocinados se manipulan después de la cocción. L. monocytogenes 

ha sido frecuentemente aislada de los entornos de procesamiento de alimentos, particularmente 

aquellos que son fríos y húmedos. L. monocytogenes se ha aislado en alimentos como leche líquida 

cruda y pasteurizada, quesos (particularmente variedades de maduración suave), helados, vegetales 

crudos, carne cruda fermentada y salchichas cocidas, aves crudas y cocidas, carnes crudas y 

ahumadas, y mariscos crudos (Buchanan et al., 1989; Farber and Peterkin, 1991; FDA, 2017; Ryser 

and Marth, 1991). Incluso cuando L. monocytogenes está inicialmente presente en un nivel bajo 

en un alimento contaminado, su capacidad de crecer durante el almacenamiento refrigerado 

significa que es probable que sus niveles aumenten durante el almacenamiento de aquellos 

alimentos que pueden apoyar el crecimiento del microorganismo (Pinner et al., 1992). 

Listeriosis 

A partir de 1980, se han reportado importantes brotes de enfermedades transmitidas por 

alimentos, relacionados con L. monocytogenes en Europa y Estados Unidos. Lo anterior ha 

promovido la realización de estudios epidemiológicos para determinar la prevalencia del patógeno 

y su forma de transmisión. El estudio de estos brotes ha revelado que las cepas de L. 

monocytogenes aisladas de alimentos y pacientes presentan la misma identidad (Cratwrigth et al., 

2013).  
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La listeriosis humana es una enfermedad con tasa de mortalidad alta (20 a 30%), que incluye 

padecimientos severos como la meningitis, septicemias y abortos; afecta principalmente a personas 

inmunocomprometidas e inmunodeficientes, así como a embarazadas, ancianos y niños 

(Zunabovic et al., 2011). L. monocytogenes causa listeriosis invasiva al penetrar el revestimiento 

del tracto gastrointestinal y establecer infecciones en sitios normalmente estériles dentro del 

cuerpo. Una vez que L. monocytogenes penetra en el tejido intestinal, es absorbida por las células 

del sistema inmune, los fagocitos. Sin embargo, dentro del fagocito es capaz de escapar del 

fagosoma y crecer posteriormente. Los fagocitos parecen ser el medio por el cual la bacteria puede 

ser transportada a varias partes del cuerpo (Shelef, 1989; Farber y Peterkin, 1991). La probabilidad 

de que L. monocytogenes invada el tejido intestinal depende de varios factores, incluido el número 

de organismos consumidos, la susceptibilidad del huésped y la virulencia del aislado específico 

(Gellin y Broome, 1989). La dosis infectiva se estima entre 104−106 UFCg-1 de alimento ingerido, 

pero puede ser menor (0.3 UFC g-1) en personas susceptibles (Jacquet et al., 1995). Los períodos 

de incubación pueden ser largos, típicamente 2−3 semanas y hasta tres meses (Gellin y Broome, 

1989). 

Debido a la severidad de los cuadros clínicos que produce y a su elevada tasa de mortalidad, la 

listeriosis se considera una enfermedad de alto impacto. En 2009 se reportaron 1 558 casos de 

listeriosis en 27 países de Europa. El índice de mortalidad general fue de 20%, aunque en ancianos 

la tasa se elevó a 67% (EFSA, 2011). En 2010, en Estados Unidos, se reportaron 1662 casos de 

listeriosis con 1520 hospitalizaciones y 266 muertes, lo que representó la tercera causa de muerte 

por enfermedades transmitidas por alimentos (Cratwrigth et al., 2013). En México no existen datos 

exactos sobre la incidencia de la listeriosis. Al respecto, se han reportado algunos casos. Entre los 

pacientes afectados fueron neonatos, niños inmunocomprometidos y adultos con cirrosis hepática 
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y enfermedad del tejido conectivo (Espinoza-Gómez et al., 2006; Castrejón-Alba et al., 1997; 

Bonfil et al., 1997; Kraus et al., 1994). 

Prevención y control de la transmisión de L. monocytogenes 

El Reglamento de la Comisión Europea No. 2073/2005 requiere que los operadores de 

alimentos demuestren que los alimentos listos para el consumo que apoyan el crecimiento de L. 

monocytogenes no excedan el límite de 100 UFC g-1 durante su vida útil (Comisión Europea, 

2005). De acuerdo con las directrices del Codex Alimentarius, la cantidad del patógeno debe 

limitarse a 100 UFC g-1 al final de la vida útil cuando las condiciones de almacenamiento no 

permiten su crecimiento (Luber, 2011). De lo contrario, debe garantizarse la ausencia de L. 

monocytogenes en 25 g de producto (Luber, 2011).  

En México, las normas oficiales NOM-091-SSA1-1994 y NOM-121-SSA1-1994 establecen 

cero tolerancias en quesos y leche pasteurizada, respectivamente, mientras que en otros alimentos 

no se aplica ninguna política. Aunque la NOM-143-SSA1-1995 contempla los procedimientos 

microbiológicos para la detección de L. monocytogenes en los alimentos, no se han implementado, 

por parte del gobierno ni de la industria alimentaria, leyes o programas que regulen la inocuidad 

de los alimentos en relación con L. monocytogenes.  

Tratamiento térmico 

El tratamiento térmico, además de ser el método más utilizado en la actualidad para la 

conservación de los alimentos, es una de las principales técnicas utilizadas en la industria 

alimentaria para garantizar la destrucción de los patógenos, reducir los riesgos microbianos a 

niveles seguros, y proporcionar seguridad alimentaria (Doyle et al., 2001; Van Zuijlen et al., 2010; 

Garre et al., 2017). El tratamiento térmico también puede ser importante para inactivar enzimas, 

para evitar el obscurecimiento de la pulpa por polifenol oxidasa y minimizar los cambios de sabor 
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resultantes de la lipasa y la actividad proteolítica. El proceso de calentar un alimento también 

induce cambios físicos y reacciones químicas, como la gelatinización de almidón, la 

desnaturalización de proteínas o el obscurecimiento, que a su vez afectan las características 

sensoriales, como el color, el sabor y la textura, de manera ventajosa o adversa, y además los 

tratamientos térmicos pueden cambiar el valor nutricional de los alimentos. Los procesos térmicos 

varían considerablemente en su intensidad, desde procesos leves como la pasteurización hasta 

procesos más severos como la esterilización en contenedores (Lewis, 2006). 

Aproximadamente en 1810, Appert demostró que calentar los alimentos en recipientes 

herméticamente cerrados podría hacerlos estables durante largos períodos a temperatura ambiente. 

Más de un siglo después Bigelow et al. (1920), realizaron la primera evaluación matemática de la 

esterilización por calor aplicada a los alimentos enlatados, y Ball (1923) se basó en esto para 

derivar “métodos de cálculo para determinar el tiempo necesario para procesar alimentos 

enlatados”. Desde entonces se han propuesto muchos enfoques nuevos (Tucker, 1991). 

El objetivo del procesamiento térmico para la esterilización comercial es reducir la 

probabilidad de sobrevivencia y/o crecimiento de microorganismos en un alimento, en particular 

a un nivel aceptablemente bajo. La razón de lo que es un nivel aceptablemente bajo se ha 

desarrollado durante muchos años y se ha centrado en consideraciones de seguridad, siguiendo los 

estudios originales de Esty y Meyer (1922) sobre la cinética de inactivación térmica de esporas de 

cepas proteolíticas de Clostridium botulinum. 

Métodos de procesamiento con calor 

Los principales tipos de tratamiento térmico son la pasteurización y la esterilización. En los 

Estados Unidos, el NACMCF (National Advisory Committee on Microbiological Criteria for 

Foods) definió la pasteurización como “cualquier proceso, tratamiento o combinación de los 
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mismos que se aplique a los alimentos para reducir los microorganismos más resistentes de 

importancia para la salud pública a un nivel que no es probable que presente un riesgo para la salud 

pública en condiciones normales de distribución y almacenamiento” (NACMCF, 2006). La 

pasteurización térmica de los jugos de frutas, por ejemplo, incluye tratamientos térmicos entre 60 

°C y 100 °C para destruir los microorganismos o enzimas objetivo (Ramesh, 2007). Se puede 

considerar una reducción 5 log para todos los procesos que tienen como objetivo reducir el 

recuento microbiano. El proceso debe considerar el “patógeno pertinente”, determinado de acuerdo 

con el tipo de jugo. Salmonella spp. se considera un buen objetivo para el jugo de naranja, E. coli 

y Cryptosporidium se consideran buenos objetivos para el jugo de manzana, y L. monocytogenes 

se considera un buen objetivo para varios jugos que nunca han estado involucrados en brotes 

(Tribst et al., 2009). Aunque la pasteurización con calor de purés y jugos es llevada a cabo para 

destruir microorganismos e inactivar la enzima pectin metilesterasa (PME); similar a otras 

prácticas térmicas esto puede también ocasionar cambios en el contenido bioactivo de los 

productos alimenticios. En el caso de frutas, la pasteurización conduce a una reducción en los 

niveles de compuestos bioactivos posiblemente debido a la severidad de estos procesos térmicos 

(Elez-Martinez et al, 2006). 

La esterilización de los alimentos mediante la aplicación de calor puede realizarse en 

contenedores sellados o mediante técnicas de flujo continuo. Tradicionalmente es un proceso en 

contenedor, aunque ha habido muchos desarrollos en la tecnología de contenedores desde que el 

proceso se comercializó por primera vez a principios del siglo XIX. Cualquiera que sea el proceso, 

las principales preocupaciones son la seguridad y la calidad de los alimentos. La temperatura de 

121.1 °C (250 °F) se toma como temperatura de referencia para los procesos de esterilización. Esto 

se usa junto con el valor z para C. botulinum, que se toma como 10 °C, para construir Cuadros de 



|16 

 

letalidad estándar. Como las letalidades son aditivas, es posible sumar las letalidades para un 

proceso y determinar el efecto letal integrado total, que se conoce como el valor F0 que se expresa 

en minutos a una temperatura de referencia de 121.1 °C, utilizando las Cuadros de letalidad 

estándar derivadas para un valor z de 10 °C (Lewis, 2006). 

Resistencia de microorganismos al calor  

Los primeros estudios sobre la resistencia al calor de las esporas bacterianas se realizaron para 

desarrollar procesos para la producción de alimentos enlatados. Se usó el concepto del punto de 

muerte térmica y Bigelow y Esty (1920) lo definieron como “el tiempo a diferentes temperaturas 

necesarias para destruir completamente una concentración definida de esporas en un medio de 

concentración conocida de iones hidrógeno”.  

Con base en un estudio de 109 cepas de C. botulinum, Esty y Meyer (1922) concluyeron que 

para las esporas de este organismo que mostraban la máxima resistencia al calor, eran necesarios 

tratamientos térmicos para esterilizar suspensiones que contenían miles de millones de esporas en 

solución buffer fosfato a pH 7 de la siguiente manera: 4 minutos a 120 °C; 10 minutos a 115 °C; 

33 minutos a 110 °C, 100 minutos a 105 °C; y 330 minutos a 100 °C. También mostraron que, 1) 

a 100 °C el logaritmo de la cantidad de esporas viables disminuyó en más de 10 ciclos logarítmicos 

de manera aproximadamente lineal con el tiempo de calentamiento, 2) que la germinación de 

esporas calentadas podría ocurrir después de demoras muy largas, y 3) que, en los jugos de algunos 

alimentos enlatados; la resistencia al calor de las esporas era mayor que en la solución buffer de 

fosfato de referencia. 

Se han llevado a cabo varios experimentos para determinar la resistencia al calor de las esporas 

de C. botulinum y C. sporogenes en soluciones buffer de fosfato y en los alimentos. Se introdujeron 

los conceptos de valor F y valor z, donde F es el número de minutos necesarios para destruir el 
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organismo en un medio específico, a una temperatura específica, y z es la pendiente de la curva de 

tiempo de muerte térmica, definido como el cambio de temperatura que resulta en un cambio de 

diez veces en el tiempo de reducción decimal (Townsend et al., 1938). Los datos de Esty y Meyer 

(1922) para C. botulinum fueron recalculados incorporando correcciones para las etapas lag de 

calentamiento y enfriamiento. El valor F resultante para C. botulinum en alimentos enlatados con 

bajo contenido de ácido es 2.45 min a 250 °F (121.1 °C) con un valor z de 17.6 °F (9.8 °C). Esto 

se reconoce en la industria de enlatados como el proceso mínimo práctico de C. botulinum 

(Townsend et al., 1938). Los aspectos de seguridad de la aplicación de calor para la esterilización 

de productos alimenticios todavía se basan en estos primeros estudios (Pflug y Gould, 2000). 

El modelo de muerte logarítmica como una función de un proceso térmico (U), es U = D (log 

N0 −log NU). U es el tiempo de calentamiento a una temperatura especificada, D es el tiempo para 

una reducción del 90% en el número de organismos sobrevivientes, N0 es la carga microbiana 

inicial y NU el nivel de sobrevivientes del punto final; en los procesos de control microbiano es un 

valor de probabilidad como 1 en 1 000 o 1 en 106 o 109. El valor n se usa para indicar la reducción 

del ciclo logarítmico, n = (log N0 −log NU) por lo tanto, U = nD. En el área de inocuidad de los 

alimentos, nD se usa frecuentemente como requisito del proceso. Los ejemplos del uso de nD son: 

12D, como el proceso requerido de C. botulinum para alimentos enlatados con bajo contenido de 

ácido, y 7D, para garantizar la seguridad con respecto a la inactivación de salmonellae durante la 

cocción de la carne (Angelotti, 1978). Este último uso condujo a un requisito del Departamento de 

Agricultura de los Estados Unidos (USDA) para este nivel de inactivación en la cocción de carne 

asada, y se requirió 5D para salmonellae en carne molida y Escherichia coli 0157 en salchichas 

fermentadas. Del mismo modo, se propusieron procesos 6D (UK Department of Health) o procesos 

de 7D (Mossel y Struijk, 1991) para garantizar la seguridad con respecto a la sobrevivencia de L. 
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monocytogenes en alimentos calentados moderadamente, pasteurizados en empaques, 

almacenados en frío. La capacidad de alcanzar estos niveles deseados de destrucción en procesos 

particulares depende absolutamente del conocimiento de la cinética de la inactivación por calor de 

microorganismos en los alimentos (Pflug y Gould, 2000). 

Cinética de la sobrevivencia microbiana  

Rahn (1945a) citó experimentos mostrando que el tratamiento con calor húmedo a temperatura 

constante resultó en una tasa logarítmica de muerte de esporas y microorganismos vegetativos. 

Descontando varias desviaciones bien establecidas y efectos de artefactos que pueden influir en 

las formas de las curvas de supervivencia, la cinética subyacente es tal que, cuando se calienta una 

alícuota de un cultivo homogéneo de microorganismos a temperatura constante, el número de 

sobrevivientes, por lo tanto, representa una progresión geométrica, esta condición es reconocible 

gráficamente por una línea recta obtenida al trazar los logaritmos de sus números contra el tiempo 

de exposición. En el modelo de curva de sobrevivientes logarítmico, se hace referencia al término, 

sobrevivencia microbiana nivel fraccional. Los niveles de sobrevivencia fraccional son números 

positivos pequeños, por ejemplo, 1 en 10 = 0.1, 1 en 100 = 0.01, 1 en 1,000 = 0.001, etc.; sin 

embargo, sus logaritmos o potencias exponenciales de 10 son los números negativos: −1, −2, −3, 

etc. A medida que se avanza hacia cero sobrevivientes por unidad, el número de fracción de 

supervivencia se vuelve cada vez más pequeño y el valor del exponente negativo cada vez más 

grande. Por lo tanto, se ha acostumbrado hablar del “orden logarítmico de la muerte” o la 

“inactivación exponencial” de las bacterias. 

La hipótesis más comúnmente citada para explicar el orden logarítmico de muerte de los 

microorganismos es la termodinámica derivada particularmente por Rahn (1945a). Withell (1942), 

señaló que una distribución de resistencias entre las células individuales en una población podría 
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conducir a una cinética de inactivación exponencial si se supone que el calor actúa de manera igual 

y uniforme en cada célula. Este enfoque “vitalista” fue desarrollado por Cole et al. (1993) para 

modelar la cinética de inactivación por calor de L. monocytogenes. El enfoque termodinámico se 

basa en el hecho de que, en cualquier instante, en cualquier sistema a cualquier temperatura por 

encima del cero absoluto, hay una distribución de niveles de energía entre las moléculas que están 

presentes. Para reaccionar e inactivar una molécula objetivo que está dentro de un microorganismo, 

esencial para evaluar la viabilidad, la energía de la molécula reactiva debe exceder un cierto valor. 

Por lo tanto, a temperatura constante, las moléculas objetivo individuales en una población estarán 

sujetas a la misma posibilidad de inactivación por unidad de tiempo. Por tanto, a temperatura 

constante, la cinética de inactivación será logarítmica. Esta es la explicación más simple de la 

cinética clásica de inactivación por calor y se basa sólidamente en la naturaleza del calor (Pflug y 

Gould, 2000).  

Por otra parte, Brannen (1968) desarrolló varios modelos para la destrucción microbiana, 

discutiendo un modelo “multihit” en el que la sobrevivencia no logarítmica es inherente al 

organismo. Brannen (1970) también investigó, a través de modelos, las consecuencias del supuesto 

de que la homogeneidad genética y la homogeneidad química del ADN de una población 

microbiana no son equivalentes. Rederickson (1966) describió modelos probabilísticos de muerte 

microbiana y observó que, en tales modelos, el tiempo de extinción del “último” organismo es una 

variable aleatoria, y que la curva de sobrevivencia modelada muestra caídas repentinas e 

impredecibles a medida que el tamaño de la población se reduce.  

Abraham et al. (1990), llevaron a cabo estudios experimentales de curvas de sobrevivencia 

utilizando esporas de Bacillus stearothermophilus en suspensión acuosa a seis temperaturas 

constantes que fueron desde 105°−130 °C. Las curvas de sobrevivencia mostraron hombros 
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iniciales antes de las disminuciones log-lineales. Por lo tanto, en la práctica, cuando los datos de 

la curva de sobrevivientes para poblaciones de esporas microbianas aparentemente homogéneas 

sometidas a calor húmedo se trazan en gráficos semi-logarítmicos, las curvas resultantes no 

siempre son líneas rectas. 

La forma de la curva de sobrevivientes varía con el cultivo de esporas, el sustrato y la 

temperatura de prueba (Pflug y Odlaug, 1978). Cuando las esporas bacterianas son sometidas a un 

proceso de calor, donde el tiempo de calentamiento es suficientemente largo que los errores de 

calentamiento y enfriamiento son mínimos, las formas de las curvas de sobrevivencia obtenidas 

son: (a) log lineal, constituye cerca del 40% de las curvas de esporas sobrevivientes, por ejemplo, 

C. sporogenes en solución buffer fosfato (Pflug y Odlaug, 1978), (b) curvas cóncavas hacia abajo 

son frecuentemente descritas teniendo un hombro (una aglomeración extensa de células podría 

resultar en un retraso antes de que los números de UFC comiencen a disminuir), 20% a 25% de las 

curvas de sobrevivencia son de esta forma, (c) curvas de sobrevivencia cóncavas hacia arriba 

resultan cuando hay una mezcla de población microbiana (Rahn, 1945b), 20% a 25% de las curvas 

de sobrevivencia son de esta forma, (d) las combinaciones de todos los factores anteriores a 

menudo dan como resultado curvas de tipo sigmoidal, y (e) una curva log lineal con cola; 

frecuentemente ocurre como resultado de heterogeneidad, diferencias de resistencia al calor de 

célula a célula dentro la población (Cerf, 1977; Sharpe and Bektash, 1977) o incluso por 

“adaptación al calor”, un aumento en la resistencia al calor que ocurre durante el proceso de 

calentamiento ( Han et al., 1976). 

Cuando células vegetativas de microorganismos son sometidas a una variedad de estrés 

ambiental, incluyendo calor, reaccionan homeostáticamente para adaptarse al estrés. Estas 

adaptaciones involucran la activación y expresión de nuevos grupos de genes, por ejemplo, 
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después de la irradiación (Moseley, 1989), estrés oxidativo (Demple and Halbrook, 1983), 

inanición (Groat et al., 1986), etc. Lo mismo es cierto para el calor. El calentamiento moderado 

conduce a la síntesis de proteínas de “choque térmico”, por ejemplo, en Escherichia coli y en 

Neurospora crassa (Plesofsky-Vig and Brambl,1985). Después de la síntesis de las nuevas 

proteínas, aumenta la resistencia al calor de las células. El aumento puede ser transitorio, o la 

resistencia puede permanecer elevada durante largos períodos, dependiendo de las condiciones y 

de si la síntesis de las proteínas de choque térmico continúa (Pflug y Gould, 2000).  

