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RESUMEN

La actividad del agua (aw) es una propiedad termodindmica esencial en ciencia y tecnologia de alimentos. Se presenta el enfoque
del Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos de la UCV para la comprensién del concepto, sus fundamentos y uso practico en
Venezuela y América Latina. La aw es de los pardmetros mas eficientes para explicar las relaciones del agua con los microorganismos,
pues gobierna en gran medida las respuestas microbioldgicas en los alimentos. Esto fue investigado en diversos contextos: disefio
de medios de cultivo para deteccién/enumeracion de hongos osmotolerantes/xeréfilos en alimentos de aw reducida, determinacién
de valores minimos de aw para crecimiento microbiano, medicién instrumental y prediccién de aw en sistemas alimentarios.
Adicionalmente, se investigé la conservacion de frutas tropicales de humedad intermedia y extension del concepto a productos de

alta humedad con proceso minimo y aplicacion de la tecnologia de obstdculos o hurdles con uso de varios factores de preservacion.
ABSTRACT

Water activity (aw) is a thermodynamic property recognized essential in food science and technology. This work presents the approach
followed in the Institute of Food Science and Technology, UCV, for understanding the concept, its fundamentals and practical use in
Venezuela and Latin America. Water activity is one of the most efficient parameters to explain the relations of water in microorganisms
since it largely governs microbiological responses in food. This was investigated in various contexts: detection and enumeration of
osmotolerant and xerophilic fungi in foods of reduced aw, determination of minimum aw values for microbial growth, instrumental
measurement of aw and prediction of aw in food systems. Additionally, the preservation of intermediate moisture tropical fruits was
investigated, leading to the extension to high moisture products minimally processed by “hurdle technology’, through the use of

various preservation factors.

Palabras clave: Actividad de agua (aw), tecnologia de obstaculos, medicién de aw, prediccién de aw, frutas de humedad intermedia,
métodos combinados de preservacion de alimento, proceso minimo.

Keywords: Water activity (aw), hurdle technology, aw measurement, aw prediction, intermediate moisture fruits, combined methods
of food preservation, minimal processing of fruits.

1. Introduccion

La influencia de la actividad de agua (aw) en la calidad y
estabilidad de los alimentos comenzé a recibir una atencién
considerable a principios de 1950 en razdén de las inconsistentes
interrelaciones empiricas observadas entre el contenido de
humedad y la estabilidad del producto. Los microbiélogos
estuvieron entre los primeros en reconocer que la aw, antes
que el contenido total de humedad, controlaba el crecimiento

microbiano, la muerte, la sobrevivencia, la esporulacion y la
produccién de toxinas de diversos microorganismos. Entre
1970 y 1980, el interés se oriento a evaluar la influencia de la
aw sobre el crecimiento microbiano bajo condiciones distintas
de temperatura, pH y aw. Los principales aspectos en relacién
al concepto de actividad de agua en la microbiologia de los
alimentos fueron revisados por Lépez-Malo et al. [1] y se

discuten a continuacion.
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1.1 Definicion de actividad del agua

La actividad es un amplio concepto termodinamico
definido como una relacién de fugacidades de fases que estan
en equilibrio en un sistema cerrado a temperatura constante.
Para una comprension adecuada del concepto se requiere una
revisiéon de fisicoquimica y termodindmica bésica y aplicada
[2]. Para simplificar: sea el caso del agua, con la fase liquida y
la de vapor en equilibrio, donde la fugacidad esta relacionada
a la presion de vapor a través del coeficiente de fugacidad. Si
la fase condensada (liquida o sdlida) estd en equilibrio con
su fase de vapor, el potencial quimico de la fase condensada
es igual al del vapor, y por lo tanto su fugacidad es igual a la
fugacidad del vapor. Esta fugacidad es aproximadamente
igual a la presiéon de vapor cuando esta Ultima es baja y si se
considera el comportamiento del vapor, como el de un gas
ideal. Entonces la razén de fugacidades puede reemplazarse
por la razén de presiones de vapor de agua [3] y la actividad
del agua serd expresada como

aw = P_/P *=HRE/100 1)

donde P es la presion parcial de vapor de la fase conensada:
solucién acuosa o alimento, P ° es la presion de vapor parcial
del agua pura a la misma temperatura, y HRE es la humedad
relativa del aire en equilibrio con la solucién o alimento. Por lo
tanto, la presion de vapor del agua en equilibrio con la solucién
o alimento puede ser medida o relacionada con la HRE del
medio ambiente que le rodea. La actividad del agua: aw es una
variable adimensional que solo esta definida para un sistema
en equilibrio y su valor es aplicable inicamente en condiciones
especificas de temperatura y presién. Los valores de aw van
desde 1 para agua pura, a 0, para un producto en el que toda
el agua estd termodinamicamente ligada a los sélidos del
alimento. Sin embargo, esos valores extremos no se presentan
en sistemas reales. Los alimentos frescos tienen valor de aw
cercanos a 0,98-0,99 mientras que los alimentos deshidratados
presentan valores de esta propiedad comprendidos entre 0,2
y 0,4. La aw mide entonces la disponibilidad de agua en un
producto, para que actue como reactante, solvente, humectante,
nutriente, etc.

Muchos sistemas multicomponentes como los alimentos,
constituidos por dos o mas fases (sdlida, liquida, acuosa, y
aceite), no presentan equilibrio entre una fase y la otra [4]. El
método mas usual para describir tedricamente las propiedades
del agua en estos sistemas es la obtencién de las isotermas de
sorcion de agua, que relacionan, a una temperatura constante,
el contenido de humedad en equilibrio con la actividad del
agua en el producto, en un intervalo dado de humedad. En
el equilibrio, las presiones de vapor del producto y del aire
que le rodea son iguales a una temperatura determinada. Las
isotermas de sorcion tienen significados en conceptos basicos
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(determinacién de la humedad de méxima estabilidad o de
monocapa, entalpias de adsorcidén-desorcion, condiciones de
humedad y temperatura para cambios de fase, etc.), y también
son utilizables con fines practicos, como la prediccion del
tiempo de secado, la vida ttil de un producto deshidratado,
cambios en la estabilidad del alimento dependiendo de su
composicion, seleccion de materiales de empaque y condiciones
de manejo y almacenamiento de alimentos.