Alta presión hidrostática  

Las altas presiones hidrostáticas, por encima de aproximadamente 100 MPa (1 MegaPascal es 

equivalente a 9.87 atmósferas, 10 bar, 0.1 kgf cm−2, 145 lbf inch−2), fueron demostradas 

originalmente para inactivar las bacterias vegetativas por Hite (1899). Se descubrió que las esporas 

eran mucho más resistentes, sobreviviendo a presiones superiores a 1200 MPa (Larson et al. 1918) 

Estos primeros estudios también demostraron que el tratamiento a presión extendió la calidad de 

conservación de algunos alimentos, como leche (Hite,1899), frutas y verduras (Hite, 1914) Sin 

embargo, las limitaciones tecnológicas impidieron el uso comercial de la presión para la 

descontaminación de alimentos hasta la década de 1980 (Mertens, 1995). Hasta esta fecha, las 

técnicas de ingeniería habían avanzado en la medida en que se desarrollaron procesos industriales 

para la pasteurización a presión de varios alimentos de pH bajo, en los que las esporas no eran un 

problema, incluidas mermeladas, jugos de frutas, jaleas, salsas y fruta para yogurt (Selman, 1992). 

Al mismo tiempo, la tecnología presenta nuevas oportunidades para la texturización de alimentos 

novedosos, ya que la presión afecta a las macromoléculas desnaturalizando proteínas y 

modificando geles de polisacáridos para provocar cambios en la textura (que difieren de los 

causados por calor) (Mertens, 1995). Más recientemente, ha habido una rápida expansión en la 
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investigación sobre la tecnología de la ingeniería, la microbiología, la ciencia de los materiales y 

otros aspectos de la ciencia de los alimentos de la pasteurización por presión (Knorr, 1995). Esto 

fue seguido por la introducción de nuevos alimentos pasteurizados por presión, por ejemplo, 

guacamole, lácteos, pescado y productos cárnicos almacenados en frío (Palaniappan, 1996). 

Descripción del proceso 

El tratamiento industrial con alta presión es actualmente un proceso por lotes o semicontinuo. 

La selección del equipo depende del tipo de producto alimenticio a procesar. Los productos 

alimenticios sólidos o alimentos con partículas sólidas grandes solo pueden tratarse en modo 

discontinuo. Los líquidos y otros productos bombeables tienen la opción adicional de producción 

semicontinua (Ting y Marshall, 2002). 

Actualmente, la mayoría de las máquinas de alta presión de uso industrial para el 

procesamiento de alimentos son sistemas por lotes, mediante los cuales el producto se coloca en 

una cámara de alta presión, el producto se sumerge en un líquido que actúa como medio transmisor 

de presión, generalmente agua mezclada con una pequeña cantidad de aceite para lubricación y 

aditivos para evitar la corrosión de los recipientes, pistones y válvulas de acero (Gould, 2000), el 

recipiente se cierra y se presuriza bombeando medio al recipiente o reduciendo el volumen de la 

cámara de presión, por ejemplo, utilizando un pistón. Una vez que se alcanza la presión deseada, 

se detiene la bomba o el pistón, se cierran las válvulas y se mantiene la presión sin mayor aporte 

de energía. Una vez transcurrido el tiempo de retención requerido, el sistema se despresuriza, se 

abre el recipiente y se descarga el producto. El sistema se vuelve a cargar con el producto, ya sea 

por operadores o máquinas, dependiendo del grado de automatización posible (Ting y Marshall, 

2002). 
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Principios del proceso 

Existen dos principios científicos generales de relevancia directa para el uso de altas presiones 

en el procesamiento de alimentos. El primero es el Principio de Le Chatelier que se aplica a todos 

los procesos físicos y establece que, cuando se altera un sistema en equilibrio, el sistema responde 

de una manera que tiende a minimizar la perturbación (Pauling, 1964). Esto significa que la alta 

presión estimula las reacciones que resultan en una disminución en el volumen, pero se opone a 

las reacciones que implican un aumento en el volumen. Cualquier fenómeno (por ejemplo, 

transición de fase, cambio en la configuración molecular, reacción química) que se acompañe de 

una disminución en el volumen se verá potenciado por la presión (Hogan et al., 2005). En segundo 

lugar, la regla isostática establece que la presión se transmite de manera instantánea y uniforme a 

través de una muestra bajo presión, ya sea que la muestra esté en contacto directo con el medio de 

presión o herméticamente sellada en un empaque flexible que transmite presión (Olsson, 1995). 

La presión se transmite de manera uniforme (isostática) y casi instantánea en toda la muestra; por 

lo tanto, el tiempo necesario para el procesamiento a presión es independiente del tamaño de la 

muestra, en contraste con el procesamiento térmico (Hogan et al., 2005). 

Requisitos de empaque 

El procesamiento con alta presión requiere empaques herméticos que puedan soportar un 

cambio en el volumen respondiendo a la compresibilidad del producto (Hugas et al., 2002), ya que 

los alimentos disminuyen en volumen en función de la presión aplicada, mientras que se produce 

una expansión igual en la descompresión. Por esta razón, el empaque utilizado para los alimentos 

tratados con alta presión debe ser capaz de acomodar una reducción de volumen de hasta un 15% 

y volver a su volumen original sin pérdida de integridad del sello o propiedades de barrera 

(Hayashi, 1995). El uso de bolsas flexibles puede lograr altas relaciones de empaque; el uso de 
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bandejas semirrígidas también es posible; los productos envasados al vacío son ideales para alta 

presión. Dado que el tamaño y la forma del producto tendrán efectos importantes en la efectividad 

de apilamiento, deben optimizarse para el proceso más rentable; obviamente no es económico 

tratar el espacio vacío (Ting y Marshall, 2002). 

Efectos de la alta presión sobre microorganismos 

La barosensibilidad de diferentes organismos es muy variable. En general, cuanto mayor es la 

complejidad de un organismo, mayor es la sensibilidad al tratamiento por presión (Mor-Mur y 

Yuste. 2005). 

El sitio primario para la inactivación microbiana inducida por la presión es la membrana 

celular, por ejemplo, modificaciones en la permeabilidad y el intercambio iónico (McClements et 

al., 2001). Además, la alta presión causa cambios en la morfología celular y reacciones 

bioquímicas, desnaturalización de proteínas e inhibición de mecanismos genéticos. Otros 

mecanismos de acción que pueden ser responsables de la inactivación microbiana incluyen la 

desnaturalización de las enzimas clave y la alteración de los ribosomas (Linton y Patterson, 2000).  

Bacterias  

El tratamiento de alimentos con alta presión puede destruir microorganismos patógenos y de 

descomposición; sin embargo, existe una gran variación en la resistencia a la presión de las 

diferentes cepas bacterianas (Frustoli et al., 2003). La etapa de crecimiento de la bacteria también 

es importante para determinar la resistencia a la presión, ya que las células en la fase estacionaria 

son más resistentes que las de la fase exponencial (McClements et al., 2001; Cheftel, 1995; Pagán 

and Mackey, 2000). Además, las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas difieren 

significativamente en términos de la estructura química de sus paredes celulares. Las paredes 

celulares de las bacterias Gram-negativas son significativamente más débiles y las bacterias Gram-



|25 

 

negativas tienden a ser más sensibles a la presión que las bacterias Gram-positivas (Patterson y 

Kilpatrick, 1998). 

Si bien los primeros estudios sobre los efectos de la presión sobre los microorganismos 

mostraron que las células vegetativas en la leche, la carne, las frutas y las verduras podían 

inactivarse a aproximadamente 300 MPa o más, había pocos datos sobre la cinética de inactivación 

y los niveles de muerte alcanzables. Recientemente se han realizado estudios más detallados y, 

aunque se han reportado algunos ejemplos de cinética exponencial para la inactivación de células 

vegetativas mantenidas a presión constante, por ejemplo, Escherichia coli (Butz y Ludwig, 1986; 

Ludwig et al., 1992), la mayoría de los estudios han encontrado “colas” en las curvas de 

sobrevivencia (Earnshaw, 1995; Metrick et al., 1989; Patterson et al., 1995). Se ha sugerido que 

una razón para estas discrepancias aparentes es que a temperaturas más altas (por ejemplo, 40 °C 

y superiores, para E. coli a 250 MPa) la inactivación es cercana al primer orden, mientras que a 

temperaturas más bajas (30 °C para E. coli) es más cerca del segundo orden. Se propuso que los 

cambios dependientes de la temperatura en la composición de los lípidos pueden explicar estas 

diferencias y, de hecho, se ha demostrado que los cambios de fase en los lípidos de la membrana 

ocurren alrededor de 30 °C en E. coli (Eze, 1990). Otra posible explicación para el efecto de 

“colas” es que una pequeña fracción de la población celular es más resistente a la presión o está 

adaptada al estrés por presión que hace que las células restantes sean más resistentes (Mor-Mur y 

Yuste. 2005). 

Esporas bacterianas 

Está bien establecido que las esporas son las formas de vida más resistentes a la presión 

conocidas; en general, solo presiones muy altas (˃800 MPa) pueden matar las esporas bacterianas 

alrededor de la temperatura ambiente. Alternativamente, otros métodos de procesamiento, 
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aplicados en combinación con alta presión, pueden ser efectivos para la eliminación de esporas 

bacterianas, al lograr un efecto sinérgico o de obstáculo. Las endosporas bacterianas de C. 

botulinum, son las formas de vida más resistentes a la presión (Gould, 1995). 

Hongos y levaduras 

Las células bacterianas vegetativas, las levaduras y los mohos son, en general, más susceptibles 

a la presión que las esporas bacterianas; por lo tanto, se pueden inactivar usando presiones 

relativamente bajas (Hogan et al., 2005). El tratamiento a presiones inferiores a 400 MPa durante 

unos minutos es suficiente para inactivar la mayoría de las levaduras, y presiones entre 300 y 600 

MPa pueden inactivar la mayoría de los hongos (Smelt, 1998).  

Factores que influyen en la sensibilidad microbiana a la alta presión 

pH: A valores de pH ácidos, la inactivación inducida por la presión generalmente aumentará y 

la recuperación de las células lesionadas subletalmente se inhibirá, para la mayoría de las especies 

(Linton y Patterson, 2000; Pagán et al., 2001). Las esporas bacterianas son generalmente más 

resistentes a los efectos directos del tratamiento a presión a pH neutro (Smelt, 1998). 

Actividad del agua (aw): En general, se ha reportado que la reducción en la actividad del agua 

(aw) conduce a incrementar la tolerancia de los microorganismos a la presión. (Oxen y Knorr, 

1993; Smelt, 1998). Por otro lado, la recuperación de células subletalmente lesionadas puede ser 

inhibida por una baja aw (Smelt, 1998). 

Productos alimenticios: Los diferentes componentes e ingredientes alimentarios pueden 

desempeñar un papel protector contra la presión. Los carbohidratos son generalmente más 

baroprotectores que las sales (Smelt, 1998). 
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Temperatura, presión y tiempo de retención: Si bien muchos procesos con alta presión se 

realizan a temperatura ambiente, se ha encontrado que el aumento o la disminución de la 

temperatura, aumentan la tasa de inactivación de microorganismos durante el tratamiento con alta 

presión (Kalchayanand et al., 1998). Generalmente, en el rango de temperatura de +20 °C a −20 

°C, la alta presión es más efectiva para inactivar microorganismos vegetativos (Somoike et al., 

1992; Takahshi et al.,1991). Las temperaturas superiores a 45–50 °C, también aumentan la tasa de 

inactivación de patógenos alimentarios y microorganismos de descomposición (Palou et al., 2002). 

El uso de altas temperaturas para el procesamiento de alimentos se complica por el hecho de que 

los alimentos en sí pueden sufrir un aumento significativo de la temperatura durante el 

procesamiento por el calentamiento adiabático. Los incrementos de temperatura debido a las 

compresiones adiabáticas pueden ser de 3 °C o más por 100 MPa y, aunque estos aumentos de 

temperatura son generalmente transitorios, en algunos procesos la muestra puede retener este calor 

y aumentar la dimensión térmica de las condiciones de procesamiento (Ting et al., 2002).  

Los aumentos en la magnitud de la presión y la duración del tiempo de retención generalmente 

conducen a altas letalidades, pero no linealmente. Existe una presión crítica mínima que depende 

del tipo de organismo por debajo de la cual la inactivación microbiana no tendrá lugar 

independientemente del tiempo del proceso (Farkas y Hoover, 2000). Pagán y Mackey (2000) 

afirman que el mecanismo de inactivación puede diferir según el nivel de presión. 

Efectos de la alta presión en la calidad de los alimentos 

Si bien la seguridad alimentaria y la vida útil a menudo están estrechamente relacionadas con 

la calidad microbiana, otros fenómenos como las reacciones bioquímicas, las reacciones 

enzimáticas y los cambios estructurales pueden influir significativamente en la percepción de los 

consumidores sobre la calidad de los alimentos (Le Bail et al., 2003). 
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Para algunos productos alimenticios, dependiendo de la exposición al tiempo de presión, se 

puede producir cierto grado de desnaturalización de proteínas durante el tratamiento con alta 

presión. Esto puede provocar un cambio en la funcionalidad física y/o cambios en color relativo a 

productos crudos o no procesados (Hogan et al., 2005). 

La estructura física de la mayoría de los productos de alta humedad permanece sin cambios 

después de la exposición a alta presión, ya que la presión no genera fuerzas de corte. Para los 

productos que contienen gas tratados bajo alta presión, el color y la textura pueden cambiar debido 

al desplazamiento de gas y la infiltración de líquidos. La contracción física puede ocurrir debido 

al colapso mecánico de burbujas de aire y la distorsión de la forma puede estar relacionada con el 

comportamiento anisotrópico. Para los alimentos que no contienen burbujas de aire, la alta presión 

con frecuencia produce un cambio mínimo o nulo en las características de textura (Ting y Marshall, 

2002). Por otra parte, los tratamientos con alta presión, pueden inducir cambios deseables en la 

textura y estructura del producto y, en consecuencia, pueden usarse para el desarrollo de nuevos 

productos o para aumentar la funcionalidad de algunos ingredientes (Hugas et al., 2002). 

Uno de los beneficios citados más frecuentemente del procesamiento con alta presión en 

relación con otros métodos de conservación, es la posibilidad de incrementar la vida de anaquel 

mientras se conservan las características sensoriales de los productos alimenticios frescos (Hugas 

et al.,2002; Palou et al.,2002). 

Microbiología predictiva 

La microbiología alimentaria predictiva se puede definir como el uso de expresiones 

matemáticas para describir el comportamiento microbiano en un producto alimenticio (Whiting y 

Buchanan, 1994). La microbiología predictiva se basa en la premisa de que las respuestas de las 

poblaciones de microorganismos a los factores ambientales son reproducibles y que, al caracterizar 
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los ambientes en términos de los factores que más afectan el crecimiento y la sobrevivencia 

microbiana, es posible a partir de observaciones anteriores predecir las respuestas de esos 

microorganismos en otros ambientes similares (Ross et al., 2000). 

La historia de la microbiología predictiva fue revisada por Ross y McMeekin (1994) quienes 

trazaron sus orígenes en una serie de iniciativas. Estas iniciativas incluyeron lo siguiente: 

investigación sobre el deterioro del pescado en el Reino Unido (UK) (Spencer y Baines, 1964) y 

Australia (Olley y Ratkowsky, 1973.); en los Estados Unidos (EE. UU.) para definir 

combinaciones de factores que evitarían el crecimiento de patógenos y la formación de toxinas 

(Genigeorgis, 1981); y trabajos en Canadá para reunir los resultados de muchos experimentos 

aparentemente dispares en Clostridium botulinum (Holgate, 1989). La disponibilidad inmediata de 

computadoras personales potentes y software fácil de usar que alentó a los microbiólogos a 

explorar áreas de estadística y matemáticas también contribuyó. Los intentos de definir los límites 

del "crecimiento - no crecimiento" de patógenos (Riemann et al., 1972)) condujeron a resultados 

de experimentos complejos que se expresaron como ecuaciones que predicen la probabilidad de 

crecimiento y producción de toxinas en C. botulinum (Broughall y Brown, 1984; Dodds, 1989). 

El desarrollo de la microbiología predictiva recibió un gran impulso después de que el 

Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentos del Reino Unido revisara posibles temas para nuevos 

programas de investigación y decidiera, en 1988, financiar un programa coordinado sobre 

patógenos bacterianos para: (1) obtener datos sistemáticos sobre crecimiento y muerte microbiana 

para diferentes temperaturas, valores de pH, actividades de agua y conservadores; (2) tratar los 

datos matemáticamente para hacer modelos del comportamiento de los microbios; (3) asegurar que 

los modelos imiten el comportamiento de los microbios en una variedad de condiciones de 



|30 

 

crecimiento y muerte; y (4) validar el modelo en comparación con datos científicos publicados de 

forma independiente. (Baranyi y Roberts, 2000) 

Modelación de las respuestas microbianas 

Los primeros experimentos en microbiología predictiva intentaron identificar qué parte de la 

respuesta microbiana podría explicarse por los efectos de un pequeño número de factores de 

control. Tal que, surgieron una serie de principios y lineamientos importantes que condujeron a 

protocolos efectivos para el modelado predictivo (Baranyi and Roberts, 2000) los cuales se 

mencionan a continuación. 

Medio de cultivo: En general, los alimentos son ricos en nutrientes, por lo que los medios de 

laboratorio elegidos para el modelado también deben ser ricos, y no susceptibles de provocar un 

agotamiento temprano de los nutrientes. No es prudente confiar en un solo medio para todos los 

organismos, sino que se debe seleccionar un medio rico diseñado para el organismo y que permita 

un crecimiento cercano a la tasa de crecimiento máxima posible. 

Elección de organismos: El debate continúa si los modelos deben desarrollarse usando una sola 

cepa de un patógeno u organismo de descomposición o usando varias cepas mezcladas en un 

"cóctel". El uso de una sola cepa proporciona una definición más precisa de sus respuestas, pero 

cepas de las mismas especies pueden variar en su respuesta, especialmente en condiciones 

subóptimas. Si se usa una sola cepa, debería de ser representativa de otras cepas de ese organismo, 

es decir, tolera de manera similar la actividad del agua y pH bajo, etc., y con características de 

temperatura similares. Idealmente, se deben usar aislamientos recientes. Las cepas mantenidas 

durante largos períodos, por ejemplo, en colecciones de cultivo, pueden haber perdido importantes 

resistencias u otras características. Muchos modelistas se han basado en "cocteles" de cepas para 

obtener una respuesta, que tiene en cuenta el hecho de que una cepa puede crecer a temperatura 
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ligeramente más baja, mientras que una cepa diferente puede ser ligeramente más tolerante al pH 

bajo. Al usar "cócteles", se espera que el modelo incluya todas las variaciones y, lo más importante, 

cualquier respuesta extrema. 

Patógenos: Las cepas que se han asociado con brotes recientes de enfermedades deben usarse 

siempre que sea posible. Al igual que con los organismos de descomposición, se deben evitar las 

cepas que han residido en colecciones de cultivo durante largos períodos para evitar perder 

cualquier propiedad importante. Debe reconocerse que pueden ocurrir diferencias menores en las 

respuestas dentro de las especies, por ejemplo, en diferentes serotipos del mismo organismo. Sin 

embargo, modelar cada serotipo importante por separado suele ser una tarea imposible y la única 

solución realista es incluir en el "cóctel" representantes de todos los serotipos importantes. 

Mantenimiento de organismos: Es posible que un subcultivo repetido, incluso durante el curso 

de generación de datos, pueda producir cambios similares a los encontrados en los cultivos 

antiguos. La generación de datos generalmente ocurre en unos pocos meses y se debe evitar el 

subcultivo no esencial. Sin embargo, incluso cuando se obtuvieron datos adicionales sobre los 

patógenos algunos meses posteriores, después de la finalización de una serie inicial de 

experimentos, se ha encontrado que esos nuevos datos generalmente replican los datos anteriores 

de manera adecuada, por lo que esto no ha demostrado ser un problema grave. 

Preparación del inóculo: Durante los primeros estudios de modelos de crecimiento, los inóculos 

se prepararon de manera estándar, generalmente creciendo en condiciones casi óptimas para 

alcanzar la fase exponencial. Luego se hicieron subcultivos y se colocaron en una gama de 

condiciones de crecimiento, algunas casi óptimas, y otras consideradas cercanas a condiciones que 

no apoyarían el crecimiento. Si el inóculo se preparó mediante subcultivos a partir de condiciones 

idénticas a las condiciones de crecimiento previstas, puede producirse una respuesta de 
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crecimiento diferente, por ejemplo, en experimentos para investigar el crecimiento a baja 

temperatura. En particular, la fase lag generalmente es la más afectada. Sin embargo, las 

diferencias entre las dos respuestas no se han cuantificado ampliamente y la mayoría de los 

modeladores consideran que la complejidad del último procedimiento es un desincentivo.  

Condiciones cambiantes durante el crecimiento: Generalmente se toma una decisión consciente 

para modelar el crecimiento, la supervivencia y la muerte en función de las condiciones iniciales 

de pH, actividad del agua, concentración de conservadores, etc., a temperatura constante para 

mantener la experimentación lo más simple posible. En modelos más sofisticados, se hace 

necesario generar modelos bajo condiciones cambiantes o mostrar que los modelos desarrollados 

bajo una serie de condiciones estáticas pueden ser satisfactoriamente predictivos cuando se aplican 

a aquellos que cambian. 

Aireación: Al decidir acercamientos experimentales para la generación de datos destinados a 

modelar, se debe considerar la aireación de cultivos de bacterias aerobias. La agitación, combinada 

con el uso de un pequeño volumen en relación con el tamaño del recipiente, parece una solución 

simple, pero rara vez logra una buena transferencia de oxígeno a un cultivo a medida que aumenta 

la concentración de organismos y, por lo tanto, su demanda de oxígeno. La gasificación hace que 

la experimentación sea más complicada y puede justificarse donde se sabe que los efectos del 

oxígeno sobre el crecimiento son sustanciales. Sin embargo, generalmente se ha encontrado que 

las predicciones de muchos modelos existentes que se derivaron usando cultivos estáticos parecen 

imitar adecuadamente las respuestas documentadas de las bacterias en los alimentos almacenados. 

Muestreo: Se han utilizado dos enfoques diferentes: (1) se muestrea un solo recipiente de 

cultivo repetidamente durante el almacenamiento, o (2) los cultivos replicados se derivan de un 

solo recipiente de cultivo inoculado, destruyéndose uno por muestreo en cada intervalo de tiempo. 
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El primero ofrece un cultivo mixto más uniforme, pero tiene un mayor riesgo de posible 

contaminación, especialmente si el período de incubación es prolongado. Este último es efectivo 

y flexible siempre que se proporcione un número suficiente de réplicas para tener en cuenta el 

crecimiento lento inesperado. Cualquiera de los enfoques debe proporcionar un número suficiente 

de estimaciones de números viables para permitir que se caractericen las inflexiones en las curvas 

de crecimiento, idealmente del orden de 12 a 20 estimaciones por curva. 

Clasificación de los modelos microbiológicos predictivos  

Los modelos predictivos pueden ser clasificados según su fundamento matemático, en modelos 

empíricos o mecanicistas (Roels y Kossen, 1978), modelos probabilísticos y cinéticos (Roberts, 

1989); y modelos primarios, secundarios y terciarios, siendo ésta última clasificación propuesta 

por Whiting y Buchanan (1993) la más utilizada en la comunidad científica, ya que incluye, 

complementa y unifica las anteriores (Geeraerd et al. 2004). 

Modelos primarios  

Los modelos primarios representan el cambio en el número de microorganismos en función del 

tiempo, bajo un conjunto dado de condiciones. Cuando estas condiciones son favorables para los 

microorganismos, el modelo primario será un modelo de crecimiento, mientras que, en condiciones 

estresantes, el modelo primario será un modelo de inactivación (Devlieghere et al., 2009) 

Como ejemplos de modelos primarios pueden destacarse el modelo de Baranyi y Roberts 

(1994), que permite cuantificar la cinética de crecimiento microbiano y obtener, por ejemplo, la 

velocidad máxima específica de crecimiento (µmax); el modelo modificado de la ecuación de 

Gompertz para el mismo fin (Zwietering et al., 1990), el modelo de poblaciones heterogéneas de 

Mckellar (1997), en el cual se asume que el inóculo está distribuido en dos compartimentos, es 

decir, células en crecimiento y células que no están en crecimiento, el modelo trifásico de 
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Buchanan et al. (1997), en el que se describe la clásica curva de crecimiento en tres fases (latencia, 

exponencial y estacionaria), entre otros. 

Modelos secundarios  

Los modelos secundarios caracterizan los parámetros de los modelos primarios, con respecto 

a uno o más factores extrínsecos (temperatura, pH, actividad de agua, etc.). Modelan el efecto de 

dos o más factores sobre el crecimiento microbiano en una matriz. Algunos ejemplos de modelos 

secundarios son los modelos de adaptación de la ecuación de Arrhenius (Davey, 1989; Huang et 

al., 2011), el modelo de Ratkowsky et al., (1982), que relaciona la raíz cuadrada de la velocidad 

específica de crecimiento en función de la temperatura, los modelos con un enfoque polinomial 

(Gibson et al., 1988), modelos obtenidos con redes neuronales artificiales (García-Gimeno et al., 

2005), y modelos de superficie de respuesta (Zurera-Cosano et al., 2006). 

Modelos terciaros 

Los modelos terciarios son paquetes de software en los cuáles los modelos primarios y 

secundarios están integrados en una herramienta de aplicación lista para usar. La potencia de los 

actuales ordenadores ha hecho que estás herramientas sean cada vez más asequibles, ahorrando a 

los usuarios cálculos matemáticos (McKellar y Lu, 2003). El modelo terciario más conocido es el 

Pathogen Modeling Program (PMP), el cual fue desarrollado por la USDA (United States 

Department of Agriculture) en 1990. Este describe el comportamiento de varias bacterias 

patogénicas en función de las condiciones ambientales. El modelo contiene curvas de crecimiento, 

curvas de inactivación, y sobrevivencia, modelos de enfriamiento e irradiancia. Este también puede 

hacer predicciones del tiempo de turbidez o el tiempo para producción de toxinas de algunos 

patógenos. Otro modelo es Combase, creado por el IFR (Institute of Food Research, UK), el cual 



|35 

 

contiene modelos predictivos de crecimiento e inactivación, generados a partir de datos facilitados 

por cientos de investigadores. 

Modelación de la inactivación de microorganismos  

El modelado de la inactivación, más específicamente el modelado de la inactivación térmica, 

fue una de las primeras aplicaciones de la microbiología predictiva. Además de la inactivación 

térmica, también se puede modelar la inactivación no térmica. La inhibición química es uno de los 

temas de investigación en el área del modelado predictivo. Otros factores de inhibición no térmica 

pueden ser la alta presión o la irradiación (Devlieghere et al., 2009). 

Modelación de la inactivación térmica 

Los tecnólogos alimentarios han aplicado durante muchos años modelos de la muerte 

microbiana en los principales procesos alimentarios en todo el mundo, por ejemplo, para garantizar 

la inactivación suficiente de las esporas de C. botulinum en alimentos enlatados de baja acidez a 

través del concepto 12-D, el proceso de calor mínimo para inactivar 1012 esporas, basado en 

estudios de resistencia al calor en esporas de C. botulinum. De manera similar, los tiempos 

mínimos de procesamiento para la eliminación de Salmonella a un rango de temperaturas internas 

mínimas (Goodfellow et al, 1978) condujeron a Lineamientos y Buenas Prácticas de Manufactura 

(AMI, 1984) que abordan los problemas de cocinar carne fresca y curada con respecto a la 

supervivencia de Salmonella, y se han hecho enfoques similares con respecto a L. monocytogenes, 

Escherichia coli O157: H7, basados en modelos empíricos de inactivación térmica (Baranyi and 

Roberts, 2000). 

A principios del siglo XX, Bigelow et al. (1920) y Esty and Meyer (1922), propusieron los 

primeros modelos predictivos de inactivación térmica de microorganismos. Estos modelos estaban 

basados en cinéticas de primer orden (modelos lineales), los cuales tenían como premisa que todas 
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las células de una población tenían la misma probabilidad de morir. Debido a los avances 

tecnológicos, se observó que las poblaciones microbianas también presentaban comportamientos 

no lineales cuando eran expuestos al calor (presencia de fenómenos de hombros y/o colas), por lo 

que se propusieron nuevos modelos predictivos que explican y modelan este tipo de 

comportamientos (Pérez-Rodriguez y Valero 2013; McMeekin et al., 2007; Huertas et al., 2015).  

Modelación de inactivación no térmica  

En los alimentos, a veces hay condiciones de temperatura, pH y aw bajo las cuales la 

multiplicación de bacterias no puede ocurrir, pero las condiciones no son letales, por ejemplo, 

Buchanan et al. (1994), evaluaron el efecto de la temperatura, pH, cloruro de sodio, y nitrito de 

sodio en la inactivación no térmica de una mezcla de tres cepas de L. monocytogenes en caldo de 

infusión cerebro-corazón. Las curvas de sobrevivencia las describieron matemáticamente 

mediante el ajuste de los datos experimentales usando modelos primarios lineales y no-lineales, y 

observaron curvas de sobrevivencia con efecto de “cola”, además, la velocidad de inactivación no 

térmica fue dependiente de la densidad de población inicial. 

Los conceptos de los valores D conocidos por los tratamientos térmicos con calor, suponiendo 

que una curva de supervivencia semilogarítmica sea lineal, se han extendido a la inactivación 

química. Obviamente, el concepto de un valor D se vuelve problemático cuando las curvas de 

supervivencia semilogarítmica determinadas experimentalmente son claramente no lineales (Peleg 

y Penchina, 2000), que frecuentemente es el caso de la inactivación química. Por otra parte, Xiong 

et al. (1999) propusieron un modelo matemático para ajustar curvas de sobrevivencia lineales, 

curvas con un hombro, curvas con una cola y curvas sigmoidales. Peleg y Penchina (2000) 

informaron de otras dos formas de curvas de inactivación química, que fueron curvas cóncavas 

hacia abajo y cóncavas hacia arriba.  
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Validación de modelos predictivos 

Los modelos predictivos deben validarse para evaluar su capacidad predictiva, y así determinar 

si las predicciones proporcionan una buena descripción del crecimiento o sobrevivencia de 

microorganismos en los alimentos (te Giffel y Zwietering, 1999). La validación puede realizarse 

en medios, pero especialmente en productos alimenticios reales. (Devlieghere et al., 2009). 

La precisión de los modelos se puede evaluar gráficamente trazando los valores observados 

contra las predicciones correspondientes de un modelo. Además, la raíz del error cuadrático medio 

(RMSE) y el coeficiente de determinación R2 también se pueden usar como una indicación de la 

confiabilidad de los modelos cuando se aplican en alimentos (Devlieghere et al., 2009). 

El coeficiente de determinación (R2) da una idea del ajuste total conseguido, midiendo la 

fracción de la variación, alrededor de la media, que es explicada por el modelo, es decir mide la 

proporción de la variabilidad total de la variable dependiente respecto a su media que es explicada 

por el modelo de regresión. El valor más cercano a 1 significa una mejor predicción obtenida por 

el modelo predictivo (Sutherland y Bayliss, 1994).  

La raíz del error cuadrático medio (RMSE) es una de las maneras de cuantificar el error 

cuadrático de las diferencias entre un valor predicho por un modelo y un valor real u observado. 

El valor más bajo de RMSE implica que el modelo predice con razonable certeza. Sin embargo, el 

RMSE de los datos observados puede ser grande y aun así el modelo predice con exactitud, ya que 

depende mucho del orden de magnitud de los valores predichos y observados (Valero, 2006).  

Ross (1996) propuso dos índices para evaluar la bondad de ajuste de modelos predictivos de 

forma sencilla. El objetivo de esos índices fue permitir la evaluación de la confiabilidad de dichos 

modelos en comparación con las observaciones no utilizadas para generar el modelo, 
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particularmente en los alimentos. Estas comparaciones permiten evaluar la utilidad del modelo en 

la toma de decisiones en materia de seguridad alimentaria (Baranyi et al., 1999). Esos índices se 

denominaron factor de exactitud (Bf) y factor de ajuste (Af). Desde el desarrollo de estos índices, 

su aplicación ha sido muy amplia en estudios de validación (Ross et al., 2000; Devlieghere et al., 

2005).  

Idealmente, los modelos predictivos deberían tener un valor de Bf = Af = 1, pero típicamente el 

valor de Af aumentará en 0.10 a 0.15 por cada variable del modelo, siendo, por ejemplo, aceptable 

un modelo que predice el efecto de la temperatura, pH y la aw sobre la velocidad de crecimiento 

con valores de Af = 1.3 – 1.5. No así para los valores que pueda tomar Bf, ya que definir un rango 

de éste, será relativo a la aplicación específica del modelo (Ross, 1996). 
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1.1 RESUMEN 

La guanábana (Annona muricata L.) es una fruta tropical de importancia comercial fresco o 

procesado en forma de pulpa pasteurizada o congelada utilizada para preparar jugos, bebidas, 

néctares, helados, paletas y postres. Además de la conservación de la calidad, otra de las 

preocupaciones del procesamiento en pulpas de frutas es la inocuidad del producto. Diversos 

estudios muestran la asociación entre el procesamiento de pulpas y el desarrollo de diversos 

microorganismos; sin embargo, pocos se han enfocado a la asociación entre L. monocytogenes y 

pulpas de frutas ácidas. El objetivo fue evaluar el efecto de tratamientos térmicos moderados sobre 

la inactivación de L. monocytogenes y la calidad fisicoquímica en pulpa de guanábana para 

determinar las mejores condiciones de procesamiento que permitan mantener la calidad y 

conseguir un nivel de inocuidad adecuado. Se obtuvieron cinéticas de inactivación térmica de L. 

monocytogenes inoculada en pulpa de guanábana a cinco niveles de temperatura (50, 52.5, 55, 

57.5, y 60 °C) y diferentes tiempos de exposición (0 – 60 min). Las curvas de inactivación no 

siguieron una relación log-lineal y, en consecuencia, se ajustaron a la ecuación modificada de 

Gompertz. Los resultados indicaron que la ecuación modificada de Gompertz proporcionó una 

bondad de ajuste aceptable. Reducciones 5-log10 se lograron a 50°C/60 min, 52.5 °C/16 min, 55 

°C/10 min, 57.5 °C/5 min, y 60°C/1.25 min. Estos tratamientos 5-log10 aplicados a la pulpa de 

guanábana indicaron que la pulpa de guanábana presentó cambios en los parámetros de color y 

disminución del contenido de azúcares totales, azúcares reductores, ácido ascórbico, fenoles 

totales y pH. 

Palabras clave: pulpa de guanábana, Listeria monocytogenes, tratamiento térmico, cinética de 

inactivación. 
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1.2 ABSTRACT 

Soursop (Annona muricata L.) is a commercially important tropical fruit, whether fresh or 

processed as a pasteurized or frozen pulp used to prepare juice, drinks, nectar, ice cream, popsicles, 

and desserts. Besides preserving quality, another preoccupation in the processing of fruit pulps is 

product safety. Several studies show the association between pulp processing and the development 

of various microorganisms; however, few have focused on the association between L. 

monocytogenes and the pulp of sour fruits. The objective was to evaluate the effect of moderate 

thermal treatments on the inactivation of L. monocytogenes and the physicochemical properties in 

soursop pulp in order to determine the best processing conditions that will allow to maintain quality 

as well as to achieve an adequate level of safety. Thermal inactivation kinetics were obtained for 

L. monocytogenes inoculated in soursop pulp at five levels of temperature (50, 52.5, 55, 57.5, and 

60 ºC) and different exposure times (0–60 min).The survival curves did not suggest a log-linear 

relationship, and were, consequently, fitted to the modified Gompertz equation. The results 

indicated that the modified Gompertz equation provided an acceptable goodness of fit. Five-log10 

cycles reductions of L. monocytogenes were achieved at 50 °C/60 min, 52.5 °C/16 min, 55 °C/10 

min, 57.5 °C/5 min, and 60 °C/1.25 min. These 5-log10 treatments applied to the soursop pulp 

indicated that the soursop pulp showed changes in the color parameters and a decrease in the 

content of total sugars, reducing sugars, ascorbic acid, total phenols, and pH. 

Key words: soursop pulp, Listeria monocytogenes, thermal treatment, inactivation kinetics. 

1.3 INTRODUCCIÓN. 

Dentro del grupo de las anonáceas, la guanábana (Annona muricata L.) sobresale por producir 

frutos altamente apreciados por su agradable sabor agridulce, textura suave y aroma delicado, 

además de su alto contenido de compuestos antioxidantes que le proporcionan un alto valor 
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agregado (Baskaran et al., 2016; Jiménez et al., 2014). Fisiológicamente, los frutos son altamente 

perecederos debido a su elevada velocidad de respiración y producción de etileno, y por lo tanto 

pueden durar 3–4 días a 24 ºC y 12 semanas a 13 ºC (Pareek et al., 2011). Por esta razón, los 

frutos se comercializan principalmente como un producto procesado, ya sea pulpa congelada o 

pasteurizada, la cual se utiliza para la elaboración de jugos, néctares, helados, paletas y en 

repostería (Jiménez et al., 2014; Leite et al., 2016). Además, la dilución de la pulpa (adición de 

agua) es una práctica común justificada por algunos productores como una forma para mejorar la 

eficiencia del despulpado. La cantidad de agua a adicionar es determinada mediante la consistencia 

final de la pulpa y textura deseada dependiendo del uso final previsto (Francis and Bellot, 2003). 

Además de la conservación de la calidad organoléptica, nutricional y valor nutracéutico, otra 

de las preocupaciones del procesamiento de pulpas ácidas se relaciona con la inocuidad del 

producto. En este sentido, hay reportes (De Oliveira et al., 2018; Tribst et al., 2009) de los brotes 

más relevantes que involucran patógenos transmitidos por los alimentos y microorganismos de 

descomposición asociados con jugos y pulpa de frutas, pero existen pocos estudios relacionados 

con el crecimiento y sobrevivencia de L. monocytogenes en pulpas de frutas ácidas, como la 

guanábana (Caggia et al., 2009; Von Breymann et al., 2013).  

La contaminación por L. monocytogenes ocurre durante el manejo postcosecha de los frutos y 

en su preparación para el procesamiento, por lo que resulta difícil evitar la contaminación cruzada; 

además, resulta difícil mantener las plantas de procesamiento libres de este microorganismo por 

su capacidad de formar biofilms (Carpentier y Cerf, 2011; Ferreira et al., 2014). De acuerdo con 

Von Breymann et al. (2013), L. monocytogenes tiene habilidad para sobrevivir y desarrollarse en 

pulpas de frutas al tolerar condiciones de pH bajo y baja actividad de agua. Asimismo, se ha 

demostrado que es tolerante a un amplio rango de tratamientos de pasteurización (Mazzotta, 2001) 
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y puede crecer bajo condiciones de congelación (Vitas et al., 2004); por lo cual, comercialmente, 

la conservación de pulpa de frutas se complementa con la adición de aditivos químicos como el 

benzoato de sodio o sorbato de potasio (Von Breymann et al., 2013). Sin embargo, la preferencia 

al manejo de pulpa de fruta libre de aditivos, conduce a la necesidad de realizar investigaciones 

que asocien las características fisicoquímicas de la pulpa y el tratamiento por aplicar para el control 

de L. monocytogenes. Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de 

tratamientos térmicos moderados sobre la inactivación de L. monocytogenes y la calidad 

fisicoquímica de pulpa de guanábana para determinar las mejores condiciones de procesamiento 

que permitan mantener la calidad y conseguir un nivel de inocuidad adecuado. 

1.4 MATERIALES Y MÉTODOS. 

1.4.1 Proceso para la pulpa. 

Se usaron frutos de guanábana en madurez de consumo (pH = 3.74, firmeza = 8.2 N, sólidos 

solubles totales de 8.1 °Bx y acidez titulable de 0.74 % de ácido cítrico), los cuales se adquirieron 

de comerciantes ubicados en la Central de Abasto de la Ciudad de México. Los frutos se lavaron 

y se desinfectaron con una solución de hipoclorito de sodio al 0.01%. Después, la cáscara y las 

semillas se removieron bajo condiciones asépticas. Para facilitar la manipulación de la pulpa 

durante las pruebas experimentales, se le agregó agua en una relación 1:1 para obtener una pulpa 

fluida que es fácil de filtrar (Francis y Bellot, 2003). La mezcla se homogeneizó en un mezclador 

de vidrio (Osterizer, Mod. 6644-13), se filtró (tamiz No. 45, Serie ASTM E-11, 0.355 mm) y se 

mantuvo a –63 ºC hasta que se usó para los estudios de inactivación y evaluación de calidad de 

guanábana, respectivamente. 
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1.4.2 Cepa bacteriana y preparación del cultivo celular. 

Una cepa de L. monocytogenes, ATCC 7644, se utilizó para este estudio. La cepa se obtuvo de 

la colección de cepas de la Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM) y se mantuvo en 

agar cistina tripticasa (CTA; Bioxon, Becton Dickinson, Mexico City, Mexico) a 5 °C. 

Para reproducir las células, se tomó una alícuota con un asa estéril y se transfirió a 100 mL de 

caldo infusión cerebro-corazón estéril (BHI broth, BD/Bioxon, Becton Dickinson, Mexico City, 

Mexico). Inmediatamente, las células se incubaron a 37 °C durante 24 h bajo agitación continua a 

200 rpm para obtener células en fase de crecimiento estacionario. Luego, las células se 

centrifugaron dos veces a 4000 x g durante 15 min a 4 ºC (HermLe, Z 446 K, Wehingen, Germany) 

y se re-suspendieron en 50 mL de BHI estéril.  

Los cultivos iniciales se colocaron en crioviales de plástico estériles de 2 mL conteniendo BHI 

suplementado con 20% de glicerol estéril en una relación 1:1. Posteriormente, las muestras se 

almacenaron a –63 ºC hasta que se usaron para los estudios de inactivación por calor. La 

concentración estimada de L. monocytogenes fue 109 UFC mL-1. 

1.4.3 Tratamientos térmicos. 

Los tratamientos térmicos mediante capilares se desarrollaron de acuerdo a Vega et al. (2016). 

Subsecuentemente, 9 mL de pulpa estéril (pH=3.75) se inocularon con 1 mL de la suspensión 

celular de L. monocytogenes previamente descongelada y aclimatada a temperatura ambiente. La 

pulpa inoculada se homogeneizó en un agitador vórtex (modelo MX-S, 60W, Science Med, 

Helsinki, Finland). Tubos capilares de vidrio (intraMARK, BLAUBRAND®, Wertheim, 

Germany), previamente esterilizados a 250 °C durante 24 h y atemperados, se llenaron con 100 

µL de pulpa inoculada. Ambos extremos de los tubos se sellaron inmediatamente, un extremo con 

grasa de silicona de alto vacío (Dow Corning®, Midland, USA) y el otro con flama. Los tubos se 
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sellaron cuidadosamente para evitar el calentamiento de la pulpa inoculada. Los tratamientos 

térmicos se llevaron a cabo por inmersión de los capilares en un baño de agua en recirculación 

(Tempstirtm, Precision Scientific Company, Tamil Nadu, India) a temperaturas controladas: 50.0 

± 1 ºC, 52.5 ± 1 ºC, 55.0 ± 1 ºC, 57.5 ± 1 ºC, y 60.0 ± 1 ºC, a diferentes intervalos de tiempos (0–

60 min), e inmediatamente se enfriaron en un baño de agua con hielo. El tiempo necesario para 

alcanzar las temperaturas de tratamiento (come-up time) fue de aproximadamente 3 s y se excluyó. 