Las isotermas son caracteristicas para cada producto, y se
pueden obtener ya sea a través de procesos de humidificaciéon
Estos dos
procesos opuestos pueden no ser reversibles, generando

(adsorcién) o deshumidificacién (desorcién).

diferencias en las isotermas de adsorcién y desorcién, lo que
esta ligado con el fenémeno denominado histéresis. Franks
[5] propuso que la presencia de histéresis en las isotermas de
sorcion (Figura 1) puede implicar que los procesos de sorcién
de humedad en los alimentos no sean reversibles. En el caso
del agua en los alimentos, se puede considerar que se trata de
un pseudoequilibrio. Si se presenta el fendmeno de histéresis,
al utilizar el término aw debe ser aclarado si dicho valor se
ha obtenido en un proceso de desorcién (deshumidificacion,

secado) o de adsorcion (humidificacién).
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Figura 1. Una isoterma de sorcion tipica mostrando histéresis

1.2 Actividad del agua como indicador de inocuidad
microbioldgica y vida util

La influencia del contenido de agua en la perecibilidad
de un producto se conoce desde tiempos inmemoriales.
Pricticamente, cada cultura primitiva encontr6 una forma
conveniente de reducir el contenido de agua hasta un nivel
al que podia proteger sus alimentos contra el deterioro
microbiano (ej. secado, salado, adicién de aztcares, procesos
de concentracién). Sin embargo, el fracaso ocasional de estas
técnicas de preservacion produjo resultados predecibles: los
productos salados se tefifan de rojo debido al desarrollo de

bacterias haldfilas, los productos preservados con aztcar
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eran atacados ocasionalmente por levaduras osmofilicas, y los
productos deshidratados eran atacados a menudo por mohos
xerofilos [6]. Se descubri6 también que el bajo contenido de
agua de un alimento no definia completamente su estabilidad
microbioldgica, porque la leche en polvo podia deteriorarse
rdpidamente aun cuando su contenido de agua era alrededor de
12 %, mientras que los cereales podian permanecer en perfecto
estado hasta 14 % de humedad y las frutas deshidratadas
inclusive a 18 %. Un mejor enfoque cuantitativo para definir
la influencia del agua en la respuesta microbiolégica en los
alimentos fue introducido por Scott [7] con el concepto de aw

Considerando la aw y su relacién con la estabilidad
microbioldgica, los valores minimos de aw que permiten el
crecimiento a diferentes tipos de microorganismos son de una
enorme importancia. La Tabla 1 presenta el intervalo de aw
en el cual se puede presentar o inhibir el deterioro microbiano
de los alimentos con la clasificacién de los microorganismos
como osmosensibles y osmotolerantes. Corry [8], Beuchat
[9,10] y Gould [11] produjeron extensas tablas con valores
de aw minimos para el crecimiento y produccién de toxinas
de muchos microorganismos patégenos y deteriorativos. La
Tabla 2 muestra aw minimos para patégenos bacterianos que
crecen en alimentos, asi como su pH y temperatura 6ptimos de
crecimiento. Con la excepcién de Staphylococcus aureus, para
el cual se requiere una aw de 0,86 para impedir su crecimiento
en condiciones anaerdbicas, el desarrollo de todos los demas
patégenos puede inhibirse mediante una reduccién de la
aw hasta aproximadamente 0,92. Los principales hallazgos
de Corry, Beuchat y Gould [8-11] pueden resumirse de la
siguiente manera:

e DPara 0,90 < aw < 0,92 la mayoria de las bacterias

patogenas generalmente son inhibidas, excepto
Staphylococcus aureus, el cual puede crecer a una aw
de 0,86.

e La awminima para el crecimiento es siempre igual o

menor que la aw minima para la produccion de toxina.

e La gwminima para el crecimiento depende del soluto
empleado para controlar la aw lo que se conoce como
“efecto soluto”

Es asf como la actividad del agua es un factor principal que
gobierna las respuestas microbioldgicas en los alimentos. El
concepto de aw ha sido aplicado exitosamente a las relaciones
del agua con los microorganismos, porque generalmente
los valores medidos y el sustrato en el que estan inmersos se
correlacionan con el potencial para el crecimiento y actividad
metabolica. La combinacion de la aw del alimento y su pH
determinan frecuentemente si puede ocurrir crecimiento
bacteriano o fuingico y el tipo de especies que se desarrolla,
con efecto también de la temperatura, la atmoésfera gaseosa,

Tabla 1. Actividad del agua y deterioro microbiano de los alimentos

Intervalo Microorganismos Ei los de ali ,
emplos de alimentos
dea, inhibidos Jemp
Algunas levaduras, bacilos Alimentos con 40 %
1,00-0,95 Gram negativos, esporas de sacarosa o
bacterianas 7 % de sal
Mayoria de cocos, lactobacilos, ~Alimentos con 50 %
0,95-0,91  células vegetativas de bacilos, de sacarosa o
algunos mohos 12 % de sal
Crecimiento y produccién de ~ Carnes empacadas
0,94 toxinas por todos los tipos de bajo condiciones
Clostidium botulinum anaerobicas
Alimentos con 65 % de
0,91-0,87 Mayoria de las levaduras sacarosa o
15 % de sal
0,87-0,80 Staphyl{ococcus aureus , Harina, arroz, etc.,
mayoria de los mohos con 15-17 % de agua
Crecimiento aerobico de S.
0,86 Setas
aureus
Mayoria de las bacterias Alimentos con
0,80-0,75 N
halofilicas 26 % de sal
) Alimentos con menos
0,75-0,65 Mohos xerdfilos
de 10 % de agua
0,68 Limite préctico para mohos
Productos de
0,65-0,60 Levaduras osmofilicas confiteria. frutas con

15-20 % de agua

Tomada de Lopez-Malo et al ., [1]

Tabla 2. Actividad de agua (a,) minima (sin especificar soluto
depresor) para el crecimiento de patdgenos bacterianos de alimentos,
en condiciones optimas de pH y temperatura

Bacteria aw

Campylobacter jejuni 0,990
Aeromonas hydrophila 0,970
Clostridium botulinum E 0,965
Clostridium botulinum G 0,965
Shigella spp. 0,960
Yersinia enterocolitica 0,960
Clostridium perfringens 0,945
Clostridium botulinum A & B 0,940
Salmonella spp. 0,940
Escherichia coli 0,935
Vibrio parahaemolyticus 0,932
Bacillus cereus 0,930
Staphylococcuus aureus (anaerébico) 0,910
Staphylococcuus aureus (aerdbico) 0,860

Tomada de Lopez-Malo et al . [1].

el potencial redox, el contenido de nutrientes del sustrato, el
estado fisico, la presencia de sustancias antimicrobianas y otros
preservantes quimicos [12].