Para cada combinación de temperatura y tiempo, se utilizó un set de 4 capilares. Un set de tubos 

capilares sin tratar se utilizó como control. 

1.4.4 Enumeración de L. monocytogenes. 

Diluciones decimales en serie de las muestras tratadas y no tratadas se realizaron en agua de 

peptona estéril al 0.1% (w/v) (PW, BD/Difco Laboratories, Sparks, Md, USA.). Alícuotas de 0.1 

mL de la solución diluida se colocaron en placas Petri, en duplicado, y el medio de enumeración 

que se usó fue agar triptona y soja estéril (TSA, BD/Becton Dickinson, Sparks, Md, USA.). Las 

diluciones seleccionadas se incubaron a 37 ºC durante 48 h. Posteriormente, se realizó el conteo. 

La reducción de células viables se expresó como el logaritmo decimal del cociente de las células 

tratadas (N) y no tratadas (N0). 

1.4.5 Modelación matemática y validación del modelo predictivo. 

La ecuación modificada de Gompertz (ecuación (1.1)) (Linton et al.,1995, 1996) se ajustó a las 

curvas de inactivación por calor de L. monocytogenes en pulpa de guanábana.  

𝐿𝑜𝑔
𝑁

𝑁0
= 𝐶𝑒−𝑒𝐵𝑀

− 𝐶𝑒−𝑒−𝐵(𝑡−𝑀)
                                            (1.1) 

donde N y N0 representan la cuenta microbiana final e inicial, respetivamente; B es la velocidad 

de muerte relativa en M [Log10 (UFC mL-1) min-1]; C es la diferencia en el valor de la asíntota 
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superior e inferior [Log10 (UFC mL-1)]; M es el tiempo en el cual la velocidad absoluta de muerte 

es máxima (min); el signo menos antes de C significa la inactivación de microorganismos, y t es 

el tiempo (min).  

A su vez, mediante los parámetros B y C de la ecuación modificada de Gompertz, se calculó la 

velocidad máxima de muerte exponencial, µmax (ecuación (1.2)) (McMeekin et al., 1993): 

𝜇𝑚𝑎𝑥 =
𝐵𝐶

𝑒
                                                                (1.2) 

La bondad de ajuste se evaluó a partir del coeficiente de correlación ajustado (R2
adj) y la raíz 

del error cuadrático medio (RMSE) (Ly-Nguyen et al., 2003), descritos por las ecuaciones (1.3) y 

(1.4), respectivamente. 

𝑅2
𝑎𝑑𝑗 = 1 −  

(𝑛−1)(1−
𝑆𝑄𝑄𝑟𝑒𝑔𝑟𝑒𝑠𝑠𝑖𝑜𝑛

𝑆𝑄𝑄𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
)

(𝑛−𝑝)
                                          (1.3) 

𝑅𝑀𝑆𝐸 = √
𝑆𝑄𝑄𝑟𝑒𝑠𝑖𝑑𝑢𝑎𝑙

(𝑛−𝑝)
                                                    (1.4) 

donde 𝑛 es el número de observaciones, 𝑆𝑄𝑄 es la suma de cuadrados, y  𝑝 es el número de 

parámetros en el modelo. 

La capacidad de predicción del modelo experimental basado en la ecuación modificada de 

Gompertz (ecuación (1.1)) se determinó mediante el cálculo del factor de ajuste (Af), el cual es el 

valor absoluto de la relación entre las predicciones y los datos observados (ecuación (1.5)), y el 

factor de exactitud (Bf), que representa el promedio general de la relación entre las predicciones y 

los datos observados (ecuación (1.6)) (Ross, 1996), usando un grupo de datos no utilizados en la 

modelización.  

𝐴𝑓 =  10
1

𝑛
|∑ 𝐿𝑜𝑔10(

𝑋𝑝

𝑋𝑜
)|

                                                         (1.5) 
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𝐵𝑓 =  10
1

𝑛
∑ 𝐿𝑜𝑔10(

𝑋𝑝

𝑋𝑜
)
                                                          (1.6) 

donde 𝑛 es el número total de observaciones, 𝑋𝑝 es el valor predicho, y 𝑋𝑜 es el valor 

observado.  

1.4.6 Análisis microbiológico y fisicoquímico. 

Para los estudios del efecto de los tratamientos térmicos moderados sobre la calidad 

microbiológica y propiedades fisicoquímicas de la pulpa de guanábana, se seleccionaron las 

temperaturas y tiempos de exposición que cumplieron con el criterio microbiológico 5-log10 del 

microorganismo en estudio; criterio establecido por la FDA (2004) para productos pasteurizados. 

Para hacer esto, 200 mL de pulpa se colocaron en frascos de vidrio estériles y se sumergieron en 

un baño de agua en recirculación (Tempstirtm, Precision Scientific Company, Tamil Nadu, India), 

y se sometieron a los tratamientos térmicos seleccionados. Posteriormente, los frascos se retiraron 

e inmediatamente se enfriaron en un baño de agua con hielo. La pulpa no tratada se usó como 

control. 

1.4.6.1 Análisis microbiológico. 

Después de cada tratamiento térmico, las muestras de pulpa se analizaron para el recuento de 

hongos y levaduras, coliformes totales, mesófilos aerobios y E. coli, mediante el método de vertido 

en placa. Las muestras se diluyeron en serie con agua de peptona estéril al 0.1% (PW, BD/Difco 

Laboratories, Sparks, Md., USA.) y alícuotas de 0.1 mL de la solución diluida se colocó en placas, 

en duplicado, vertiendo agar de papa dextrosa (PDA agar, BD/Difco Laboratories, Sparks, Md., 

USA.) para el conteo de hongos y levaduras; agar bilis rojo violeta (RBVA agar, BD/Difco 

Laboratories, Sparks, Md., USA.) para coliformes totales; agar nutriente (NA agar, BD/Difco 

Laboratories, Sparks, Md., USA.) para mesófilos aerobios; y agar de triptona bilis X-glucorónido 

(TBX agar, Sigma-Aldrich) para E. coli. Las placas se incubaron a 37 °C durante 48 h para 
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mesófilos aerobios, coliformes totales y E.coli, y a 25 °C durante 5 días para hongos y levaduras. 

Posteriormente, se hizo el conteo (UFC mL-1). Los análisis se repitieron tres veces en ensayos 

separados. 

1.4.6.2 Medición de color. 

Los parámetros de color, L*, a* y b* se midieron en la pulpa tratada y no tratada usando un 

colorímetro D-25 PC2 (Hunter Lab, VA, USA). La muestra se colocó en una celda de vidrio óptico 

de 90 mL (Hunter Lab, VA, USA). L* representa la luminosidad de las muestras (0 = negro a 100 

= blanco) y los valores de a* y b* indican la variación en el tono desde verde a rojo (–60 a +60) y 

desde azul a amarillo (–60 a +60), respectivamente (Pinheiro et al., 2013). La diferencia total de 

color (∆𝐸∗) y el índice de oscurecimiento (𝐵𝐼) se calcularon usando las ecuaciones (1.7) y (1.8) 

respectivamente (Ferrari et al., 2010). 

∆𝐸∗ =  √(∆𝐿∗)2 +  (∆𝑎∗)2 +  (∆𝑏∗)2                                             (1.7) 

donde ∆𝐿∗ , ∆𝑎∗, y ∆𝑏∗, son las diferencias entre la muestra tratada y el control en 𝐿∗, 𝑎∗, y 𝑏∗, 

respectivamente. 

𝐵𝐼 = [100(𝑥 − 0.31)]/0.172                                                  (1.8) 

donde 𝑥 = (𝑎∗ + 1.75 𝐿∗)/(5.645 𝐿∗+ 𝑎∗– 3.012 𝑏∗) 

1.4.6.3 Sólidos solubles totales, pH y acidez titulable. 

Los sólidos solubles totales (TSS), pH y acidez titulable se determinaron mediante 

metodologías estándar (AOAC, 1990). TSS se cuantificaron usando un refractómetro (Atago PAL-

1, Tokio, Japan). El pH se midió con un potenciómetro (HI 2210, Hanna Instruments, Romania, 

EU). La acidez titulable se determinó mediante el método de titulación con NaOH 0.1 N usando 

fenolftaleína como indicador. 
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1.4.6.4 Ácido ascórbico. 

El contenido de ácido ascórbico se determinó por el método de titulación (AOAC, 2000). Tres 

mL de muestra se diluyeron con 30 mL de ácido oxálico 0.5 g/100 mL. Una alícuota de 5 mL se 

tituló usando una solución de 2,6-diclorofenol indofenol. los resultados se expresaron como mg de 

ácido ascórbico en 100 mL de pulpa (mg 100 mL-1). 

1.4.6.5 Azúcares totales. 

Los azúcares totales (mg mL-1) se cuantificaron usando el método de antrona (Witham et al., 

1971). Para la extracción de azúcar, 1 mL de pulpa se mezcló con 60 mL de alcohol etílico al 

99.9% (J. T. Baker) y agua (8:2 v/v). La mezcla se hirvió hasta obtener 20 mL. 1 mL del extracto 

se evaporó a 60 °C durante 15 min. El residuo se disolvió inmediatamente con 60 mL de agua 

destilada. Posteriormente, 1 mL de esta solución se mezcló con 2 mL de agua destilada y 6 mL de 

solución de antrona al 0.4% (0.4 g de antrona en 100 mL de ácido sulfúrico al 98.8%). Enseguida, 

la mezcla se colocó en agua hirviendo durante 3 min, se enfrió en un baño de agua con hielo, y se 

midió la absorbancia a 600 nm (Spectronic 20, Milton Roy, Houston, TX, USA) usando una 

mezcla de 3 mL de agua destilada y 6 mL de antrona al 0.4% como blanco. Los azúcares totales 

se calcularon por interpolación de los valores en una curva de calibración preparada con glucosa. 

1.4.6.6 Azúcares reductores. 

La extracción de azúcar se preparó como se describió en la sección previa. Los azúcares 

reductores se cuantificaron según lo descrito por Nelson (1944) y Somogy (1952). Para ello, 1 mL 

del extracto se evaporó a 60 °C durante 15 min. El residuo se disolvió inmediatamente con 60 mL 

de agua destilada. Luego, 1 mL de esta solución se mezcló con 1 mL del reactivo Nelson-Somogy. 

Este reactivo se preparó mezclando carbonato de sodio anhidro al 2.5%, tartrato de sodio y potasio 

al 2.5%, bicarbonato de sodio al 2%, sulfato de sodio anhidro al 2% y sulfato de cobre al 15%. 
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Posteriormente, la mezcla se colocó en agua a 80 °C durante 15 min, se enfrió con agua y hielo, y 

enseguida se adicionó 1 mL del reactivo de arseniomolibdato (molibdato de amonio al 5.5%, 

arseniato de sodio al 12% y ácido sulfúrico al 98.8%). De inmediato, se agregaron 7 mL de agua 

destilada y se midió la absorbancia a 540 nm (Spectronic 20, Milton Roy, Houston, TX, USA) 

usando una mezcla de 8 mL de agua destilada, 1mL del reactivo Nelson-Somogy y 1 mL del 

reactivo de arseniomolibdato como un blanco. Los azúcares reductores se calcularon por 

interpolación de los valores en una curva de calibración preparada con glucosa. Los resultados se 

expresaron como mg de glucosa en 1 mL de pulpa (mg mL-1). 

1.4.6.7 Contenido de fenoles totales. 

El contenido de fenoles totales (TPC) se determinó de acuerdo al método descrito por 

Waterhouse (2002), con algunas modificaciones. Para ello, 1 mL de pulpa de guanábana se mezcló 

con 10 mL de metanol-agua (8:2 v/v) y se dejó reposar durante 24 h. Enseguida, 200 µL del 

extracto se mezclaron con 1.5 mL de agua destilada y 0.1 mL del reactivo Folin-Ciocalteu (1:1 

(v/v)). Después de 3 min, se añadieron 0.2 mL de una solución de carbonato de sodio (20% (w/v)). 

La mezcla se revolvió y se incubó a temperatura ambiente en la oscuridad por 1 h. La absorbancia 

se midió a 765 nm usando un espectrofotómetro (Spectronic® GenesysTM 5, Spectronic Instruments 

Inc., Rochester, NY, USA). El TPC se calculó por interpolación de los valores en una curva de 

calibración preparada con ácido gálico. Los resultados se expresaron como equivalentes de ácido 

gálico (GAE) en 100 mL de pulpa (mg GAE 100 mL-1).  

1.4.7 Análisis estadístico. 

El análisis de varianza (ANOVA) se usó para evaluar los efectos de la intensidad de 

temperatura y tiempo en la pulpa de guanábana utilizando n = 3 para los estudios en la inactivación 

de L. monocytogenes y n = 5 para las determinaciones fisicoquímicas (color, pH, acidez titulable, 
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TSS, ácido ascórbico, azúcares totales, azúcares reductores y TPC) en cada tratamiento 5-Log10. 

La prueba de múltiples rangos (MRT) y la distribución de Fisher (LSD) se calcularon para 

comparar los tratamientos (p ˂ 0.05) y contraste de igualdad de varianzas. Los análisis estadísticos 

se hicieron usando el software Statgraphics Centurion XV (Statpoint Technologies Inc, Warrenton, 

VA, USA), y los ajustes del modelo matemático con el programa GraphPad PRISM (GraphPad 

Software, Inc., San Diego, CA, USA). 

1.5 RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 

1.5.1 Inactivación de L. monocytogenes. 

Curvas de sobrevivencia se obtuvieron graficando el logaritmo de la fracción sobreviviente de 

células de L. monocytogenes inoculadas en la pulpa de guanábana después de las temperaturas 

aplicadas (50.0, 52.5, 55.0, 57.5 y 60.0 ºC) y tiempos de exposición (0–60 min) (Figura 1.1), donde 

se observó que el aumento de la temperatura condujo a una disminución de la fracción 

sobreviviente del microorganismo en tiempos cada vez más cortos. De acuerdo al criterio de 

seguridad dado por la FDA (2004) y la NACMCF (2006) para productos pasteurizados, 

reducciones 5-log10 de L. monocytogenes en pulpa de guanábana se lograron a: 1) 50.0 °C, 60 min 

(Figura 1.1(a)); 2) 52.5 °C, 16 min (Figura 1.1(b)); 3) 55.0 °C, 10 min (Figura 1.1(c)); 4) 57.5 °C, 

5 min (Figura 1.1(d)); and 5) 60.0 °C, 1.25 min (Figura 1.1(e)). Algunos autores han demostrado 

la efectividad de tratamientos térmicos moderados para inactivar L. monocytogenes en diferentes 

sustratos de frutas. Benlloch-Tinoco et al. (2014) encontraron que para lograr una reducción de 5-

log10 de L. monocytogenes en puré de kiwi (pH = 3.39) al someterlo a 55 °C, se requirieron tiempos 

superiores a 5.92 min. Siguemoto et al. (2018) reportaron que el criterio de seguridad dado por la 

FDA (reducción 5-log10) y la NACMCF (2006) se cumplió con un tratamiento térmico a 55 °C 

durante 180 s (3 min) en jugo de manzana (pH = 3.5). Además, Hassani et al. (2005) reportaron 
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que 5-log10 de L. monocytogenes fueron inactivados en un medio de referencia (pH = 4) cuando 

este se sometió a 58 °C por 1.4 min. Al respecto, se ha reportado que la destrucción de los 

microorganismos mediante tratamiento térmico puede ser afectada no solo por la temperatura sino 

también por las características del sustrato, por ejemplo, el pH, la actividad del agua o la presencia 

de conservantes químicos (Mañas et al., 2003; Murphy et al., 2002; Peleg and Cole, 1998;). 

Los estudios sobre la inactivación térmica de microorganismos por el método capilar se han 

reportado como un procedimiento preciso para medir la resistencia al calor con la ventaja de que 

los tiempos necesarios para alcanzar las temperaturas de tratamiento (come-up time) son más 

cortos en comparación con otros métodos que podrían reducir el tiempo lag térmico, y el uso de 

volúmenes más bajos de suspensiones con alta concentración del microorganismo. Mediante este 

método, se han observado comportamientos tanto lineales como no lineales en las curvas de 

sobrevivencia atribuidos a las diferencias, por ejemplo, en la composición de sustratos alimentarios 

(pH, contenido sólido, actividad del agua, entre otros), cepa utilizada, rango de temperatura y 

método de calentamiento (Fernández et al., 1999; Fujikawa et al., 2000, 2001; Vega et al., 2016). 

En el caso del comportamiento de inactivación lineal, Fairchild y Foegeding (1993) estudiaron la 

resistencia al calor de L. monocytogenes y L. innocua M1 en leche descremada; los valores D se 

determinaron en un rango de 38.5 s a 61.8 °C hasta 1.4 s a 69.5 °C, y valores z de 5.5 y 5.6 °C, 

respectivamente. Las resistencias térmicas fueron similares entre ellos y los hombros no se 

observaron en las curvas de sobrevivencia. En el caso de un comportamiento no lineal, 

desviaciones de la linealidad se han observado frecuentemente en los estudios de inactivación 

térmica de microorganismos tales como curvas con hombros y/o colas. Linton et al. (1996) 

explicaron que una región del hombro puede ser más pronunciada en los sistemas alimentarios con 

alto contenido de NaCl o pH casi neutro. Por lo tanto, un aumento de la temperatura, o una 
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reducción del pH o NaCl a bajas temperaturas podrían ser estrategias adecuadas para disminuir los 

hombros asociados con las curvas de sobrevivencia. En las curvas de inactivación obtenidas 

(Figura 1.1), los hombros fueron más cortos a temperaturas más altas. Garre et al. (2017), Geeraerd 

et al. (2005) y Mossel et al. (1995) describieron el efecto del hombro bajo la hipótesis de la 

presencia de una sustancia teórica Cc alrededor o en cada célula, que inhibe la inactivación 

microbiana; además, esta sustancia teórica se destruye gradualmente. Por otra parte, la generación 

de proteínas de choque térmico en las células microbianas durante el calentamiento podría estar 

relacionada con la formación de colas, que posiblemente sea el efecto de una subpoblación termo-

resistente (Fujikawa et al., 2001). Vega et al. (2016) estudiaron las curvas de inactivación 

isotérmica de L. innocua CECT 910 en una bebida vegetal por el método capilar donde las células 

fueron expuestas a tres niveles de pH (4.25, 4.75 y 5.20), cuatro niveles de temperatura (50, 55, 

60, 65 °C) y diferentes tiempos de exposición (0–75 min). La ecuación modificada de Gompertz 

proporcionó la mejor bondad de ajuste para describir las curvas de sobrevivencia no lineales con 

hombros y colas, y la temperatura y el tiempo fueron los factores más influyentes que afectaron la 

carga microbiana final en el caso del nivel de temperatura más alto (65 °C), y el tiempo en el caso 

del nivel de temperatura más bajo (50 °C) probado. Fujikawa et al. (2000, 2001) estudiaron la 

inactivación térmica de las esporas de Aspergillus niger a temperaturas que variaron de 55 a 66 °C 

mediante el método capilar, y reportaron curvas de inactivación con hombro, declive lineal rápido 

y/o cola inclinada. Los autores indicaron que los hombros fueron más cortos a temperaturas más 

altas, y la región de la cola descrita como pendiente, dependió de la temperatura. 

1.5.2 Ajuste del modelo matemático. 

La Figura 1.1 muestra que las curvas de inactivación de L. monocytogenes en pulpa de 

guanábana tratada térmicamente se desviaron notoriamente de la linealidad, presentando un 
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comportamiento de tipo sigmoidal. Por ende, las curvas de inactivación se ajustaron mediante el 

modelo no lineal ecuación modificada de Gompertz (ecuación (1.1)), versátil para el ajuste de 

curvas de inactivación no lineales (Saucedo-Reyes et al., 2017; Vega et al., 2016). La ecuación 

modificada de Gompertz puede ser usada para modelar curvas de sobrevivencia de tipo sigmoidal 

de L. monocytogenes inoculada en productos alimenticios pasteurizados térmicamente (Linton et 

al.,1995, 1996). En estudios térmicos, es probable que la ecuación modificada de Gompertz 

proporcione una estimación más precisa de la resistencia de un microorganismo que el modelo de 

primer orden (Bhaduri et al.,1991). 

Existen evidencias suficientes sobre la termoresistencia de L. monocytogenes en diferentes 

sustratos. Algunos autores han encontrado curvas de sobrevivencia no lineales, y la distribución 

de Weibull (Char et al., 2010; Fernández et al., 2007; Siguemoto et al., 2018), la ecuación 

modificada de Gompertz (Chhabra et al., 1999; Huang, 2009; Linton et al., 1995, 1996), y otras 

funciones no lineales (Cole et al., 1993; Xiong et al., 1999), han demostrado que se ajustan a las 

curvas de sobrevivencia de L. monocytogenes de manera adecuada. Otros estudios han reportado 

que cuando las curvas de sobrevivencia tienen una tendencia lineal, una cinética de primer orden 

sigue siendo la forma más utilizada para describir el comportamiento cinético bajo tratamiento 

térmico (Awuah et al., 2007; Hassani et al., 2005). 

Algunas aplicaciones computacionales usadas para los procedimientos de regresión en la 

inactivación térmica de Listeria spp., donde una región de “hombro” y/o “cola” han sido 

ampliamente reportados con una bondad de ajuste aceptable son: SAS (Statistical Analysis 

System) en Stephens et al. (1994), JMP (Statistical Analytical Systems, Cary, NC) en Linton et al. 

(1995, 1996), el paquete SPSS 6.1.2 en Xiong et al. (1990), GraphPad PRISM en Hassani et al. 

(2005), el lenguaje de programación FORTRAN 77 (Fortran 5.1, Microsoft Corporation ®, 1990) 
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en Gil et al. (2006), Statistica © 6.0 (Statsoft, USA) y Microsoft® Excel 2000 (Microsoft 

Corporation, USA) en Miller et al. (2009), la herramienta GInaFit y Statgraphics Centurion XV 

(Statpoint Inc.) en Vega et al. (2009). Bioinactivation FE es un software reciente propuesto por 

Garre et al. (2017, 2018a, 2018b, 2018c, 2018d, 2019) que también puede ser usado para modelar 

inactivación microbiana bajo condiciones dinámicas o isotérmicas y para predicciones. Este 

software es una aplicación web fácil de usar para usuarios sin experiencia en programación y donde 

están disponibles modelos matemáticos lineales y no lineales, y se puede desarrollar la 

discriminación entre estos. 

En este estudio, el programa GraphPad PRISM fue efectivo para el ajuste del modelo 

modificado de Gompertz (ecuación (1.1)) a los datos cinéticos de inactivación. Usando R2
adj y 

RMSE como criterio para determinar la bondad de ajuste, la ecuación modificada de Gompertz 

fue apropiada para representar los datos de inactivación térmica como lo muestran los valores altos 

de R2 adj obtenidos, que oscilan entre 99.2 y 99.9%, y los valores bajos de RMSE (Cuadro 1.1). Por 

su parte, Xiong et al. (1999) reportaron que el ajuste del modelo modificado de Gompertz fue 

apropiado para describir curvas no lineales al modelar la inactivación térmica (50–60 °C) de L. 

monocytgenes Scott A en fórmula infantil. 

Así mismo, mediante el ajuste de la ecuación modificada de Gompertz a los datos 

experimentales, se obtuvieron los parámetros C, B y M (Cuadro 1.1). El parámetro C superó las 

cinco reducciones del ciclo logarítmico en todas las condiciones ensayadas, lo que sugiere que los 

tratamientos ensayados fueron efectivos para disminuir significativamente las células de L. 

monocytogenes en la pulpa de guanábana. El Cuadro 1.1 muestra que los parámetros C y B 

aumentaron, mientras que el parámetro M disminuyó significativamente al incrementar la 

temperatura. Los parámetros C y B se usaron para calcular la velocidad máxima de muerte 
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(ecuación (1.2)). Los valores de la velocidad máxima de muerte (𝜇𝑚𝑎𝑥) obtenidos (Cuadro 1.1) 

incrementaron a medida que se aumentó la temperatura de calentamiento, lo que sugiere que, al 

aumentar la temperatura, la población microbiana murió más rápidamente. Linton et al. (1996) 

evaluaron la resistencia al calor de L. monocytogenes en fórmulas infantiles a 50, 55 y 60 °C; 

valores de pH de 5.0, 6.0 y 7.0; y concentración de NaCl de 0%, 2% y 4%; y encontraron que a 

medida que la temperatura de calentamiento aumentaba de 50 °C a 60 °C, la muerte de las células 

microbianas se aceleraba, generando curvas de sobrevivencia con o sin regiones escasas de 

hombros o colas.  

En los tratamientos por calor, la determinación del parámetro cinético secundario (zT) indica el 

incremento de temperatura necesaria para disminuir un ciclo logarítmico el valor del parámetro 

cinético primario. ZT puede ser calculado como el valor inverso del gradiente para la relación lineal 

entre el logaritmo decimal del parámetro cinético primario y la temperatura aplicada. Por lo tanto, 

con la relación lineal del logaritmo decimal de cada parámetro estimado, C, B, M, and max, frente 

a la temperatura, Figura 2.2 (a) a (d), respectivamente, se determinaron los modelos secundarios 

(ecuaciones (1.8) a (1.11)) y el valor zT para cada parámetro (Cuadro 1.2). Los coeficientes de 

determinación obtenidos por cada relación lineal fueron representativos en un nivel de confianza 

del 95%.  

De acuerdo con la Figura 2.2, se pudo observar un efecto positivo de la temperatura en los 

parámetrosmax, C, y B, y un efecto negativo en el parámetro M. El parámetro C mostró el valor 

zT más alto de 209.083 °C debido a que el valor de la pendiente de la línea es pequeño en 

comparación con los otros valores (Cuadro 1.2). Por otro lado, en el caso de los parámetros max, 

B y M, cuanto más pronunciada sea la línea, mayor será la pendiente y los valores zT más bajos 

(Cuadro 1.2). Particularmente en el parámetro C, Linton et al. (1996) observaron que este valor se 
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aproximaba al valor de la fracción de sobrevivencia logarítmica cuando la curva de sobrevivencia 

comenzó a formar una región de colas, y representaba un área de la curva de sobrevivencia que se 

caracterizó por una disminución sustancial en la velocidad de muerte. Los valores del parámetro 

C determinados en este estudio fueron desde 5.197  0.016 a 5.826  0.21 (Cuadro 1.1), indicando 

que las curvas comenzaron a formar una cola en esos valores. Miller et al. (2009) estudiaron el 

efecto de los tratamientos térmicos (52.5–65 °C) sobre cepas de L. innocua (10528 y 2030c) en 

cultivo de caldo y dos fases de crecimiento (exponencial y estacionaria), y se utilizó el modelo de 

Gompertz y se determinó la influencia de la temperatura, fase de crecimiento y cepa de cultivo en 

los parámetros cinéticos. Como resultado, se observaron diferencias en los valores z influenciadas 

principalmente por la temperatura y los factores de fase de crecimiento; temperaturas más altas 

implicaron períodos de hombro estrechos, velocidades de inactivación más altas y una cola más 

evidente debido a una población residual probablemente resistente al calor. Vega et al. (2016), 

mediante una regresión lineal del logaritmo decimal del parámetro cinético primario (max) versus 

temperatura aplicada, determinaron un valor zT de 7.11 °C.  

1.5.3 Validación del modelo. 

La validación del modelo matemático experimental basado en la ecuación modificada de 

Gompertz y la integración las ecuaciones (1.8) a (1.11) (Cuadro 1.2) a la ecuación (1.1) se llevó a 

cabo mediante el cálculo del factor de ajuste (Af) (ecuación (1.5)), y el factor de exactitud (Bf) 

(ecuación (1.6)). El factor de ajuste (Af) indica por cuánto las predicciones difieren de los datos 

observados. Idealmente, los modelos predictivos deberían tener un Af = 1, pero típicamente, el 

factor de ajuste incrementará 0.100.15 por cada variable en el modelo (Ross et al., 2000). El 

factor de exactitud (Bf) compara las predicciones del modelo. Bf = 1 significa que los datos 

observados son igualmente distribuidos por encima y por debajo de las predicciones produciendo 
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una concordancia perfecta. Bf ˂ 1 significa que el modelo sub-predice, y cuando Bf ˃ 1 indica que 

el modelo sobre-predice la respuesta de la inactivación bacteriana. Un valor de Bf aceptable para 

un modelo predictivo puede ser 0.751.25 (Pérez-Rodríguez y Valero, 2013). Los valores Af y Bf 

obtenidos para cada nivel de temperatura se muestran en el Cuadro 1.3. El valor Af para la 

temperatura de 57.5 °C fue el más elevado, pero se encontró dentro del rango aceptable. Para la 

misma temperatura, de 57.5 °C, el valor Bf obtenido sobre-predijo la respuesta de la inactivación 

bacteriana; sin embargo, el valor Bf promedio fue cercano a 1. En este sentido, el modelo de 

Gompertz podría ser aceptable para predecir el comportamiento de L. monocytogenes inoculada 

en pulpa de guanábana tratada térmicamente a 50.0, 52.5, 55.0, 57.5, y 60.0 °C. 

1.5.4 Calidad microbiológica y propiedades fisicoquímicas. 

1.5.4.1 Calidad microbiológica. 

Los resultados obtenidos equivalieron a menos de un coliforme por mL (NOM-113-SSA1-

1994) y menos de 1 UFC mL-1 de E. coli, tanto en la pulpa de guanábana no tratada como en las 

muestras de pulpa sometidas a los tratamientos térmicos 5-log10 (50.0 °C/60 min, 52.5 °C/16 min, 

55.0 °C/10 min, 57.5 °C/5 min y 60.0 °C/1.25 min). La pulpa no tratada estuvo por debajo (22.25 

± 0.58 UFC mL-1) del límite permisible (≤100 UFC mL-1) de mesófilos aerobios y por arriba del 

nivel permisible de 25 UFC mL-1 de hongos y levaduras (86.75 ± 4.79 UFC mL-1) de acuerdo con 

las especificaciones microbiológicas para jugos y néctares pasteurizados de la norma NOM-130-

SSA1-1995. No se detectaron mesófilos aerobios, hongos y levaduras en las pulpas tratadas a 52.5, 

55.0, 57.5, y 60.0 °C. Sin embargo, la pulpa tratada a 50 °C/60 min contenía mesófilos aerobios 

(˂100 UFC mL-1), y hongos y levaduras (˂ 25 UFC mL-1). A pesar de este conteo, la pulpa 

sometida a 50 °C/60 min estuvo dentro del rango aceptable para mesófilos aerobios, hongos y 

levaduras. La NOM-130-SSA1-1995 especifica que, para jugos y néctares pasteurizados, el límite 
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máximo permisible de mesófilos aerobios es 100 UFC mL-1 y 25 UFC mL-1 de hongos y levaduras. 

Por lo tanto, los tratamientos térmicos aplicados a la pulpa de guanábana fueron efectivos. 

1.5.4.2 Color. 

Los parámetros de color, L* (luminosidad), a* (componente rojo), y b* (componente amarillo) 

de pulpa de guanábana disminuyeron (p ˂ 0.05) al aumentar la temperatura de calentamiento, 

siendo el cambio de color no dependiente de la duración del tratamiento térmico (Cuadro 1.4). 

Esto sugiere que, al aumentar la temperatura de calentamiento, la pulpa es menos brillante (valores 

L* más bajos), que la pulpa no tratada. Además, al aumentar la temperatura de procesamiento (de 

50 a 60 °C), los valores de BI fueron más bajos, lo que sugiere que la pulpa fue más transparente, 

como lo mencionaron Chaikham and Apichartsrangkoon (2012) cuando estudiaron las propiedades 

físicas y bioquímicas de zumos de longan (Dimocarpus longan) pasteurizados y presurizados. 

Chaikham et al. (2017) reportaron que la luminosidad (L*) disminuyó en pulpa de litchi en almíbar 

tratada térmicamente (90 °C, por 5 min) en comparación con la pulpa fresca. Por otra parte, Anaya-

Esparza et al. (2017a) reportaron que los parámetros a* y b* disminuyeron en néctar de guanábana 

termosonicado (1.4 W/mL a 51 °C por 10 min) comparado con el néctar sin tratar. Umme et al. 

(2001) reportaron que el amarillamiento (valores b*) de puré de guanábana disminuyó después de 

la pasteurización y que calentar el puré podría haber destruido el pigmento amarillo del puré. 

Un valor más alto que 3.0 en ΔE ha sido considerado para indicar cambios perceptibles en color 

(Choi et al., 2002). En este sentido, el Cuadro 1.4 muestra que todas las pulpas tratadas 

térmicamente tuvieron ΔE > 3.0, excepto para pulpa tratada a 50 °C por 60 min, el cual fue ΔE = 

2.79. Esto sugiere que esta pulpa no mostró cambios notables en color. 
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1.5.4.3 Sólidos solubles totales, pH y acidez titulable. 

Los tratamientos térmicos aplicados a la pulpa de guanábana no tuvieron efectos significativos 

en el contenido de TSS y en la acidez titulable; sin embargo, el pH disminuyó en las pulpas tratadas 

con respecto a la pulpa no tratada (Cuadro 1.5). En relación a esto, Anaya-Esparza et al. (2017b) 

reportaron que un néctar de guanábana pasteurizado térmicamente (65 °C/30 min) tuvo un pH de 

3.6 mientras que el pH del néctar fresco no pasteurizado fue de 3.7. Por otra parte, Baskaran et al. 

(2016) reportaron que al pasteurizar pulpa de saramuyo (A. squamosa) y guanábana a 85 °C 

durante 20 min no hubo cambios en la acidez titulable de ambas pulpas al compararlas con la pulpa 

fresca. Sin embargo, ellos reportaron que el contenido de TSS en la pulpa de guanábana aumentó 

con el tratamiento térmico, pero la temperatura de tratamiento fue mayor que las que se aplicaron 

en este estudio. En otro trabajo, Hoffmann et al. (2017), reportaron que pulpa de la fruta de butiá 

(Butia odorata) pasteurizada a 100 °C durante 15 min, mostró un mayor contenido de TSS que la 

pulpa no pasteurizada, lo cual podría estar asociado con la evaporación del agua de la pulpa durante 

el tratamiento térmico. 

1.5.4.4 Azúcares totales, azúcares reductores y ácido ascórbico. 

El contenido de azúcares totales y azúcares reductores en la pulpa de guanábana disminuyeron 

con cada uno de los tratamientos térmicos aplicados a esta (Cuadro 1.5). El contenido de ácido 

ascórbico en la pulpa sin tratar fue de 0.82 mg 100 mL-1, sin cambios significativos en las pulpas 

sometidas a 50.0 °C/60 min y 52.5 °C/16 min, pero con disminución significativa en las pulpas 

sometidas a 55.0 °C/10 min; 57.5 °C/5 min, y 60.0 °C/1.25 min, con valores determinados de 0.57 

mg 100 mL-1, 0.49 mg 100 mL-1, y 0.45 mg 100 mL-1, respectivamente. Baskaran et al. (2016) 

mencionaron que los azúcares totales y el contenido de ácido ascórbico disminuyeron en pulpa de 

Annona. squamosa al pasteurizarla a 85 °C durante 20 min. Anaya-Esparza et al. (2017b) 
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reportaron 50% de pérdidas de ácido ascórbico en néctar de guanábana pasteurizado a 65 °C 

durante 30 min, en comparación con el néctar fresco. En este estudio, la pulpa de guanábana perdió 

45% de ácido ascórbico cuando se sometió a 60 °C /1.25 min. El ácido ascórbico es altamente 

termolábil y se degrada fácilmente con la aplicación de calor (Igual et al., 2010; Rawson et al., 

2011). 

1.5.4.5 Contenido de fenoles totales. 

El TPC en la pulpa de guanábana no tratada fue de 37.72 mg GAE 100 mL-1 (Cuadro 1.5). La 

pulpa tratada térmicamente a 50.0 °C/60 min no mostró cambios en el TPC, con respecto a la pulpa 

no tratada. El TPC disminuyó cuando la pulpa se sometió a 52.5 °C/16 min, 55.0 °C/10 min, 

57.5°C/5 min, y 60.0 °C/1.25 min. El descenso en TPC podría deberse a la oxidación y 

polimerización de los compuestos fenólicos durante el procesamiento con calor (Tembo et al., 

2017; Wang et al., 2000). Además, el método de cocción, el tiempo y la temperatura pueden influir 

en la estabilidad de los compuestos (Rickman et al., 2007). Hoffmann et al. (2017) evaluaron el 

impacto de un tratamiento térmico (100 °C/15 min) en pulpa de fruta de butiá (Butia odorata) y 

observaron una reducción del 5% en TPC después del procesamiento térmico. En puré de fresa, el 

procesamiento térmico (88 °C/2 min) redujo el TPC hasta un 24% (Terefe et al., 2013).  

1.6 CONCLUSIONES.  

Reducciones 5-log10 de L. monocytogenes en pulpa de guanábana se lograron a 50.0 °C/60 min, 

52.5 °C/16 min, 55.0 °C/10 min, 57.5 °C/5 min y 60.0°C/1.25 min cumpliendo con el criterio de 

seguridad dado por la FDA (reducción 5-log10). Además, los resultados obtenidos a partir de los 

tratamientos térmicos 5-log10 aplicados a la pulpa de guanábana indicaron que la pulpa mostró 

cambios en los parámetros de color y hubo una disminución en azúcares totales, azúcares 

reductores, ácido ascórbico, TPC, y pH. Las pulpas tratadas a 50.0 °C/60 min y 52.5 °C/16 min no 
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mostraron cambios significativos en contenido de ácido ascórbico con respecto al control. En 

adición, la pulpa sometida a 50.0 °C/60 min no mostró cambios significativos en TPC. Estos 

tratamientos térmicos podrían ser una opción para el procesamiento térmico de pulpa de guanábana 

sin afectar significativamente el contenido de ácido ascórbico y TPC. Además, ambos tratamientos 

resultaron ser seguros microbiológicamente.  
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Figura 1.1 Curvas de sobrevivencia (○) de L. monocytogenes inoculada en pulpa de guanábana 

tratada térmicamente a) 50.0 °C, b) 52.5 °C, c) 55.0 °C. d) 57.5 °C, e) 60.0 °C. Curvas ajustadas 

(–) usando la ecuación modificada de Gompertz (ecuación (1.1)). Los valores graficados y las 

barras del error representan la media de tres réplicas y la desviación estándar correspondiente. 
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Figura 1.2 Relación entre la temperatura y los parámetros estimados de la ecuación modificada 

de Gompertz: a) parámetro C, b) parámetro B, c) parámetro M, d) µmax. Los puntos (○) representan 

los valores observados y las líneas continuas representan el ajuste del modelo. 
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Cuadro 1.1 Parámetros cinéticos primarios y bondad de ajuste determinados para curvas de inactivación de L. monocytogenes en pulpa 

de guanábana. 

Temperatura (°C) 

Parámetros de la ecuación modificada de Gompertz (ecuación (1.1)) 

 R2
adj RMSE C ± sd 

Log10 (CFU mL-1) 

B ± sd 

Log10 (CFU mL-1) min-1 

M ± sd 

min 

μmax ± sd 

Log10 (CFU mL-1) min-1 

50.0 5.197 ± 0.016 0.113 ± 0.004 14.542 ± 0.027 0.209 ± 0.007  0.993 0.253 

52.5 5.387 ± 0.022 0.252 ± 0.004 6.427 ± 0.010 0.500 ± 0.006  0.996 0.175 

55.0 5.532 ± 0.002 0.393 ± 0.000 2.502 ± 0.001 0.799 ± 0.001  0.992 0.244 

57.5 5.646 ± 0.028 0.881 ± 0.004 1.973 ± 0.006 1.830 ± 0.009  0.999 0.123 

60.0 5.826 ± 0.021 3.625 ± 0.101 0.560 ± 0.001 7.768 ± 1.188  0.997 0.165 

sd, desviación estándar. 
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Cuadro 1.2 Modelos secundarios y valores zT para L. monocytogenes en pulpa de guanábana. 

Modelo secundario zT (°C) R2 Ecuación 

𝐿𝑜𝑔10 𝐶 = 0.0048 𝑇 + 0.4784 209.083 0.992 (1.8) 

𝐿𝑜𝑔10 𝐵 = 0.1423 𝑇 − 8.1148 7.029 0.960 (1.9) 

𝐿𝑜𝑔10 𝑀 = −0.1337 𝑇 + 7.8332 7.482 0.971 (1.10) 

𝐿𝑜𝑔10 𝜇𝑚𝑎𝑥 = 0.1482 𝑇 − 8.1347 6.749 0.964 (1.11) 

T, temperatura (°C). 

 

 

 

Cuadro 1.3 Factor de ajuste (Af) y factor de exactitud (Bf) de L. monocytogenes en pulpa de 

guanábana. 

Temperatura (°C) Af Bf a 

50.0 1.192 1.060 

52.5 1.075 0.985 

55.0 1.197 0.922 

57.5 1.298 1.244 

60.0 1.184 0.845 

Average 1.189 1.011 

aLos valores Bf están dentro del rango aceptable 0.751.25 (Dalgaard 2000, 2002; Ross et al., 

2000).  
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Cuadro 1.4 Parámetros de color en pulpa de guanábana.  

Temperatura (°C) Tiempo (min) L* a* b* ΔE* BI 

Control - 39.16a -0.72a 5.02a - 11.89a 

50.0 60 36.78b -1.02a 3.82b 2.79a 8.54ab 

52.5 16 34.32c -1.00a 3.06bc 5.35b 6.89bc 

55.0 10 32.70d -2.32b 3.00bc 7.06c 4.21cd 

57.5 5.0 31.74e -2.44b 2.34c 8.10c 1.72d 

60.0 1.25 30.60f -2.44b 2.12c 9.24d 1.05d 

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre las muestras (p ˂ 

0.05). Los valores son el promedio de cinco análisis. 