La flora predominante de un alimento particular puede
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ser determinada por los valores de aw y la interaccién entre
awy pH puede llegar a establecer los limites de crecimiento
y de inhibicién. Aunque las bacterias son los principales
microorganismos de deterioro a altos valores de pH ( > 4,6)
y aw (0,980-0,999), las levaduras y mohos dominardn cuando
el pH estd por debajo de 4,0. En alimentos de aw alta con pH
por debajo de 4,0, tales como jugos de frutas y yogurt, las
levaduras, lo mismo que algunas bacterias acidolacticas, son
probablemente los microorganismos dominantes. Algunos
hongos filamentosos igualmente compiten bien en ambientes
de alta aw - bajo pH. La mayoria de las levaduras y mohos
que causan deterioro son mohos no xeréfilos que crecen
adecuadamente a aw > 0,99, pero también a valores de aw
menores de 0,90. En ambientes ricos en aztcar, en los cuales
las bacterias no parecieran adaptarse, las levaduras y los mohos
predominardn como los principales agentes deteriorativos. Sin
embargo, en alimentos como carne, con pH cercano a 7,0 y
alta aw dominardn las bacterias, aunque no sean capaces
de crecer a aw por debajo de 0,95. Las bacterias raramente
ocasionan deterioro en alimentos con valores de aw por debajo
de 0,85, aunque las salmueras y alimentos salados pueden ser
descompuestos por bacterias haléfilas moderadas o extremas
[12].

El concepto de a_ha ayudado a predecir el inicio del dafio
e identificar los peligros microbioldgicos que puedan existir
en los alimentos [13]. Sin embargo, la aw de un medio no
es el tnico factor determinante al considerar el deterioro de
los alimentos ya que intervienen otros factores como pH,
temperatura, potencial redox, etc., que regulan la respuesta
metabolica de un microrganismo. La naturaleza del soluto que
controla la aw en lo que se conoce como efecto soluto, puede
jugar también un papel relevante [14].

Consecuentemente, el concepto de la aw en los alimentos
como un determinante de crecimiento microbiano ha estado
en constante revision [13]. La presencia de efectos solutos
especificos a partir de diversos solutos puso en cuestionamiento
el papel de la aw como una medida creible de la viabilidad
fisiologica de los microrganismos, debido a que dicho efecto
puede conducir a una prediccidén erréonea del crecimiento
microbiano sobre la base de valores medidos de aw si no se
considera la naturaleza y efecto quimico que puede ejercer
cada soluto a un mismo valor de aw [9, 13].

Durante la década de 1980 recibi6é considerable atencién
el enfoque sobre los aspectos dindmicos de los sistemas
de alimentos de humedad baja a intermedia que, como se
menciond previamente, no estan en equilibrio termodinamico
[13, 15]. Esta perspectiva que seiiala la importancia de
mantener a los alimentos en estados vitreos cinéticamente

metaestables, constrenidos dindmicamente, incorpord las
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bases tedricas de los principios de la estructura fundamental y
de las propiedades, desde el campo de la ciencia de polimeros
sintéticos, que incluye los conceptos innovadores de la
dindmica acuosa y dindmica vitrea, en lo que se ha llamado la

ciencia de polimeros de alimentos [15].

En muchos alimentos y materiales bioldgicos, los solidos
se encuentran en estado amorfo metaestable, muy sensible
a cambios en el contenido de humedad y temperatura [15].
Esta matriz amorfa puede existir bien como una estructura
vitrea muy viscosa o una estructura gomosa mas liquida. La
temperatura caracteristica (Tg), a la cual ocurre la transicién
del estado vitreo al gomoso sin cambio de humedad, ha
sido propuesta como un pardmetro fisicoquimico que
puede determinar las propiedades del producto tales como
estabilidad e inocuidad, mejor que la aw [15]. Sin embargo,
la aproximacién de la ciencia de los polimeros de alimentos
puede no representar una mejor alternativa al concepto de aw
como predictor de crecimiento microbiano en los alimentos,
a pesar de las limitaciones del concepto de awy los posibles
efectos de la situacion de no equilibrio [13]. En la actualidad se
reconoce que aw y Tg son conceptos que deben considerarse
conjuntamente y pueden ayudar para definir las condiciones

de proceso y preservacion de los alimentos.

1.3 Estrés osmotico y osmorregulacion en
microorganismos

Los cambios en la osmolalidad del medio en el caso de
disminucidn de la aw conducen a un flujo pasivo de agua desde
el microorganismo a través de la membrana microbiana y como
resultado se produce una pérdida de turgor. El mecanismo
celular universal para contrarrestar la pérdida inicial que
prosigue a un “shock” hiperosmotico, es la acumulacién de
soluto(s) citoplasmatico(s) que aumenta(n) la presion osmotica
interna, lo cual a su vez, puede restaurar el turgor [11,16]. Hay
una gran variacion en los tipos de solutos acumulados por
distintos microorganismos (ej. cationes, amino e iminodacidos,
aminas, aminas cuaternarias, polioles, aztcares), pero todos
exhiben una serie de propiedades comunes, tales como ser
“compatibles” fisiolégicamente con los microorganismos
que los producen, de modo tal que se mantiene la actividad
de las enzimas citoplasmaticas aun a los bajos valores de aw
que generan estos solutos internos. Este comportamiento
difiere cuando las células se enfrentan a valores similares de
aw, pero generados por otro tipo solutos, como son aquellos
se encuentran comunmente en los alimentos, por ejemplo,

cloruro de sodio.

El control del crecimiento microbiano en los alimentos
por modificacién de la aw puede alcanzarse mediante dos

estrategias diferentes:
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1. Usar la aw como el tnico factor de estrés y, por lo
tanto, reducirla hasta valores muy bajos (ej. alimentos
deshidratados de aw < 0,6).

2. Usar otros factores de estrés como pH, temperatura,

adicién de conservantes, uso de radiaciéon UV, etc.,
en combinacién con una aw baja. Este es el enfoque
de obstaculos o “hurdles” que reduce la cantidad de
energia disponible para la osmorregulacién, ya que al
aumentar el numero de factores de estrés se incrementa
el consumo de energia, se afecta la homedstasis celular
y se hace mas dificil la sobrevivencia.

1.4 La actividad de agua en la deteccion y
enumeracion de microorganismos

Notodoslos factores ecoldgicos determinantes delarespuesta
microbiana -incluidos los incorporados por el procesamiento-
pueden ser considerados en el examen microbioldgico de los
alimentos. Como se discutié con anterioridad, tanto la aw
como el pH de los alimentos tienen una influencia de gran
peso sobre el tipo de microflora capaz de colonizar y causar su
deterioro o producir enfermedad en el consumidor. Estos son
hechos que necesitan ser tomados en cuenta para el aislamiento
y enumeracion confiables de los microrganismos presentes que

sean de interés.

En bacteriologia existen relativamente pocos usos de
medios de aw reducida basados en cloruro de sodio. Esta sal
es un importante componente de caldos de enriquecimiento
selectivo y de medios de cultivo en placas, los cuales son usados
para detectar y enumerar bacterias que requieren sal o son
tolerantes a ella, tales como especies de Vibrio, que necesitan
para su crecimiento optimo una concentraciéon de NaCl no

inferior al 1 %.

En el caso de los hongos (mohos y levaduras), la mayoria
de los hongos no xerdfilos que causan deterioro en alimentos
de alta humedad pueden detectarse sin consideraciones
especiales en medios microbiolégicos generales, tales como
agar papa dextrosa (PDA) acidificado, agar extracto de
malta, agar diclordn rosa de bengala y cloranfenicol (DRBC)
[17]. De mayor relevancia es la consideraciéon de la aw del
producto en alimentos de humedad intermedia y baja, como
son siropes, productos de confiteria, concentrados de fruta,
miel, frutas secas, pescado y carne salados y deshidratados,
granos, legumbres, nueces, especias. Estos productos tienen
una microflora caracteristica que estd determinada por
factores tales como aw tipos de solutos presentes (azticar o
sal), y condiciones de almacenamiento como temperatura,
concentracién de CO,, y disponibilidad de oxigeno [12].
Muchas especies fungicas requieren medios de aw reducida

y no pueden crecer a valores de aw de 0,99 vy, por lo tanto,

pueden no detectarse o subestimarse con métodos y medios
tradicionales como, por ejemplo, el medio de contaje general
en agar papa dextrosa (PDA) acidificado, agar extracto de
malta, o DRBC [18].

Los hongos xerdfilos que se han descrito por ser capaces de
crecer a aw menores de 0,85 incluyen levaduras osmofilicas
y mohos filamentosos xerdfilos: Debaryomyces hansenii,
Zigosaccaromyces bailli, y Z. rouxii entre las levaduras, y
muchas especies de Aspergillus, (xeréfilos moderados): la
serie de A. restrictus y A glaucus o Eurotium) y Penicillium,
lo mismo que Chrysosporium, Eremascus, Paecelomyces,
Wallemia, Xeromyces, Baspetospora, Polypaecylum, Geomyces y
Monascus. Entre los xerofilos fastidiosos extremos, aquellos
mohos que ademas de requerir una aw reducida, para crecer
son nutricionalmente muy exigentes, es decir, recuperar
esos mohos en el laboratorio requiere de medios de cultivo
diseniados a la medida. Estos son: Chrysosporium faninicola, C.
fastidium, C. inops, C. xerophilium, remascus albus, E. fertilis,
y Xeromyces bisporum, Basipetospora halophila y Polypaecilum
pisce, que son mohos halofilicos. La incompatibilidad de los
medios con alta aw para soportar el crecimiento de hongos
xerdfilos se magnifica cuando los alimentos investigados
contienen sustancias inhibitorias quimicas o factores de estrés
adicionales de naturaleza fisica que afecta la habilidad de las

células para crecer en los medios de enumeracion [18].

Entre los medios comunes para la deteccién o enumeracion
de hongos en alimentos de humedad intermedia y baja
esta el agar dicloran glicerol 18 (DG18) (aw 0,95; pH 6,5),
desarrollado por Hocking y Pitt [17] para la enumeracion de
mohos xerdfilos moderados en sustratos como los granos,
harinas, nueces, y especias. La presencia de diclordn en este
medio restringe el crecimiento de especies mucordceas, tales
como Eurotium spp, que tienden a extenderse sobre las placas
y opacar el crecimiento, deteccién y recuperacion de xerdfilos
de crecimiento mas lento, aunque esta recuperacion se logra en
todos menos en los xerdfilos extremos (que solo pueden crecer
a valores muy bajos de aw). Para resolver este problema, se
ha investigado la adicién de compuestos quimicos no toxicos
(Tritén X-301 o iprodina) al DGI18 para mejorar el contaje
de colonias formadas por el nimero maximo de propagulos
viables de mohos xeréfilos moderados, presentes en alimentos
de humedad baja e intermedia. DRBC y DG18 se recomiendan
como medios de propodsito general para el aislamiento y
enumeracion que descriminan entre alimentos dependiendo
de sus valores de aw ( > 0,90); el DG18, por ejemplo, es menos
apropiado para frutas y vegetales frescos que el DRBC.

Para analizar los alimentos de awbaja, los principios basicos
de selectividad son altas concentraciones de carbohidratos o
de cloruro de sodio. Asi, para enumerar mohos en harinas se

22
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ha empleado ampliamente el Agar Malta Sal (MSA), pero ha
sido reemplazado por el mas eficiente DG18. Otros medios
son Agar Triptona Acido Citrico Glucosa (50 GCT), pH
(4,0) para enumerar levaduras tolerantes al aztcar en jugo de
naranja concentrado, el Mosto Osmofilico de Scarr (SOW)
para levaduras osmofilicas en productos de alto contenido de
azucar, una serie de agares Extracto de Malta Glucosa (MYG)
con hasta 60 glucosa (aw 0,85); Extracto de Malta Levadura
70 % Glucosa Fructosa (MY70GF), (aw 0,76) para aislamiento
de xerdfilos extremos que pueden estar acompafiados de
Eurotium spp; y Agar Levadura Extracto de Malta Sal, 5 % sal,
12 % glucosa (aw 0,96) [18].

Es importante conocer la composicién y la historia del
procesamiento y manejo de los alimentos de aw reducida
al seleccionar los métodos para el anilisis microbioldgico
y particularmente el micoldgico [18], ya que la adaptacién
celular puede ocurrir a valores bajos de aw v la tolerancia a
esos niveles de aw puede ganarse o perderse en presencia de
distintas concentraciones de soluto. Por lo tanto, el estado de la
adaptacion celular microbiana afectara, por ejemplo en el caso
de los mohos, su capacidad de formar colonias en diferentes
medios de enumeracién. Con respecto a los diluentes, agua
peptonada (0,1 %) y buffers de potasio de 0,05 a 0,1 M son
comunes para la enumeracién general de mohos y levaduras.
Los diluentes que contengan un soluto son recomendados
para investigar mohos xeréfilos en alimentos de humedad
intermedia y baja, de modo de minimizar el choque osmético
a las células fungicas al hacer las diluciones seriadas para
sembrar en placas. Sin embargo, si las células estan estresadas,
el uso de diluentes con aw reducida puede ser critico. Se
espera que la rehidratacion de alimentos de aw baja, antes de
homogeneizar en el diluente y de sembrar en placas, pueda
mejorar la recuperacion de células dafiadas [18].