L*: luminosidad, a*: componente rojo, b*: componente amarillo, ΔE: diferencia de color, BI: 

índice de oscurecimiento. 
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Cuadro 1.5 Determinaciones fisicoquímicas en pulpa de guanábana. 

Temperatura  

(°C) 

Tiempo  

(min) 

pH TSS 

(°Brix) 

Acidez titulable 

(% ácido cítrico) 

Ácido 

ascórbico  

(mg 100 mL-1) 

Azúcares 

totales 

(mg mL-1) 

Azúcares 

reductores 

(mg mL-1) 

TPC  

(mg GAE * 

100 mL-1) 

Control - 3.75a 8.08a 0.464a 0.82a 115.90a 44.77a 37.72a 

50.0 60 3.70b 8.06a 0.468a 0.76a 106.71b 42.56b 35.96ab 

52.5 16 3.71b 8.06a 0.468a 0.76a 97.52c 40.82c 34.17b 

55.0 10 3.70b 8.08a 0.470a 0.57b 88.97d 37.48d 34.12b 

57.5 5.0 3.69c 8.06a 0.472a 0.49c 86.34e 35.69e 34.09b 

60.0 1.25 3.69c 8.04a 0.468a 0.45c 83.53f 32.99f 31.54c 

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre las muestras (p ˂ 0.05). Los valores son el promedio de 

cinco análisis. 

TSS: sólidos solubles totales, TPC: contenido de fenoles totales. 
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CAPÍTULO II. DISTRIBUCIÓN EMPÍRICA DE LA FRACCIÓN SOBREVIVIENTE DE 

Listeria monocytogenes EN PULPA DE GUANÁBANA SOMETIDA A TRATAMIENTOS 

TÉRMICOS MODERADOS. 

2.1 RESUMEN 

Las concentraciones microbianas en los alimentos frecuentemente se consideran distribuidas 

de forma lognormal. Sin embargo, alternativas a esta distribución se han propuesto para representar 

datos de contaminación microbiana. El objetivo de este trabajo fue usar una estimación kernnel 

para obtener la densidad empírica a partir de los datos de la fracción sobreviviente de L. 

monocytogenes inoculada en pulpa de guanábana, sometida a tratamientos térmicos moderados 

(50 °C/0–60 min, 52.5 °C/0–16 min, y 60.0 ºC/0–1.25 min), y calcular la probabilidad de obtener 

reducciones 5-Log10 de L. monocytogenes con los tratamientos térmicos probados. Dado que la 

FDA y la NACMCF requieren que los procesos de pasteurización garanticen al menos reducciones 

5-log10 del microorganismo en cuestión, es importante conocer la probabilidad de la reducción 

5-log10 lograda con los tratamientos térmicos evaluados en este estudio. La función de probabilidad 

por kernel, proporcionó una probabilidad de 11% de obtener una reducción 5-Log10 de L. 

monocytogenes tratada a 50 °C/0–60 min y de 18% a 52.5 °C/0–16 min y 60 °C/0–1.25 min, 

respectivamente, por lo tanto, con estos valores de probabilidad, los tratamientos térmicos 

evaluados fueron microbiológicamente seguros, ya que cada probabilidad (11% y 18%) indica una 

reducción 5-Log10 de L. monocytogenes. 

Palabras clave: distribución empírica, densidad, Listeria monocytogenes, pulpa de guanábana, 

tratamiento térmico. 
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2.2 ABSTRACT 

Microbial concentrations in food have been often considered to be lognormally distributed. 

However, alternatives to the lognormal distribution have been proposed to represent microbial 

contamination data. The objective of this work to use a kernel estimation to obtain the empirical 

density from the data of the survival fraction of L. monocytogenes inoculated in soursop pulp, 

subjected to moderate thermal treatments (50 °C/0–60 min, 52.5 °C/0–16 min, y 60.0 ºC/0–1.25 

min), and calculate the probability of getting 5-log10 reductions of L. monocytogenes with thermal 

treatments tested. Since the FDA and NACMCF requires that thermal pasteurization processes 

guarantee at least a 5-log10 reduction of the target microorganism, it is important to know the 

probability of 5-log10 reductions of L. monocytogenes achieved with thermal treatments evaluated 

in this study. The kernel probability function provided a probability of 11% for a 5-log10 reduction 

of L. monocytogenes treated at 50°C/0–60 min and 18% at 52.5°C/0–16 min and 60 °C/0–1.25 

min, respectively, therefore, with these probability values, the thermal treatments evaluated were 

microbiologically safe, since each probability (11% y 18%) indicates a 5-Log10 reduction of L. 

monocytogenes.  

Key words: Empirical distribution, density, Listeria monocytogenes, soursop pulp, thermal 

treatment 

2.3 INTRODUCCIÓN. 

En la evaluación cuantitativa del riesgo microbiológico (QMRA), los datos microbianos se 

utilizan como entrada en la evaluación de la exposición de dos maneras diferentes: como 

prevalencia y como concentración (Fischer et al., 2005; Havelaar et al., 2008; Rieu et al., 2007). 

Estas entradas están integradas con otros componentes de un modelo de exposición, lo que lleva a 

una salida final en forma de una dosis por porción de alimento, a la que están expuestos los 
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consumidores. Cuando se usan estimaciones sesgadas de prevalencia y concentración en QMRA, 

el manejo correcto de la salud pública por parte de las autoridades puede verse comprometido 

(Pouillot et al., 2013). Por lo tanto, en un enfoque estocástico para la evaluación de riesgos, las 

estimaciones puntuales de prevalencia o concentración no son deseadas. Así, para un lote de 

productos alimenticios, las concentraciones generalmente se ingresan como una distribución de 

probabilidad que representa la variabilidad dentro del lote de las concentraciones (Ribeiro, 2013). 

Los recuentos microbianos obtenidos por enumeración se convierten comúnmente en 

logaritmos de base 10 antes de cualquier cálculo matemático (Niemelä, 2003) y las 

concentraciones microbianas en los alimentos frecuentemente se consideran distribuidas de forma 

lognormal, es decir, sus logaritmos de base 10 siguen una distribución normal (Busschaert et al., 

2010; Crépet et al., 2007; Reinders et al., 2002). Sin embargo, se han discutido y propuesto algunas 

alternativas a la distribución lognormal para representar los datos de contaminación microbiana. 

Las distribuciones discretas, particularmente las generalizaciones de Poisson, como el Poisson-

gamma (también llamado binomio negativo) y el Poisson-lognormal, se han indicado como 

alternativas, debido a su capacidad para modelar datos de conteo con sobredispersión (gran 

varianza) (Bassett et al., 2010; Gonzales-Barron et al., 2010). Otro modelo probabilístico que 

considera la variabilidad del producto (ingredientes o formulación) y del proceso considerando la 

distribución total (de mínimo a máximo con todos los percentiles) y la posibilidad de llevar a cabo 

un análisis de sensibilidad a través del uso de técnicas de simulación por computadora, es la 

simulación Monte Carlo, (Baert et al., 2009; Hoornstra et al., 2001). 

El histograma tradicional, también es ampliamente utilizado entre los científicos para 

representar, al menos aproximadamente, la forma de la función de densidad de probabilidad. Sin 

embargo, la literatura en teoría estadística ha proporcionado estimaciones de densidad no 
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paramétricas, alternativas al histograma. El término “no paramétrico” es idealmente un 

procedimiento que es válido independientemente del tipo de distribución de la que se toma la 

muestra. Una de las estimaciones de densidad no paramétricas es la estimación kernnel (Wegman, 

1972), que se puede entender como una extensión de un histograma (Wilks, 2011). Por lo tanto, el 

objetivo de este trabajo fue usar la estimación kernnel y obtener la densidad empírica a partir de 

los datos de la fracción sobreviviente de L. monocytogenes en pulpa de guanábana sometida a 

tratamientos térmicos moderados (50 °C/0–60 min, 52.5 °C/0–16 min, y 60.0 ºC/0–1.25 min) para 

calcular la probabilidad de obtener cinco reducciones logarítmicas (5-Log10) de L. monocytogenes, 

en cada nivel de temperatura y tiempos de exposición. Dado que la FDA y la NACMCF requieren 

que los procesos de pasteurización garanticen al menos reducciones 5-log10 del microorganismo 

en cuestión, resulta importante conocer la probabilidad de la reducción 5-log10 lograda con los 

tratamientos térmicos evaluados en este trabajo. 

2.4 MATERIALES Y MÉTODOS. 

2.4.1 Datos experimentales. 

Los datos experimentales de la fracción sobreviviente de células de L. monocytogenes [Log10 

(N/N0)] que se obtuvieron con los tratamientos térmicos, 50°C±1 ºC /0–60 min; 52.5°C±1 ºC /0–

16 min; 60 °C±1 ºC/0–1.25 min, aplicados a la pulpa de guanábana, se usaron para estimar la 

densidad y probabilidad empírica. 

2.4.2 Análisis estadístico.  

Se estimó la densidad empírica y se calculó la probabilidad de obtener cinco reducciones 

logarítmicas (5-Log10) de L. monocytogenes en la pulpa de guanábana tratada térmicamente (50 

°C/0–60 min, 52.5 °C/0–16 min, y 60.0 ºC/0–1.25 min) usando el programa estadístico RStudio 

Versión 1.2.5033©. 2009-2019 RStudio, Inc. 
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2.4.2.1 Estimación de la densidad. 

La densidad empírica se calculó mediante una función kernel. La función kernel produce una 

estimación de la función de densidad no paramétrica que se adapta a los datos. Esta función se 

define mediante una función de suavizado que determina la forma de la curva mediante un ancho 

de banda que controla la suavidad de la curva de densidad resultante (Wilks, 2011). 

2.4.2.2 Estimación de la probabilidad.  

La probabilidad empírica se obtuvo calculando el valor de una función de distribución 

acumulativa empírica (ecdf), mediante un estimador empírico de probabilidades, para cuantiles 

especificados por el usuario (D'Agostino, 1986). La ecdf es una estimación de la función de 

distribución acumulativa basada en una muestra aleatoria de n observaciones de la distribución.  

2.5 RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 

La figura 2.1 muestra la función de densidad de probabilidad empírica (epdf) de los datos 

experimentales de la fracción sobreviviente de células de L. monocytogenes [Log10 (N/N0)] en 

pulpa de guanábana tratada térmicamente, 50.0 °C/0–60 min (Figura 2.1(a)), 52.5 °C/0–16 min 

(Figura 2.1 (b)) y 60 °C/0–1.25 min (Figura 2.1 (c)), respectivamente. En estas figuras se observó 

que, hay más densidad en algunos rangos de las curvas ya que, los datos de la fracción 

sobreviviente de L. monocytogenes se obtuvieron con mayor frecuencia en esos rangos, resultando 

una distribución bimodal. Por otra parte, la función de probabilidad por kernel, proporcionó una 

probabilidad de 11% de obtener una reducción 5-Log10 de L. monocytogenes tratada a 50°C/0–60 

min y de 18% a 52.5°C/0–16 min y 60 °C/0–1.25 min, respectivamente. Por lo tanto, con el método 

de distribución empírica se pudo observar la distribución de la fracción sobreviviente de L. 

monocytogenes bajo los tratamientos térmicos evaluados y, además, se pudo calcular la 

probabilidad de obtener una reducción 5-Log10 del microorganismo; complementando así, los 



|96 

 

resultados que se obtuvieron con el modelo predictivo (ecuación modificada de Gompertz) que se 

usó para conocer la cinética de inactivación de L. monocytogenes bajo los tratamientos térmicos 

estudiados. 

La simulación Monte Carlo, donde los parámetros de entrada se describen como distribuciones 

de frecuencia es también un análisis estocástico o probabilístico (van Gerwen y Gorris, 2004). La 

diferencia de la aplicación de una simulación Monte Carlo, comparado con el método de 

probabilidad empírica es que, la simulación Monte Carlo considera la posibilidad de llevar a cabo 

un análisis de sensibilidad, para establecer los factores que más influyen en el número final de 

microorganismos después de un proceso. Por ejemplo, en un estudio hecho por Sampedro et al 

(2011), se llevó a cabo una simulación Monte Carlo para predecir la carga final de células de 

Salmonella typhimurium tratadas por campos eléctricos pulsantes en una bebida a base de jugo de 

naranja y leche, según la influencia de la intensidad del campo eléctrico (15, 25, 35 y 40 kV/cm), 

el pH (3.5, 4 y 4.5) y la concentración de pectina (0.1, 0.3 y 0.6%). Las funciones de distribución 

de los parámetros de entrada (parámetros cinéticos primarios y el número inicial de 

microorganismos) se ingresaron con un software de simulación (@Risk, Palisade Corporation, 

NY) y se llevaron a cabo las simulaciones Monte Carlo para predecir el número final de 

microorganismos (parámetro de salida) bajo las diferentes condiciones del proceso (campo 

eléctrico, pH y concentración de pectina). Este estudio mostró que la simulación Monte Carlo 

permitió estimar el número final de S. typhimurium después del tratamiento con campos eléctricos 

pulsantes en la bebida a base de jugo de naranja y leche con características fisicoquímicas variables 

(pH y concentración de pectina). Además, el análisis de sensibilidad, permitió evaluar la influencia 

de cada una de las variables del proceso (número inicial de microorganismos, campo eléctrico, pH 
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y concentración de pectina) en el número final de células de S. typhimurium, siendo la carga 

microbiana inicial el parámetro más influyente. 

2.6 CONCLUSIÓN. 

Para este estudio, se observó una distribución bimodal de la fracción sobreviviente de L. 

monocytogenes bajo los tratamientos a 50°C/0–60 min, 52.5°C/0–16 min y 60 °C/0–1.25 min. La 

probabilidad de obtener reducciones 5-Log10 fue 11% a 50°C/0–60 min y de 18 % a 52.5°C/0–16 

min y 60 °C/0–1.25 min, respectivamente; por lo tanto, con estos valores de probabilidad, los 

tratamientos térmicos evaluados fueron microbiológicamente seguros, ya que cada probabilidad 

(11% y 18%) indica una reducción 5-Log10 de L. monocytogenes. 
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Figura 2.1 Funciones de densidad de probabilidad empírica de la fracción sobreviviente [Log10 

(N/N0)] de las células de L. monocytogenes en pulpa de guanábana tratada térmicamente, a) 50 

°C/0–60 min, b) 52.5 °C/0–16 min, c) 60 °C/0–1.25 min. 

a) 

b) 

c) 
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CAPÍTULO III. EFECTO DE ALTA PRESIÓN HIDROSTÁTICA SOBRE LA 

INACTIVACIÓN DE Listeria monocytogenes CECT 4032 Y CALIDAD 

ORGANOLÉPTICA DE PULPA DE GUANÁBANA. 

 

3.1 RESUMEN  

Este trabajo tuvo como objetivo investigar el efecto de altas presiones hidrostáticas (200−300 

MPa) y diferentes tiempos de exposición (0−7 min) sobre la inactivación de L. monocytogenes 

CECT 4032 y su efecto en la calidad organoléptica de pulpa de guanábana. Reducciones cercanas 

a 5-log10 de L. monocytogenes en pulpa de guanábana se lograron a 250 MPa por 7 min y 300 MPa 

por 3.5 min. Las cinéticas de inactivación de L. monocytogenes se describieron mediante modelos 

modificados de Weibull, estos modelos proporcionaron una bondad de ajuste aceptable y sus 

parámetros dependieron de la presión aplicada. Bajo las condiciones de presión (200−300 MPa) y 

tiempo de exposición evaluados (0−7 min), la pulpa de guanábana no mostró cambios en el 

contenido de sólidos solubles totales, ácido ascórbico y capacidad antioxidante. Sin embargo, la 

pulpa mostró cambios en pH y en el contenido de fenoles totales. Los tratamientos con alta presión 

hidrostática evaluados preservaron el color de la pulpa de guanábana y únicamente la pulpa 

sometida a 200 MPa/5 min, 250 MPa/1.5 min y 300 MPa/2.5 min, mostraron cambios en los 

parámetros de color. 

Palabras clave: Alta presión hidrostática, Listeria monocytogenes, cinética de inactivación, 

pulpa de guanábana, propiedades fisicoquímicas. 
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3.2 ABSTRACT 

The objective of this study was to investigate the effect of high hydrostatic pressure (200−300 

MPa) and different exposure times (0−7 min) on the inactivation of L. monocytogenes CECT 4032 

and the physicochemical properties in soursop Pulp. Reductions close to 5-log10 of L. 

monocytogenes were achieved at 250 MPa for 7 min y 300 MPa por 3.5 min. The inactivation 

kinetics of L. monocytogenes were described using modified models of Weibull, these models 

provided an acceptable goodness of fit and their parameters depended on the applied pressure. 

Under the conditions of pressure and exposure time evaluated, the soursop pulp showed no change 

in the content of total soluble solids, ascorbic acid and antioxidant capacity. However, the pulp 

showed changes in pH and the content of total phenols. High hydrostatic pressure treatments 

evaluated preserved the color of the soursop pulp and only the pulp subjected to 200 MPa/5 min, 

250 MPa/1.5 min y 300 MPa/2.5 min showed changes in the color parameters. 

Key words: High hydrostatic pressure, Listeria monocytogenes, inactivation kinetics, soursop 

pulp, physicochemical properties. 

3.3 INTRODUCCIÓN 

El más utilizado y conocido entre los métodos tradicionales para la conservación de alimentos 

es el tratamiento térmico. La utilidad de este tratamiento se basa principalmente en la inactivación 

de microorganismos y enzimas para evitar la degradación de los alimentos durante el 

almacenamiento y comercialización. El tratamiento térmico favorece las reacciones de 

degradación de los compuestos en los alimentos, que promueven la salud, acelerados por la 

temperatura, por lo que afectan negativamente la calidad final de los alimentos (Patras et al., 

2009a). La demanda de los consumidores de alimentos frescos mínimamente procesados, ha 

aumentado en los últimos tiempos. Por lo tanto, para cumplir con estos requisitos, se ha vuelto 
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necesario explorar y adoptar métodos de procesamiento alternativos, como el procesamiento de 

alta presión hidrostática (Kaushik et al., 2014). 

El procesamiento de alta presión hidrostática es una tecnología no térmica que recientemente 

ha sido adoptada por la industria alimentaria. El potencial de mantener la calidad nutricional y 

sensorial mientras se inactivan los microorganismos patógenos y deteriorantes y se modifica la 

actividad de enzimas deteriorativas, hace que esta tecnología sea apropiada para satisfacer la 

creciente demanda de los consumidores de productos mínimamente procesados, más saludables y 

más seguros. La alta presión en muchas aplicaciones tiene poco o ningún efecto sobre los nutrientes 

y los compuestos bioactivos o sobre otros compuestos responsables del sabor y el color de las 

frutas (Rosenthal et al., 2018). 

El procesamiento de alta presión es posterior al empaque en el que un producto guardado en 

un paquete flexible se coloca en una cámara de compresión. La cámara se sella y se llena con un 

fluido de transmisión de presión (comúnmente una mezcla de agua y aceite) y el sistema se 

presuriza mediante un mecanismo de bombeo e intensificación de presión. Comúnmente, las 

presiones entre 400 y 800 MPa por 1−15 min han resultado ser efectivas para preservar la calidad 

y lograr la estabilidad microbiana, proporcionando así una vida útil prolongada en condiciones 

refrigeradas (Patterson et al., 2006; Rastogi et al., 2007; Penchalaraju y Shireesha, 2013).  

A partir de 1980 se intensificó y difundió la investigación sobre alta presión, comenzando en 

Japón y seguida por los Estados Unidos y los países europeos. El guacamole fue el primer producto 

procesado mediante alta presión fabricado en México y comercializado en los Estados Unidos por 

AVOMEX INTERNATIONAL SA de CV (Rosenthal et al., 2018). 
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Dentro del campo de la inocuidad y seguridad alimentaria, existe la necesidad de describir el 

comportamiento microbiano ya sea en medios de referencia o en los propios alimentos cuando son 

sometidos a diversas condiciones de presión o cualquier otra tecnología emergerte, combinada o 

no con calor u otros factores de estrés (pH, antimicrobianos, actividad de agua) pues su 

comportamiento es distinto (FDA, 2000).  

Se han utilizado modelos cinéticos predictivos para identificar la resistencia de los 

microorganismos y su comportamiento de inactivación. Varios estudios sobre el procesamiento 

térmico convencional han utilizado modelos cinéticos de primer orden para predecir la 

inactivación microbiana. Existe evidencia de que la inactivación de microorganismos mediante el 

procesamiento a alta presión, así como otros procesos no térmicos, puede no seguir una cinética 

de primer orden (Peleg y Cole 1998). Para describir curvas de sobrevivencia no lineal, se han 

propuesto varios modelos, como Weibull, modificado de Gompertz, logístico, bifásico y Baranyi 

(Moody et al., 2014; Muñoz-Cuevas et al., 2013; Saucedo-Reyes et al., 2017; Serment-Moreno et 

al., 2014; Tola y Ramaswamy, 2014; Zhao et al., 2014). 