La seleccién de los solutos usados para alcanzar la aw
deseada en los diluentes y medios de enumeracién depende del
soluto principal que se encuentre en el alimento a ser analizado
(sal o azdcar). Siguen necesitindose nuevos medios que
permitan una mejor y mas rapida evaluacion de los alimentos,
con consideraciones de aw.

1.5 Influencia de la actividad de agua en la muerte y
sobrevivencia microbiana

Cuando un microorganismo es transferido a un nuevo
ambiente sobrevivird o morird dependiendo de su habilidad
de adaptacion. Aparte de la presencia de nutrientes, los
factores mas importantes para el crecimiento y produccién
de toxinas son la temperatura, la aw, el pH y el oxigeno. Las
bases de la sobrevivencia y muerte de los microorganismos
en términos de la aw son complejas. Como se indicd antes,
hay varios factores que, dependiendo del alimento, del
proceso y de los tipos de microoganismos, pueden afectar la
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relacién sobrevivencia-muerte de los microorganismos: los
intrinsecos (pH, concentracion y tipo de nutrientes, potencial
redox, contenido de humedad y aw, agentes antimicrobianos
naturales, estructura fisica y bioldgica de los alimentos o
nutrientes) y los extrinsecos (temperatura de almacenamiento,
humedad relativa del ambiente, presencia y concentracién de
gases como CO,y O,).

El uso combinado de factores extrinsecos e intrinsecos
junto a una disminucién de la aw es comun en la industria de
alimentos. Generalmente, en la medida en que se acerca al valor
minimo de la aw para el crecimiento de un microorganismo,
los cambios en el resto de factores ambientales tendran un
mayor impacto en la muerte o en la sobrevivencia microbiana.

Los efectos de la temperatura en la sobrevivencia de
microrganismos estan muy documentados; la resistencia
térmica de las células vegetativas y de las esporas y cémo es
influenciada por la aw es probablemente una de las dreas
estudiadas mas extensivamente en términos de inactivacién
microbiana. En general, las células vegetativas y las esporas
fungicas son mas resistentes en la medida en que la aw en el
medio de calentamiento se reduce.

El tipo de soluto empleado para ajustar la aw hasta un
valor determinado puede resultar en diferencias significativas
en la resistencia térmica de un microorganismo dado. Los
compuestos de peso molecular bajo, como el cloruro de sodio y
el glicerol producen una disminucion de la resistencia térmica
de cepas de Salmonella, mientras que solutos de mayor peso
molecular como la sacarosa, ejercen un efecto de mayor
proteccién contra la inactivacién térmica.

1.6 Medicion de la actividad de agua

Los requisitos de los sistemas de aseguramiento de calidad
en la industria de alimentos necesitan de métodos precisos,
seguros y convenientes de medicién de la aw y esto es
particularmente cierto para los alimentos en los cuales la aw es
un factor de control del crecimiento microbiano. Esta seccion
presenta algunos de los métodos disponibles que se emplean
para medir la aw en los alimentos [19,20,21].

1.6.1 Medicion de la presion de vapor

Sobre la base de la definicién de la aw, esta se puede medir
cuando un alimento se coloca bajo condiciones ambientales
hasta que alcance condiciones de equilibrio (a temperatura
controlada) con la atmdsfera del entorno que se encuentra
a una humedad relativa constante y conocida (Tabla 3).
Dada la condicién de equilibrio, la presiéon de vapor de la
atmosfera -medida con un manoémetro o transductor de
presion- es igual a la aw. La desventaja es que el tiempo
necesario para alcanzar el equilibrio es largo, lo cual hace a
este método inadecuado para un analisis de rutina rapido.
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Tabla 3. Humedad relativa generada por soluciones salinas saturadas

10°C 15°C 20°C 25°C 30°C
Bromuro de litio 7,1 6,9 6,6 6,4 6,2
Hidréxido de sodio - 9,6 89 8,2 7,6
Cloruro de litio 11,3 11,3 11,3 11,3 11,3
Acetato de potasio 23,5 23,5 23,0 22,5 22,0
Cloruro de magnesio 33,5 33,0 33,0 33,0 32,5
Carbonato de potasio 44,0 43,5 43,0 43,0 43,0
Bromuro de sodio 60,0 59,0 58,0 57,5 56,5
Cloruro de cobre 68,0 68,0 68,0 67,5 67,0
Ioduro de potasio 72,0 71,0 70,0 69,0 68,0
Cloruro de sodio 76,0 75,5 75,5 75,5 75,0
Sulfato de amonio 81,0 80,5 80,5 80,0 80,0
Cloruro de potasio 87,0 86,0 85,0 84,5 84,0
Benzoato de sodio 88,0 88,0 88,0 88,0 88,0
Nitrato de potasio 95,5 95,0 94,0 93,0 92,0
Sulfato de potasio 98,0 98,0 97,5 97,0 97,0

1.6.2 Depresion del punto de congelacion

El efecto de la concentracion de un soluto en soluciones
acuosas sobre la propiedad coligativa depresién del punto de
congelacion puede determinarse con cridscopos, como los que
se usan ampliamente en la industria lactea, y calcularse con
la ecuacién de Robinson y Stokes [3], la cual es vélida para
alimentos liquidos de aw > 0,97, aunque su empleo ha sido

también aceptado para valores menores de aw hasta 0,80.

1.6.3 Higrometro de punto de rocio

Este método, el cual puede utilizarse para medir un amplio
espectro de aw a diferentes temperaturas, estd basado en
la condensacién de vapor de agua sobre la superficie de un
espejo que es enfriado. Cuando la temperatura del espejo
alcanza el punto de rocio, la condensaciéon es detectada
fotoeléctricamente en la atmosfera generada por la muestra
bajo estudio y la temperatura medida se usa para encontrar
la humedad relativa utilizando tablas de psicrometria. Los
medidores de aw basados en la técnica del espejo enfriado
fueron, por mucho tiempo, los Ginicos que permitian hacer la

medicidn de la aw en solo unos minutos.

1.6.4 Termocupla psicrométrica

Este aparato mide la aw tomando en cuenta la temperatura
del bulbo hiimedo, la cual es la que tendria un volumen de
aire si fuese enfriado isoentdlpicamente hasta saturacion del
aire a presion constante. La medicion de aw estd basada en
los valores de humedad relativa que se determina a partir del
conocimiento de las temperaturas de bulbo seco y himedo. La
muestra se coloca dentro de una cdmara en la cual se le permite
que alcance el equilibrio con la atmosfera que lo rodea, dentro
de la cdmara esta un termopar que es enfriado y sobre el cual se
condensa el vapor de agua generado por la atmosfera misma y

la muestra. Posteriormente se provoca la evaporacion del agua
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condensada sobre el termopar, la velocidad de evaporacién
se relaciona con la humedad relativa de la atmodsfera en
equilibrio con la muestra, a partir de dicha humedad el aparto
directamente registra la aw de la muestra.

1.6.5 Higrometros eléctricos

El comportamiento de este higrémetro estd basado en el
uso de higrosensores conformados por un cable eléctrico
recubierto por una sal altamente higroscopica como el cloruro
de litio. Cuando la sal absorbe el vapor de agua liberado por la
muestra, se provoca un cambio en la conductancia del cable
que se relaciona con la presién de vapor y la actividad de agua.

1.6.6 Higrometro de filamento

Este instrumento de bajo costo usa una fibra sintética que
se encoge cuando estd expuesta a una humedad relativa alta.
La modificacién dimensional es registrada y relacionada a la
aw de la muestra. Este higrometro se afecta de una manera
muy importante por los cambios de temperatura y la presencia
de volatiles. Tiene una baja sensibilidad, aunque es funcional
dentro del rango de aw de 0,700 - 0,965.

1.7 Prediccion de actividad del agua

La prediccién de la aw en alimentos ha sido de gran
relevancia durante los ultimos afios. En multiples estudios
se ha buscado generar modelos matematicos simples que
ayuden a dicha prediccion, para su uso en el disefio de
alimentos, aplicaciéon en métodos de conservacidn, seleccion
de condiciones de almacenamiento y manejo de alimentos,
asi como en la seleccién y disefio de materiales de empaque.
Los estudios de Van den Berg y Bruin [4], Chirife [21] y Roa
y Tapia [22] fueron pioneros en la presentacion de una serie
de andlisis detallados sobre los procedimientos empleados
tradicionalmente para calcular o predecir la aw [1]. En estos
estudios, se discutié la aplicabilidad de diversos modelos
tedricos y empiricos, incluyendo ejemplos descriptivos.

1.8 Algunas consideraciones

Aun cuando hay restricciones y problemas asociados
con el uso del parametro de aw en algunos alimentos, su
cuantificacion y prediccion continuan siendo de gran utilidad
en el disefo de procesos, en la formulacion de alimentos, enla
seleccion de las condiciones de almacenamiento de materias
primas y de productos elaborados, en la determinacién de
la calidad y estabilidad de los alimentos, y en la vida util
de anaquel de alimentos almacenados bajo condiciones
diversas de empaque, temperatura y humedad relativa. Es
muy claro que la aw desempeia un papel muy significativo
en la sobrevivencia y muerte de los microorganismos en
los alimentos. Es asi como la aw es factor importante en las

respuestas microbianas, con implicaciones practicas de gran
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impacto en la industria de alimentos destinada a mejorar la
estabilidad e inocuidad de los productos.

2. Actividad de agua como indicador de
inocuidad microbioldgica y vida util

2.1 Algunas premisas de partida:

1. La actividad de agua es un factor de peso que rige las
respuestas microbioldgicas en los alimentos.

2. El concepto de aw puede emplearse para explicar las
relaciones del agua en los microorganismos, ya que
los valores medidos y las caracteristicas del sustrato
en el que pueden o no proliferar generalmente se
correlacionan con el potencial para el crecimiento y la
actividad metabdlica.

3. Las interacciones entre la aw del alimento y otras
propiedades intrinsecas de los mismos (pH, contenido
de nutrientes, potencial de O6xido reduccion,

disponibilidad del agua, presiéon osmotica, presencia

etc.)

extrinsecos determinados por el procesamiento y

de antimicrobianos naturales, y factores
el ambiente (temperatura, humedad, oxigeno, luz,
preservantes quimicos, empaque, etc.) gobiernan las
respuestas microbianas expresadas como crecimiento
o imposibilidad del mismo, el tipo de especies que se
desarrollaran y la subsecuente actividad metabdlica

(produccidn de toxinas y de otros metabolitos).

4. Considerando la aw y su relacién con la estabilidad
microbioldgica, los valores de aw minimo que permiten
el crecimiento de diferentes tipos de microorganismos
son de una enorme importancia. Muchos investigadores
han generado un cimulo de valores de aw minimos
para el crecimiento y produccion de toxinas de diversos

microorganismos patégenos y deteriorativos.

2.2 Determinacion de aw minimo para el crecimiento
de Listeria monocytogenes

Desde el trabajo pionero de Scott [23], quien establecid
que el crecimiento bacteriano se correlacionaba con la awy
no con el contenido de humedad, los requerimientos de agua
de las bacterias patdgenas, su respuesta a la aw -que puede
determinar crecimiento, supervivencia o muerte-, los efectos
de los solutos sobre esta respuesta, etc., han sido un importante
tema de investigacion, particularmente para microorganismo
patogenos, tanto tradicionales como emergentes.

Listeria  monocytogenes ha sido un patégeno muy
investigado dado el numero y severidad de los brotes de
listeriosis humana registrados en diversas partes del mundo,
que lamentablemente se mantienen hasta el presente como ha
sido el ocurrido en Espaia que durante el mes de agosto de

2019, las autoridades sanitarias de Andalucia notificaron un

severo brote de listeriosis asociado al consumo de un producto
de carne de cerdo asada, condimentada en el procesamiento
con sales y especias, empacada al vacio y comercializada bajo
refrigeracion. Las autoridades espaiolas notificaron el brote
a la Organizaciéon Mundial de la Salud a través de la Red
Internacional de Autoridades en materia de Inocuidad de los
Alimentos (INFOSAN) el 20 de agosto de 2019 [24].