L. monocytogenes es un patógeno severo transmitido por los alimentos que es de gran 

preocupación para la industria procesadora de frutas. Listeria puede sobrevivir en el ambiente 

ácido (pH < 4.6) así como a baja temperatura (4 °C) (Parish y Higgins, 1989). Existe evidencia 

que la alta presión hidrostática es una posible alternativa a un proceso térmico para inactivar L. 

monocytogenes en algunos productos de frutas y verduras (Rosenthal et al., 2018). Por lo tanto, en 

este estudio, el objetivo fue investigar el efecto de alta presión hidrostática sobre la inactivación 

de L. monocytogenes y su efecto en la calidad organoléptica de pulpa de guanábana, para 

determinar las condiciones de procesamiento que permitan mantener la pulpa a un nivel de 

seguridad adecuado para su consumo. 
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3.4 MATERIALES Y MÉTODOS 

3.4.1 Preparación de las muestras de pulpa de guanábana. 

Frutos de guanábana en madurez de consumo se compraron en la Central de Abasto de la 

ciudad de México. Los frutos se trasladaron al laboratorio de potscosecha del Colegio de 

Postgraduados, donde se lavaron con agua y se desinfectaron con una solución de hipoclorito de 

sodio al 0.01%. Enseguida se despulparon manualmente, separando la cáscara y las semillas. 

Muestras de pulpa se sumergieron en nitrógeno líquido por 15 min. Luego, las muestras congeladas 

se liofilizaron (LABCONCO Corp. Kansas, MO, USA), por 72 h (vacío 16 Pa; colector −45°C). 

El porcentaje de materia seca fue 13%.  

La pulpa liofilizada fue empaquetada en bolsas laminadas plástico-aluminio de alta barrera, las 

cuáles se enviaron por paquetería al Instituto de Agroquímica y Tecnología de Alimentos (IATA), 

Valencia, España. La pulpa liofilizada se rehidrató agregando agua destilada en base al porcentaje 

de humedad, después se adicionó agua en una proporción 1:1 (pulpa:agua) para facilitar su 

manipulación en los análisis posteriores. Enseguida, se homogeneizó y se filtró con un tamiz 

(0.333 mm). La pulpa que se obtuvo se colocó en tubos cónicos falcon de 50 mL y se almacenaron 

a −40 °C, hasta su uso. El pH (potenciometro GLP 21, Crison Instruments®, Alella, Barcelona, 

España) de la pulpa obtenida fue 3.91. 

3.4.2 Preparación del cultivo. 

El presente estudio se llevó a cabo con una cepa liofilizada de L. monocytogenes CECT 4032, 

suministrada por la Colección Española de Cultivos Tipo. Para su rehidratación, la cepa liofilizada 

de L. monocytogenes se transfirió a 15 mL de Caldo de Triptona y Soya (TSB) estéril (Scharlab 

S.L., Sentmenat, España). Después de 30 min, 5 mL del cultivo se inocularon en 500 mL de TSB 

y se incubó a 37 °C con agitación constante (70 U/min) durante 21 h. Enseguida, las células se 
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centrifugaron dos veces a 5000 rpm por 15 min a 4 °C y se re-suspendieron en 50 mL de TSB. 

Luego, las células se colocaron en viales criogénicos de plástico estériles de 2 mL, conteniendo 

TSB suplementado con 20% de glicerol, en una relación 1:1. Por último, la muestra de 2 mL se 

almacenó a −80 °C hasta que se usó para los estudios microbiológicos. La concentración 

aproximada de L. monocytogenes fue 4.23·109 UFC mL-1. 

3.4.3 Inoculación de la pulpa de guanábana.   

Una muestra de 19 mL de pulpa de guanábana se descongeló e inmediatamente se esterilizó a 

121 °C por 20 min. Después se aclimató a temperatura ambiente y se inoculó agregando 1 mL de 

la suspensión de L. monocytogenes previamente descongelada y aclimatada a temperatura 

ambiente. La pulpa inoculada se mezcló por 30 s con el objetivo de garantizar un contenido 

homogéneo del microorganismo.  

3.4.4 Tratamientos con alta presión hidrostática.  

Viales estériles de 1.5 mL se llenaron completamente con la pulpa de guanábana inoculada con 

L. monocytogenes evitando burbujas de aire. Para cada condición de presión y tiempo, tres viales 

se colocaron en bolsas de plástico usadas para presurización. Las bolsas se termo-sellaron al vacío 

(termoselladora ROMAGSA) y entonces fueron sujetas a presurización. La unidad de presión 

hidrostática utilizada para este estudio (Procesador de Alimentos de Alta Presión; EPSI NV, 

Temse, Bélgica) es capaz de producir presiones nominales de hasta 680 MPa, y tiene una vasija 

cilíndrica de presión de 2.35 litros (diámetro interno de 100 mm y altura de 300 mm) rodeada de 

una doble cámara por la que fluye el líquido refrigerante y que la mantiene a la temperatura de 

trabajo deseada (Figura 3.2). La temperatura del líquido en la cámara de presión se puede ajustar 

entre −15 y 90 °C mediante un sistema de calefacción incorporado. El fluido de transmisión de 

presión fue una mezcla de agua destilada y glicol. El nivel de presión, el tiempo de presurización 
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y la temperatura se controlaron automáticamente. La velocidad de aumento de presión fue de 

aproximadamente 300 MPa/min y el tiempo de despresurización fue inferior a 1 min. El tiempo 

de tratamiento descrito en este estudio no incluyó el tiempo para alcanzar la presión de tratamiento 

ni el tiempo de despresurización (come-up and come-down times). 

Las muestras fueron presurizadas a 200 MPa (0, 1, 3, 5 y 7 min), 250 MPa (0, 1.5, 2.5, 3 y 5 

min) y 300 MPa (0, 1, 2, 2.5 y 3.5 min). La presión de la vasija fue a temperatura ambiente (~25 

°C). Inmediatamente después de la presurización, los viales se transfirieron dentro de agua con 

hielo y se usaron para la enumeración de unidades formadoras de colonias (UFC mL-1). La pulpa 

inoculada con L. monocytogenes, no presurizada se usó como un control. Un lote de pulpa no 

inoculada con L. monocytogenes fue sometida a las mismas condiciones de presión y tiempo para 

las determinaciones fisicoquímicas de la pulpa de guanábana.  

3.4.5 Enumeración de L. monocytogenes. 

Las muestras tratadas con alta presión hidrostática y el control se diluyeron seriadamente en 

agua de peptona al 0.1% (w/v) estéril (Scharlau Chemie S. A., Barcelona, España). El medio de 

enumeración usado para las células viables fue Agar Triptona y Soja (TSA) estéril (Scharlab S.L., 

Sentmenat, España). Las diluciones seleccionadas se incubaron a 37 °C por 48 h y se usaron para 

la enumeración de UFC mL-1. La muestra no presurizada se usó para determinar UFC inicial por 

mililitro. La reducción de células viables se expresó como el logaritmo decimal del cociente de las 

células tratadas (N) y no tratadas (N0). 

3.4.6 Modelación matemática. 

Dos modelos matemáticos se usaron para representar las curvas de sobrevivencia detectadas 

para las células de L. monocytogenes después de los tratamientos con alta presión hidrostática, el 

modelo propuesto por Mafart et al. (2002) [ecuación (3.1)] planteado a partir de la distribución de 
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frecuencias de Weibull y el modelo modificado de Weibull [ecuación (3.2)] propuesto por Albert 

y Mafart (2005).  

𝑙𝑜𝑔10(𝑆) = (
𝑡

𝛿
)

𝑝
                                                        (3.1) 

Donde 𝑙𝑜𝑔10(𝑆) representa la relación de reducción decimal. Parámetro 𝛿, el cual tiene 

dimensiones de tiempo, puede ser llamado tiempo de primera reducción decimal. Y p es un 

parámetro de forma. 

𝑙𝑜𝑔10(𝑆) =  𝑙𝑜𝑔10 [(𝑁0 −  𝑁𝑟𝑒𝑠) ∗ 10
(− (

𝑡

𝛿
))

𝑝

+ 𝑁𝑟𝑒𝑠]                                 (3.2) 

Donde N0 y Nres representan valores desconocidos de la concentración bacteriana inicial (en el 

tiempo t=0) y la concentración bacteriana residual (al final de la observación), respectivamente. 𝛿 

es el parámetro de escala (min-1) denotado como el tiempo de la primera reducción decimal para 

la parte de la población que no pertenece a Nres. Y p es el parámetro de forma, si p ˂ 1, la curva no 

tiene punto de inflexión y, por lo tanto, no hay presencia de hombro. Si p ˃ 1, la curva tiene un 

punto de inflexión y, por lo tanto, permite un efecto de hombro, con una cola si Nres ≠ 0 (Albert y 

Mafart, 2005).  

3.4.7 Determinación de la calidad organoléptica en la pulpa de guanábana. 

3.4.7.1 Medida instrumental de color.  

El color de la pulpa de guanábana se midió en un espectrofotómetro Konica Minolta CM-3500d 

(Konica Minolta Business Technologies, Inc., Japón) de acuerdo con lo descrito por Arancibia et 

al. (2011). La muestra se colocó en una celda de vidrio óptico de 6 cm de diámetro y 3.8 cm de 

altura, para medir la luz reflejada difusa desde el fondo de la celda utilizando una abertura de 

diafragma de 8 mm y una capa de muestra de 3.5 cm de espesor. Los resultados fueron dados 
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utilizando el sistema CIELAB para el iluminante D65 y un ángulo de visión de 10°. Los parámetros 

registrados fueron L* (luminosidad), a* (componente rojo), b* (componente amarillo), C* (croma) 

y h* (tono). Para cada combinación de presión y tiempo de exposición se registraron seis 

mediciones. 

3.4.7.2 Medición del pH. 

El pH de la pulpa se midió con un potenciómetro GLP 21 (Crison Instruments, S.A., Alella, 

Barcelona, España) a temperatura ambiente (25 °C). El potenciómetro se calibró antes de tomar 

las lecturas utilizando buffers estándar de pH 4 y 7. Para cada tratamiento de hicieron cinco 

mediciones. 

3.4.7.3 Análisis de sólidos solubles totales (TSS). 

Los sólidos solubles se midieron usando un refractómetro digital (modelo RX-1000, Atago, 

Tokio, Japón) a temperatura ambiente (25 °C). Los resultados se expresaron como °Brix. Cinco 

mediciones se realizaron para cada tratamiento.  

3.4.7.4 Ácido ascórbico. 

El contenido de ácido ascórbico en la pulpa de guanábana se determinó por el método de 

titulación (AOAC, 2000). 3 mL de muestra se diluyeron con 30 mL de ácido oxálico (Scharlab 

S.L., Sentmenat, España) 0.5 g/100 mL. Una alícuota de 5 mL se tituló usando una solución de 

2,6-diclorofenol indofenol (Scharlab S.L., Sentmenat, España). El contenido de ácido ascórbico se 

calculó por interpolación de los valores en una curva de calibración generada con ácido ascórbico. 

Los resultados se expresaron como mg de ácido ascórbico en 100 mL de pulpa (mg AA 100 mL-1). 

Para cada combinación de presión y tiempo se hicieron tres mediciones. 
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La curva de calibración se generó disolviendo 10 mg de ácido ascórbico en 100 mL de ácido 

oxálico 0.5 g/100 mL. Luego se realizó una dilución de concentración 0.01 mg mL-1. Enseguida 

se tomaron alícuotas, se disolvieron con una solución de ácido oxálico 0.5 g/100 mL, y se 

generaron concentraciones en el intervalo comprendido entre 0.001–0.01 mg de ácido ascórbico/5 

mL ácido oxálico. Posteriormente, las muestras se titularon con 2,6-diclorofenol indofenol 

registrando el gasto (mL). Por último, el gasto (mL) se graficó frente a la cantidad de ácido 

ascórbico (mg) en las muestras tituladas (Figura 3.3).  

2.4.7.5 Contenido de fenoles totales. 

El contenido de fenoles totales se determinó de acuerdo al método descrito por Waterhouse 

(2002) con algunas modificaciones. Para hacer esto, 1 mL de pulpa de guanábana se mezcló con 

10 mL de metanol (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania) y agua destilada (8:2 v/v) y se dejó 

reposar durante 24 h. 200 µL del extracto se colocaron en cubetas de 4 mL, se adicionaron 1.5 mL 

de agua destilada y 0.1 mL del reactivo Folin-Denis (1:1 (v/v)) (Sigma-Aldrich, Steinheim, 

Alemania). Después de tres minutos se adicionaron 0.2 mL de una solución de carbonato de sodio 

al 20% (w/v) (Panreac Química S. A., Barcelona, España) y se mezcló por inversión. La mezcla 

se dejó en reposo a temperatura ambiente y oscuridad por 1 h. La absorbancia se midió a 765 nm 

usando un espectrofotómetro modelo PG 1800 (Labolan S.L., España). El contenido de fenoles 

totales se calculó por interpolación de los valores en una curva de calibración (Figura 3.4) 

preparada con ácido gálico (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania) en el intervalo de 

concentraciones comprendido entre 10 y 100 µg mL-1. Los resultados se expresaron como 

equivalentes de ácido gálico (GAE) en 100 mL de pulpa (mg GAE·100 mL-1). Las mediciones se 

hicieron por triplicado.  
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3.4.7.6 Capacidad antioxidante total. 

El método usado para la determinación de capacidad antioxidante total fue el método TEAC, 

descrito por Re et al. (1999) y Zuleta et al. (2009), basado en la capacidad de los antioxidantes de 

una muestra para inhibir el radical ABTS (ABTS•+) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania) 

comparado con un estándar antioxidante de referencia (Trolox®) (Sigma-Aldrich, Steinheim, 

Alemania). El radical ABTS•+ se hizo mediante reacción química con persulfato de potasio 

(K2S2O8) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania). Para este propósito, 440 µL de K2S2O8 (140 

mM) se adicionaron a 25 mL de ABTS [2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)] (7 

mM) y la solución se dejó reposar durante 12-16 h en oscuridad a temperatura ambiente para 

conseguir la formación del radical. La solución de trabajo se preparó tomando un volumen de la 

solución anterior y diluyéndola en etanol absoluto (Scharlab S.L., Sentmenat, España) hasta que 

su absorbancia a λ=734 nm fue 0.70 ± 0.02. La absorbancia se midió en un espectrofotómetro 

modelo PG 1800 (Labolan S.L., España). La reacción de inhibición del radical ABTS•+ tuvo lugar 

directamente en la propia cubeta de medición. Para esto, se añadieron 2 mL de la solución de 

trabajo del radical ABTS•+, se midió la absorbancia inicial (A0) e inmediatamente se adicionaron 

100 µL de muestra o estándar. La absorbancia se midió a los 20 min (Af). El porcentaje de 

inhibición se calculó aplicando la ecuación (3.3):  

% inhibición = (1 - Af / A0) *100                                (3.3) 

donde A0 es la absorbancia a tiempo inicial y Af es la absorbancia obtenida al tiempo fijado de 

lectura. 

Las muestras se diluyeron previamente en agua destilada (1/100) para obtener una medición 

correcta. Al mismo tiempo una curva de calibración (Figura 3.5) se preparó con trolox para un 

rango de concentración de 0–250 µM, y el porcentaje de inhibición obtenido por la muestra se 
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interpoló para calcular la concentración en equivalentes de trolox (µM TE). Las determinaciones 

se hicieron por triplicado.  

3.4.8 Análisis estadístico. 

Los estudios de inactivación en L. monocytogenes de cada condición de presión y tiempo de 

exposición se llevaron a cabo con tres réplicas. El ajuste de los modelos matemáticos a los datos 

de inactivación se hizo usando el software GInaFiT (version 1.6) (Geeraerd et al., 2005) 

obteniendo mediante este software, los parámetros cinéticos de los modelos matemáticos. La 

bondad de ajuste de los modelos a los datos experimentales se estimó a partir del coeficiente de 

determinación ajustado (R2
adj) y la raíz del error cuadrático medio (RMSE), provistos mediante el 

software GInaFiT. 

Para los valores de las determinaciones fisicoquímicas (color, pH, sólidos solubles totales, 

ácido ascórbico, contenido de fenoles totales y capacidad antioxidante total), la prueba de Shapiro-

Wilks (Shapiro y Wilks, 1965) se utilizó para verificar la normalidad de los datos, que rechazó la 

hipótesis de normalidad (p < 0.0001). Por lo tanto, las diferencias entre tratamientos se probaron 

mediante comparaciones múltiples después de una prueba de Kruskal-Wallis a un nivel de p< 0.05. 

Los datos se analizaron utilizando el software Infostat v. 2019 (Di Rienzo et al., 2019). 

3.5 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.5.1 Inactivación de L. monocytogenes con alta presión hidrostática.  

El logaritmo decimal de la fracción sobreviviente de las células de L. monocytogenes CECT 

4032 inoculadas en la pulpa de guanábana se representó frente al tiempo a los tres niveles de 

presión estudiados (200, 250 y 300 MPa) como se muestra en la Figura 3.1, observando que la 

inactivación de L. monocytogenes aumentó con el incremento de la presión. En las condiciones de 

tratamientos evaluados, a 200 MPa no se observó un nivel significativo de inactivación de L. 
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monocytogenes (Figura 3.1(a)), donde una inactivación de 1-log10 apenas se alcanzó hasta los 5 

min de exposición. Sin embargo, una inactivación cercana a 5-log10 de L. monocytogenes se 

detectó a 250 MPa por 7 min y a 300 MPa por 3.5 min (Figura 3.1(b) y 3.1(c), respectivamente). 

También se observó que el tiempo de exposición del microorganismo bajo presión influyó en el 

nivel de inactivación, encontrándose que, a mayor presión, se logró una alta inactivación en 

tiempos de exposición más bajos (Figura 3.1(c)). Al respecto, Espina et al (2013), obtuvieron una 

reducción menor a 1 ciclo log10 de L. monocytogenes, al evaluar el efecto de alta presión 

hidrostática (175 MPa/20 min) en L. monocytogenes EGD-e. tratada en una solución buffer de 

McIlvaine (compuesta de ácido cítrico e hidrógeno fosfato disódico) de pH = 4 y usando TSAYE 

(Agar Triptona y Soja con Extracto de Levadura al 0.6%) como medio de recuperación. Ali et al 

(2020), evaluaron el efecto de alta presión hidrostática en la inactivación de L. innocua ATCC 

51742 inoculada en jugo de pasto de trigo, y reportaron que una reducción de 5-log10 del 

microorganismo se logró cuando aplicaron 500 MPa/60 s. Por otra parte, Alpas et al (2000), 

determinaron las interacciones entre alta presión hidrostática (207, 276 y 345 MPa), temperatura 

de presurización (2550°C), tiempo (5 y 10 min) y pH (4.56.5) durante la presurización de L. 

monocytogenes CA y OH2 inoculada en caldo de cultivo TSBY (Caldo de Triptona y Soya 

suplementado con levadura al 0.6%). Los autores reportaron que, a 207 y 276 MPa, las dos cepas 

de L. monocytogenes tenían menos de 1 ciclo log a 25°C incluso después de 10 minutos de 

presurización, y 2.40 ciclos log se obtuvieron con 345 MPa/10 min/25 °C. Considerando la adición 

de ácido cítrico al sustrato (pH=4.5) obtuvieron 4.95 ciclos log con 345 MPa/5 min/35 °C.  

3.5.2 Modelación de las curvas de sobrevivencia. 

En la Figura 3.1 se observa que, después de los tratamientos con alta presión hidrostática, las 

curvas de inactivación de L. monocytogenes, no exhibieron un comportamiento lineal. Al respecto, 
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Possas et al. (2017) mencionaron que a pesar del creciente número de estudios publicados en los 

que se ha observado una cinética de inactivación lineal, los patrones de inactivación microbiana 

durante el procesamiento con alta presión hidrostática son con frecuencia no lineales. El 

comportamiento no lineal durante los tratamientos a presión se atribuye al daño acumulativo en 

las células microbianas (Tay et al., 2003). Una de las funciones no lineales más comúnmente 

aplicada para describir la cinética de inactivación microbiana bajo alta presión hidrostática ha sido 

el modelo de Weibull (Bermúdez-Aguirre y Barbosa-Cánovas, 2011; Possas et al., 2017; Serment-

Moreno et al., 2014). En este estudio, las curvas de inactivación de L. monocytogenes se ajustaron 

usando el software GinaFit, que permite aplicar y comparar diferentes ecuaciones modelo en un 

conjunto definido de datos experimentales. Entre las ecuaciones de modelos disponibles en el 

software GinaFit, dos ecuaciones fueron adecuadas para representar las curvas de sobrevivencia 

detectadas para las células de L. monocytogenes, (1) el modelo propuesto por Mafart et al. (2002) 

(ecuación (3.1)) planteado a partir de la distribución de frecuencias de Weibull y (2) el modelo 

modificado de Weibull (ecuación (3.2)) propuesto por Albert y Mafart (2005).  