En nuestro laboratorio en el ICTA-UCV se investigaron
dos cepas de Listeria monocytogenes, Scott A (serotipo 4b) y
Brie 1 (serotipo 1b), en términos de los requisitos minimos de
aw para su crecimiento a 4 y 30 °C, utilizando NaCl, glicerol
y sacarosa como solutos de prueba. Ambas cepas fueron
cultivadas en caldo tripticasa soya suplementado con glicerol
(TSB), NaCl y sacarosa, como solutos depresores de actividad
de agua. Laawde cada medio fue ajustada mediante calculos
de prediccién a valores de aw que variaron de 0,86 a 0,99.
Estos valores fueron seleccionados para cubrir el intervalo de
aw obtenidos con varios solutos registrados en la literatura
como minimos y 6ptimos para el crecimiento del patdgeno,
e incubados a las dos temperaturas 4 y 30 °C. A la fecha de
realizar este trabajo, no se habia publicado informacién que
comparase la respuesta de crecimiento de L. monocytogenes
a varias temperaturas y como era afectada por aw reducidas
empleando solutos distintos al NaCl.

Los resultados se presentan de modo resumido en la Tabla 4.
Ambas cepas crecieron bien a 30 °C en caldo tripticasa soya
(TSB), suplementado con glicerol, pero no crecieron en TSB
suplementado con NaCl, ni con sacarosa a una aw de 0,90. La
sacarosa resulté mas inhibitoria que el NaCl y el glicerol. La
cepa Brie 1 fue menos tolerante a la sacarosa en comparacion
con la cepa Scott A a 4 y 30 °C. Los efectos de los tres solutos
se magnificaron a 4 °C, donde la tolerancia a bajo aw fue
notablemente menor que a 30 °C. Los resultados confirmaron
que el tipo de soluto y las condiciones osmdticas alteradas por
el soluto afectan la capacidad de Listeria monocytogenes para
crecer a4y 30 °C [25].

3. Estrés osmético y osmorregulacion en
microorganismos

3.1 Premisas

El control del crecimiento microbiano en los alimentos
por modificacién de la aw puede alcanzarse mediante dos
estrategias diferentes:

e Usar la aw como el unico factor de estrés y, por lo
tanto, reducirla hasta valores muy bajos (ej. alimentos
deshidratados de 0,4 < aw < 0,6).

e Usar otros factores de estrés en combinacion con una aw
baja en lo que se conoce como enfoque de obstaculos o
hurdles, como son aumento de la acidez (p.ej. pH bajo),
la adiciéon de conservadores, el uso de temperaturas
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Tabla 4. Crecimiento de L. monocytogenes en caldo Tripticasa Soya,
avarios aw ajustados con NaCl, Glicerol o Sacarosa [25]

L. monocytogenes L. monocytogenes

Scott A incubada a Brie incubada a

4°C 30 °C 4°C 30 °C
ey (PI) (PI) (PI)
10> 10* 10° 10* 10° 10* 10* 10*
NaCl 0,99 + + + + + + + +
098 + + + + + + + +
09 + + + + + + + +
0,95 + + + + + + + +
094 - + + o+ - o+ o+ ¥
093 - - o+ 4+ - - 4+ ¥
0,92 - - + + - _ + +
090 - - - - - - - -
Glicerol 0,96 + + + + + + + +
0,94 + + + + + + + +
093 + + + + + + + +
0,92 + + + + + + + +
091 - - o+ 4+ - - o+ ¥
090 - - o+ o+ - - 1+ 1
089 - - - - - - - -
0,86 - - - - - _ - _
Sacarosa 0,97 + + + + + + + +
0,96 + + + + + + + +
0,94 - + + + - - - _
0,93 - + + + - - - _
0,92 - - + + - - - -
091 - - - - - - - -
0,90 - - - - - _ - _
0,88 - - - - - - - _
086 - - - - - - - -

El crecimiento (+) fue interpretado como desarrollo de turbidez o un
incremento en poblacion viable después de 20 dias de incubacion.

(PI), Poblacién inicial (log ufc/ml).

altas (escaldado) o bajas (refrigeracién), la limitacién de
nutrientes, adicién de flora competitiva como probidticos,
etc., que reducen la cantidad de energia disponible en los
microorganismos paralaosmorregulacion, yaqueaumenta
el consumo de energia requerida para la homedstasis
(mecanismo que mantiene y regula el equilibrio de las
células, las cuales funcionan correctamente dentro de
un intervalo estrecho de condiciones como temperatura,
pH, concentraciones idnicas y accesibilidad a nutrientes,
etc.). La homedstasis se altera desde diversos flancos por
los obsticulos empleados (ej. alimentos de humedad

intermedia o alta).

3.2 Empleo del enfoque de obstaculos o hurdles

Este enfoque constituyé una linea de investigaciéon en

el Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos de la

Universidad Central de Venezuela. A continuacién, los
resultados:

3.2.1 Alimentos de humedad intermedia (AHI)

En los alimentos deshidratados (0,4 < aw < 0,6; humedad
<10 %) la actividad del agua es su principal obstaculo
contra la actividad de los microorganismos. Si bien en el
Laboratorio de Frutas y Vegetales del Instituto de Ciencia y
Tecnologia de Alimentos (ICTA) se trabajé en una primera
etapa en el desarrollo de productos de fruta deshidratada
con financiamiento del Consejo Nacional de Investigaciones
Cientificas?, en este proyecto se incluyeron prioritariamente
trabajos en el drea de alimentos de humedad intermedia,
particularmente de frutas de humedad intermedia, (aw entre
0,65y 0,90 y 10-50 % de humedad), en los cuales, la reduccién
de actividad del agua sigue siendo un factor importante para
controlar las reacciones que comprometen su estabilidad e
inocuidad, pero no se lleva el producto a niveles muy bajos
de aw, lo cual solo es posible si se potencia la depresion de
aw con el concurso de otros factores de conservacion de
acompafiamiento, en la llamada tecnologia de obstaculos
o hurdles, no siendo necesario deshidratar los productos.
El método hurdle ha sido muy exitoso como una forma de
desarrollar nuevos productos, de mejor calidad, mas plasticos,
mas humedos y palatables, en la mejoria de alimentos
tradicionales de humedad intermedia. Leistner [26] introdujo
el concepto de obstaculo, o efecto de obstdculos para ilustrar el
hecho de que, en la mayoria de los alimentos, una combinacién
inteligente de pardmetros de conservacién (obstaculos o
hurdles) mejora la estabilidad e inocuidad microbiana final.
Cada factor de conservacién empleado es considerado un
obstaculo que los microorganismos deben “saltar” para
proseguir con su actividad metabdlica en el sustrato. Cada
“salto” representa un gasto energético considerable para el
microrganismo. Mientras mds saltos deba realizar, mas se
agota su energia para el crecimiento y metabolismo hasta
que se inactiva o muere. En la Figura 2 las lineas punteadas
representan esquemadaticamente estos saltos. En la medida en
que se adicionan mds factores de preservacion, o se varian
los niveles de los mismos, la respuesta microbiana variard

tendiendo a ralentizarse o a extinguirse.