El modelo propuesto por Mafart et al. (2002), (ecuación 3.1) se ajustó a la curva de 

sobrevivencia de L. monocytogenes inoculada en la pulpa que se sometió a 200 MPa. El modelo 

de Weibull (ecuación 3.1) es apropiado para describir curvas cóncavas hacia abajo (p ˃ 1) y curvas 

cóncavas hacia arriba (p ˂ 1) (Mafart et al., 2002). En este caso, en la pulpa que se sometió a 200 

MPa, se obtuvo p = 3.01±0.26 (Cuadro 3.1), lo que sugiere una curva cóncava hacia abajo. El 

tiempo en alcanzar la primera reducción logarítmica fue 4.89 min (Cuadro 3.1) y no hay presencia 

de cola como se observa en la Figura 3.1(a). El modelo de Weibull (ecuación 3.1) describió con 

éxito la curva de inactivación de L. monocytogenes con R2
adj = 0.9960 y un bajo valor de RMSE 

(0.0284) como se muestra en el Cuadro 3.1. 
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Por otra parte, el modelo modificado de Weibull (ecuación 3.2) proporcionó un buen ajuste a 

las curvas de sobrevivencia de L. monocytogenes sometida a 250 y 300 MPa. A 250 MPa, los 

valores fueron RMSE = 0.4731 y R2
adj = 0.9569, y a 300 MPa los valores fueron RMSE = 0.2129 

y R2
adj = 0.9893 (Cuadro 3.1), indicando un ajuste aceptable del modelo matemático (ecuación 3.2) 

a los datos de inactivación de L. monocytogenes, sometida a esas presiones. El parámetro p de la 

curva de inactivación de L. monocytogenes inoculada en la pulpa que se sometió a 250 MPA fue 

p =2.01 ± 0.71 y a 300 MPa, p = 1.50 ± 0.28 (Cuadro 3.1). Por lo tanto, como los valores obtenidos 

fueron p ˃  1, indicaron que las curvas tuvieron un punto de inflexión, por consiguiente, presentaron 

un efecto de hombro, como lo mencionaron Albert y Mafart (2005). También, las curvas de 

sobrevivencia de L. monocytogenes a 250 y 300 MPa presentaron un efecto de cola (Nres ≠ 0), ya 

que, a 250 MPa, Nres = –4.92 ± 0.52 y a 300 MPa, Nres = –4.53 ± 0.16 (Cuadro 3.1). La presencia 

de un hombro en las curvas de inactivación, es caracterizada por una baja velocidad de inactivación 

celular al comienzo de los tratamientos de presión (Doona et al., 2012; Fletcher et al., 2008). Se 

han presentado algunas hipótesis para explicar el hombro en las curvas de inactivación, como la 

distribución no uniforme de presión en el producto y las diferentes sensibilidades a la presión del 

microorganismo objetivo (Bermúdez-Aguirre y Barbosa-Cánovas, 2011; Maresca y Ferrari, 2017). 

El efecto de cola en las curvas de sobrevivencia de L. monocytogenes se muestra en la Figura 

3.1(b) y 3.1(c), al respecto, se ha reportado que un patrón en forma de cola es frecuente en los 

modelos de inactivación no lineal (Buzrul y Alpas, 2004; Hereu et al., 2012; Muñoz-Cuevas et al., 

2013). La hipótesis más aceptada para explicar el efecto de cola es que son consideradas como un 

reflejo de la heterogeneidad de resistencia dentro de la población, ya sea inherente a las células 

bacterianas o adquiridas durante el tratamiento (Gayán et al., 2012; Mañas y Pagan, 2005). En el 

Cuadro 3.1 se muestra que los valores del parámetro de escala de tiempo (𝛿), disminuyeron con el 
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aumento de la presión, por lo tanto, el tiempo en lograr la primera reducción logarítmica de L. 

monocytogenes fue menor cuando el nivel de presión fue mayor (300 MPa). En consecuencia, una 

reducción 5-log10 de L. monocytogenes se logró en menor tiempo a 300 MPa.  

3.5.3 Efecto de la alta presión hidrostática en color de la pulpa. 

Los parámetros L* a* b* de la pulpa de guanábana sin tratar fueron L* = 71.12, a* = −1.81, y 

b* = 8.99 (Cuadro 3.2). Las pulpas sometidas a alta presión no mostraron cambios significativos 

en el valor L*, excepto la pulpa tratada a 200 MPa/3 min, la cual mostró disminución en el valor 

L* (70.84) y en la pulpa sometida a 250 MPa/1.5 min la luminosidad aumentó (L* = 73.23) (Cuadro 

3.2). Al respecto, Mukhopadhyay et al. (2017) observaron un incremento en la luminosidad del 

puré de melón sometido a 300, 400 y 500 MPa a 8 °C y 15 °C por 5 min, indicando brillantez de 

la superficie del puré. Asimismo, Landl et al. (2010), reportaron una tendencia creciente de los 

valores L* en puré de manzana tratado a 400 y 600 MPa/5 min/20 °C, y reportaron que el aumento 

podría ser causado por la disrupción celular de pigmentos en la superficie del puré durante el 

tratamiento con alta presión, lo que da como resultado un valor mayor de luminosidad. Los valores 

de a* y b* de la pulpa de guanábana no cambiaron con los tratamientos de alta presión, excepto 

en las pulpas sometidas a 200 MPa/5 min, 250 MPa/1.5 min y 300 MPa/2.5 min, en las cuáles, los 

valores a* [verde (−a*) a rojo (+a*)], fueron menos negativos y los valores de b* [azul (−b*) a 

amarillo (+b*) fueron mayores con respecto a los valores b* de la pulpa no tratada con alta presión 

(Cuadro 3.2). En relación con esto, Zheng et al. (2014) investigaron el efecto de alta presión 

hidrostática (500 MPa/2 min) en el color de jugo de litchi y reportaron que no se observaron 

cambios en los valores L*, a* y b* durante el tratamiento del jugo con alta presión. Por otra parte, 

la pulpa de guanábana sin tratar mostró un valor de croma C* = 9.17, y las pulpas sometidas a alta 

presión no mostraron cambios significativos en los valores C*, excepto las pulpas tratadas a 200 
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MPa/5 min, 250 MPa/1.5 min y 300 MPa/2.5 min. Las pulpas sometidas a alta presión tampoco 

mostraron cambios significativos en el valor de tono (h*), excepto las pulpas que se sometieron a 

250 MPa/1.5 min y 300 MPa/2.5 min. Al respecto, Ahmed et al. (2005) observaron que los 

parámetros de color tales como los valores C* y h* de pulpas de mango permanecieron casi 

constantes después del tratamiento de alta presión indicando la estabilidad de los pigmentos. 

También Oey et al. (2008), reportaron que el tratamiento de alta presión (a baja y moderada 

temperaturas) tiene un efecto limitado en los pigmentos (clorofila, carotenoides, antocianinas, etc.) 

responsables del color de frutas y vegetales, sin embargo, los componentes de color de las frutas 

procesadas pueden cambiar durante el almacenamiento debido a la inactivación incompleta de 

enzimas y microorganismos, lo que puede provocar reacciones químicas no deseadas en la matriz 

alimentaria. La Figura 3.5 muestra el diagrama de color y los respectivos parámetros definidos (L* 

a* b*).  

3.5.4 pH, sólidos solubles totales y ácido ascórbico. 

Los cambios de pH en la pulpa de guanábana después de los tratamientos de altas presiones 

hidrostáticas se muestran en el Cuadro 3.3. El pH de la pulpa no tratada fue 3.91 y las pulpas que 

se sometieron a presión por tiempos más prolongados (200 MPa/7 min, 250 MPa por 3 y 5 min, y 

300 MPa por 2, 2.5 y 3.5 min) mostraron una disminución del pH (3.88 a 3.89). En relación con 

esto, Kaushik et al. (2014) evaluaron los efectos del procesamiento a alta presión en un rango de 

100 a 600 MPa durante 1 s a 20 min, a temperatura ambiente (30 ± 2 °C), sobre las propiedades 

fisicoquímicas en pulpa de mango (Mangifera indica cv. Amrapali) y observaron una disminución 

máxima en el pH de 0.26 unidades a 100 MPa durante 20 minutos de tratamiento. Se ha reportado 

que el procesamiento a la alta presión cambia el pH de los alimentos, ya que, la ionización de 

moléculas como el H2O se encuentra bajo presión, lo que aumenta la concentración de iones H+ y, 
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por lo tanto, disminuye el pH (Heremans, 2002). Por otra parte, la pulpa de guanábana sometida a 

los tres niveles de presión (200, 250 y 300 MPa) no mostró cambios significativos en el contenido 

de sólidos solubles totales y ácido ascórbico (Cuadro 3.3). Existe evidencia de que el ácido 

ascórbico se vio mínimamente afectado por el tratamiento a alta presión en pulpas, jugos y bebidas 

vegetales (Andrés et al, 2016; Barba et al., 2012; Barba, Esteve y Frígola, 2010; Bull et al., 2004; 

Kaushik et al., 2014). 

3.5.5 Contenido de fenoles totales. 

Los valores de fenoles totales en la pulpa de guanábana tratada por alta presión hidrostática, se 

muestran en el Cuadro 3.3. El contenido de fenoles totales en la pulpa no tratada fue 44.36 mg 

GAE 100 mL-1. En las pulpas tratadas a 200 MPa por 1, 3 y 5 min, se observó que el contenido de 

fenoles totales disminuyó 35.39, 37.00, y 33.32 mg GAE 100 mL-1 de pulpa, respectivamente. La 

pulpa tratada a 300 MPa/1 min, también mostró disminución en el valor de fenoles totales (35.28 

mg GAE 100 mL-1 de pulpa). Sin embargo, las pulpas tratadas a 250 MPa (1.5 a 5 min) y 300 MPa 

(2 a 3.5 min), que fueron los tratamientos de presión más elevados y tiempos de exposición más 

prolongados, no mostraron cambios en el contenido de fenoles totales. Al respecto, Kaushik et al. 

(2014) investigaron los efectos del procesamiento a alta presión, 100−600 MPa durante 1 s−20 

min a temperatura ambiente (30 ± 2 °C), sobre el contenido de fenoles totales en pulpa de mango 

(Mangifera indica cv. Amrapali) y reportaron que para períodos más largos de presurización (≥10 

min), los valores de fenoles totales disminuyeron significativamente para una presión de 100 y 200 

MPa, mientras que el contenido de fenoles totales para tratamientos de presión más alta, de 300 a 

600 MPa fue comparable a la pulpa de mango no tratada. Barba et al. (2012) procesaron jugo de 

arándano mediante alta presión (600 MPa/42 °C/5 min) y observaron que la aplicación del 

tratamiento de alta presión no causó diferencias significativas en el contenido de fenoles totales 
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con respecto a la concentración en jugo sin procesar. Por otra parte, Vega-Galvéz et al. (2014) 

evaluaron los efectos de alta presión hidrostática a 300, 400 y 500 MPa/1, 3 y 5 min en el contenido 

fenólico total de pulpa de grosella (Physalis peruviana L.) y cuando analizaron las muestras 

inmediatamente después de los tratamientos, observaron que algunos tratamientos aumentaron, 

mientras que otros redujeron el contenido inicial de fenoles totales en la pulpa, concluyendo que 

el tratamiento con alta presión hidrostática, debido a cambios en la microestructura de la pulpa de 

la fruta, produce cambios en la distribución y agregación de compuestos fenólicos. 

3.5.6 Capacidad antioxidante total. 

Los valores de la capacidad antioxidante total, medida con el método TEAC en pulpa de 

guanábana, se muestran en el Cuadro 3.3. No se observaron diferencias significativas en la 

capacidad antioxidante (µM TE) entre la pulpa tratada con alta presión hidrostática y la pulpa no 

tratada. Acerca de esto, Fernández García et al. (2001) informaron que no hubo cambios en la 

capacidad antioxidante determinada inmediatamente después del tratamiento con alta presión 

(500–800 MPa/temperatura ambiente/5 min) en jugo de naranja-limón-zanahoria. También, Barba 

et al. (2012) reportaron que justo después del tratamiento con alta presión (600 MPa/42 °C/5 min), 

la actividad antioxidante no se modificó significativamente en jugo de arándano. Sin embargo, 

Błaszczak et al. (2017) reportaron que los valores de capacidad antioxidante total para los jugos 

de aronia (Aronia melanocarpa) después de ser tratados con alta presión hidrostática (200–600 

MPa durante 15 min), fueron en promedio un 8% más bajos, en comparación con los valores 

determinados para los jugos no tratados. Por otra parte, existen evidencias que la capacidad 

antioxidante total aumentó en smoothies de soya (Andrés et al., 2016) después de ser tratados con 

alta presión hidrostática (550 y 650 MPa/3 min/20 °C), y en puré de zanahoria sometido a 500 y 

600 MPa/15 min/20 °C (Patras et al., 2009b). Por lo general, los tratamientos con alta presión 
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hidrostática influyen en el rendimiento de extracción de algunos compuestos bioactivos, sin 

embargo, el efecto de la presión sobre la actividad antioxidante no es el mismo entre los productos 

alimenticios, depende del tiempo del tratamiento, la temperatura y la matriz de los alimentos 

(Keenan et al., 2012; Oey et al., 2008). 

3.6 CONCLUSIONES 

Los resultados de este trabajo mostraron que, reducciones cercanas a 5-log10 de L. 

monocytogenes en pulpa de guanábana se lograron a 250 MPa por 7 min y a 300 MPa por 3.5 min. 

Para este caso, donde L. monocytogenes se inoculó en pulpa de guanábana y se sometió a alta 

presión hidrostática, sería conveniente evaluar tiempos de exposición más prolongados para lograr 

reducciones mayores a 5-log10. El modelo de Weibull permitió una descripción precisa de la 

cinética de inactivación de L. monocytogenes, y los parámetros del modelo, p y 𝛿, variaron con la 

presión aplicada. 

La pulpa de guanábana sometida a alta presión hidrostática 200 MPa (0, 1, 3, 5 y 7 min), 250 

MPa (0, 1.5, 2.5, 3 y 5 min) y 300 MPa (0, 1, 2, 2.5 y 3.5 min), no mostró cambios significativos 

en el contenido de sólidos solubles totales, ácido ascórbico y capacidad antioxidante. Bajo algunas 

condiciones de tratamiento a 200 MPA, el pH y el contenido de fenoles totales en la pulpa 

disminuyó, pero la pulpa sometida a 250 y 300 MPa no mostró cambios significativos en el 

contenido de fenoles totales. Los tratamientos con alta presión hidrostática evaluados preservaron 

el color de la pulpa de guanábana y únicamente la pulpa sometida a 200 MPa/5 min, 250 MPa/1.5 

min y 300 MPa/2.5 min, mostraron cambios en los parámetros de color. 
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Figura 3.1 Curvas de sobrevivencia (◊) de L. monocytogenes inoculada en pulpa de guanábana 

después del tratamiento con alta presión hidrostática a) 200 MPa, b) 250 MPa, c) 300 MPa. Curvas 

ajustadas (–) usando a) el modelo propuesto por Mafart et al. [ecuación (3.1)]; b) y c) el modelo 

modificado de Weibull propuesto por Albert y Mafart [ecuación (3.2)]. Los valores graficados 

representan la media de tres réplicas. 

 

a 

b 

c 



|131 

 

Cuadro 3.1 Parámetros cinéticos primarios y bondad de ajuste determinados para curvas de inactivación de L. monocytogenes en pulpa 

de guanábana sometida a alta presión hidrostática. 

Presión (MPa) 

Parámetros del modelo modificado de Weibull (ecuaciones (3.1) y (3.2))   

5-Log10 (min) 

 

R2
adj 

 

RMSE Log10 Nres ± sd 

Log10 (UFC mL-1) 

𝛿 ± sd 

(min-1) 

p ± sd 

 

Log10 N0 ± sd 

Log10 (UFC mL-1) 

200 – a 4.89 ± 0.06 3.01 ± 0.26 –0.02 ±0.02  24.45 0.9960 0.0284 

250 –4.92 ± 0.52 2.83 ± 0.83 2.01 ± 0.71 0.06 ± 0.47  14.15 0.9569 0.4731 

300 –4.53 ± 0.16 0.8 ± 0.15 1.50 ± 0.28 0.01 ± 0.21  4.00 0.9893 0.2129 

sd, desviación estándar 

a No hay cola (Figura 3.1(a))  
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Cuadro 3.2 Cambios en los parámetros de color en pulpa de guanábana después de los tratamientos 

con alta presión hidrostática.  

Tratamiento L* a* b* C* h* 

Control 71.12 bcd -1.81 abc 8.99 abc 9.17 abc 101.37 cde 

200 MPa/1 min 71.78 abc -1.61 bc 9.77 bcd 9.9 bcd 99.36 bcd 

200 MPa/3 min 70.84 a -1.82 ab 9.11 ab 9.29 ab 101.3 de 

200 MPa/5 min 72.18 de -1.60 cd 9.78 de 9.91 de 99.27 abc 

200 MPa/7 min 70.87 ab -1.82 ab 9.09 ab 9.28 ab 101.31 de 

250 MPa/1.5 min 73.23 e -1.14 d 10.93 e 10.99 e 95.94 a 

250 MPa/2.5 min 70.82 ab -1.85 a 8.93 a 9.12 a 101.68 e 

250 MPa/3 min 71.08 abc -1.76 abc 9.37 bcd 9.53 bcd 100.56 bcd 

250 MPa/5 min 70.98 ab -1.82 ab 9.1 ab 9.28 ab 101.31 de 

300 MPa/1 min 72.6 cde -1.50 bc 10.12 cde 10.23 cde 98.42 bcd 

300 MPa/2 min 71.04 ab -1.79 ab 9.22 abc 9.39 abc 100.98 de 

300 MPa/2.5 min 73.05 de -1.40 cd 10.42 de 10.51 de 97.66 ab 

300 MPa/3.5 min 71.15 abc -1.83 ab 9.07 ab 9.25 ab 101.39 de 

Los valores son medianas, n = 6.  

Valores con letras diferentes dentro de la misma columna son significativamente diferentes (p ˂ 

0.05).  

L* (luminosidad), a* (componente rojo), b* (componente amarillo), C* (croma) y h* (tono). 
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Cuadro 3.3 pH, sólidos solubles totales (TSS), ácido ascórbico, contenido de fenoles totales (TPC) 

y capacidad antioxidante en pulpa de guanábana después de los tratamientos con alta presión 

hidrostática. 

Tratamiento pH TSS 

 (°Bx) 

Ácido ascórbico 

(mg 100 mL-1) 

TPC                        

(mg GAE 

100 mL-1) 

Capacidad 

antioxidante 

(µM TE) 

Control 3.91 d 4.7 a 0.37 a 44.36 c 8411.9 a 

200 MPa/1 min 3.91 d 4.6 a 0.37 a 35.39 a 8872.0 a 

200 MPa/3 min 3.90 bcd 4.6 a 0.37 a 37.00 a 7972.4 a 

200 MPa/5 min 3.90 bcd 4.9 a 0.65 a 33.32 a 7619.7 a 

200 MPa/7 min 3.89 a 4.6 a 0.37 a 41.71 abc 8902.0 a 

250 MPa/1.5 min 3.91 cd 4.8 a 0.65 a 40.45 abc 8885.8 a 

250 MPa/2.5 min 3.91 cd 4.6 a 0.37 a 39.99 abc 7195.7 a 

250 MPa/3 min 3.90 abc 4.7 a 0.65 a 41.02 abc 8980.8 a 

250 MPa/5 min 3.89 ab 4.6 a 0.37 a 43.67 bc 7616.0 a 

300 MPa/1 min 3.91 cd 4.8 a 0.37 a 35.28 ab 9523.9 a 

300 MPa/2 min 3.88 a 4.6 a 0.37 a 44.47 c 6716.8 a 

300 MPa/2.5 min 3.90 abc 4.8 a 0.65 a 40.10 abc 8047.9 a 

300 MPa/3.5 min 3.89 a 4.8 a 0.37 a 44.36 c 8790.2 a 

Valores son medianas, n = 3. Para pH y TSS, n = 5. 

Valores con letras diferentes dentro de la misma columna son significativamente diferentes (p ˂ 

0.05). 
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CONCLUSIONES GENERALES 

Se concluye que, una reducción 5-log10 de L. monocytogenes se logró a 50.0 °C/60 min y, sólo 

bajo esta condición de temperatura y tiempo de exposición, no se afectaron significativamente el 

contenido de ácido ascórbico y fenoles totales en la pulpa de guanábana.  

Reducciones cercanas a 5-log10 de L. monocytogenes se lograron a 300 MPa por 3.5 min, y la pulpa 

de guanábana no mostró cambios en color, pH, sólidos solubles totales, ácido ascórbico, contenido 

de fenoles totales y capacidad antioxidante. Por lo tanto, se sugiere que, en futuras investigaciones, 

aumentar en tiempo de exposición a alta presión hidrostática para logar un mayor nivel de 

inactivación de L. monocytogenes. 
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ANEXOS 

ANEXO A 

A1. Equipo de altas presiones hidrostáticas 

 

 

Figura 3.1 Equipo de altas presiones hidrostáticas. 

Fuente: Instituto de Agroquímica y Tecnología de Alimentos (IATA), Paterna, Valencia, España. 
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A2. Curvas de calibración. 

 

Figura 3.2 Curva de calibración generada con ácido ascórbico para el cálculo del contenido de 

ácido ascórbico en pulpa de guanábana. 

 

Figura 3.3 Curva de calibración preparada con ácido gálico para el cálculo del contenido de fenoles 

totales en pulpa de guanábana. 
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Figura 3.4 Curva de calibración obtenida a partir de disolución de Trolox, rango de concentración 

de 0 – 250 µM, para el cálculo de capacidad antioxidante total en pulpa de guanábana. 
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ANEXO B. Diagrama de color. 

 

 

Figura 3.5 Diagrama de color CIELab. 
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ANEXO C. Artículo científico aceptado para su publicación en la revista Food Science and 

Technology International.  
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