.
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Figura 2. Representacion grafica del efecto de obsticulos o hurdles en
alimentos. t, tratamiento térmico leve; aw, actividad de agua; pH, acidez; Eh,
potencial de éxido-reduccion; pres, preservantes. (Tomado de [26])

’

1. Desarrollo de técnicas de preservacion de frutas tropicales mediante descenso de su aw. Proyecto CONICIT S1-1917, Caracas, Venezuela
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Desde el punto de vista microbioldgico, la conservacién
de alimentos consiste en exponer los microorganismos a un
medio hostil (por ejemplo, a uno o mas factores adversos) para
prevenir o retardar su crecimiento, disminuir su supervivencia
o causar su muerte. Ejemplos tradicionales de tales factores son
la acidez (ej. pH bajo), la limitacién de agua disponible para el
crecimiento (ej. reducciéon deaw),la presenciade conservadores,
las temperaturas altas o bajas, la limitacién de nutrientes. Los
microorganismos han desarrollado distintos mecanismos para
resistir los efectos de estos factores ambientales de estrés. Estos
mecanismos, denominados «mecanismos homeostéticos»,
actuan para mantener relativamente sin cambio los parametros
y las actividades fisioldgicas claves de los microorganismos,
aun cuando el medio que rodea a la célula se haya modificado

y por tanto, sea diferente [27].

Para ser efectivos los factores de conservaciéon deben
superar la resistencia microbiana homeostatica. En el caso de
microorganismos vegetativos, los mecanismos homeostaticos
son energético-dependientes, pues la célula debe consumir
energia para resistir a los factores de estrés, por ejemplo,
para reparar los componentes daiados, sintetizar nuevos
componentes celulares, etc. En el caso de las esporas, los
mecanismos homeostiticos no consumen energia, ya que
los mismos estan incluidos en la estructura de la célula ain
antes de que ésta sea expuesta a los diversos tipos de estrés
ambiental. En la medida en que la industria de alimentos se
ha modernizado, disefiando procesos basados en conceptos
cientificos, se han probado distintos obsticulos y se han
incorporado como resultado de numerosas investigaciones.
Algunos de los obsticulos investigados con éxito como
nuevos antimicrobianos son: quitosano, acidos orgéanicos,
bacteriocinas, aceites esenciales, empaque en atmosfera
modificada, usode peliculas comestibles comobarreras externas
y enzimas como lactoperoxidasa, entre otros. Igualmente, se
ha estudiado nuevas tecnologias de descontaminacién con
obstaculos tales como calentamiento inductivo, microondas
y radiofrecuencia, campo eléctrico pulsado, calentamiento
6hmico, altas presiones hidrostéticas, luz pulsada, campo
magnético de oscilacion, descarga de arco de alto voltaje,
ultrasonido, rayos X, luz ultravioleta, agua electrolizada
(solucién de acido hipocloroso), entre otros [28, 29].

3.2.2 Alimentos de humedad intermedia tradicionales:
linea de investigacion en el ICTA-UCV

En razén de que los AHI forman parte de los patrones
alimentarios tradicionales en todas las poblaciones del
mundo, desde el ICTA-UCV nos incorporamos a un proyecto
multinacional de cooperacion (CYTED-D), puesto en

marcha por los Ministerios de Ciencia de Espafa y Portugal

y los consejos de investigacion de gran parte de los paises
iberoamericanos para inventariar una serie de alimentos de
AHI de Espana y de varios paises de América Latina’, como
una manera de contribuir a identificar la relevancia del manejo
del pardmetro aw en estos productos, asi como demostrar que
el enfoque de obstéculos, aunque aplicado de manera empirica,
gobierna la estabilidad, inocuidad y calidad de esos productos. A
cada producto se le determind su composicién quimica, su aw
por medicién experimental y prediccion sobre la base de los
principales solutos depresores de aw. Se recopilé informacién
de 260 alimentos tradicionales de humedad intermedia.
El estudio incluy6 la determinacién de las caracteristicas
fisicoquimicas (aw experimental y predicha, pH, humedad,
principales so6lidos solubles responsables de la depresion de
la aw) v la identificaciéon de obstaculos (hurdles): presencia
de antimicrobianos, aplicacién de tratamiento térmico
durante el proceso o llenado en caliente, flora competitiva y
requerimiento de refrigeracién. Se incluy6 informacién sobrela
forma de consumo, condiciones de comercializacién, aspectos
tecnoldgicos y de calidad. Se identificaron los principales
factores de preservacion responsables de la estabilidad
microbiana, asi como el papel de los factores individuales en
el sistema de preservacion, y se evalud si estos obstaculos eran
aplicados correctamente y los productos eran susceptibles de
deterioro o de soportar patdgenos. A partir de los resultados
obtenidos se generaron recomendaciones de como mejorar la
calidad (reformulando productos), la inocuidad y la estabilidad
de estos alimentos iberoamericanos [30, 31, 32, 33].

En la Tabla 5 se presenta un extracto de la caracterizacién
de algunos productos a base de frutas de humedad intermedia
(seleccionados de los 260 inventariados que incluyen alimentos
carnicos y lacteos) tradicionales de varios paises de América
Latina, los obstdculos identificados y usados empiricamente
en su procesamiento, y su nivel de relevancia en el sistema de
preservacion [30].

3.3 Frutas de humedad intermedia

Los productos de frutas de humedad intermedia (FHI) han
sido muy populares y aun tienen mercados potenciales. Sin
embargo, la aplicacion de la tecnologia de hurdle para producir
productos estables a temperatura ambiente estd limitada por
la alta concentracién de solutos necesarios para reducir la
actividad de agua a niveles seguros. Esto generalmente afecta las
propiedades sensoriales de los alimentos. Igualmente, el pH es
relevante, y aunque las frutas son un buen ejemplo de alimentos
que aceptan la reduccion del pH sin afectar significativamente
el sabor, solo puede llegar a un valor de pH tan bajo como lo
permita la palatabilidad, alrededor o por debajo de pH 5,0.

2. Desarrollo de Alimentos de Humedad Intermedia Importantes para Iberoamérica’ Proyecto Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo. CYTEDD. XI1. V
Centenario Encuentro entre Dos Mundos. 19881990. Argentina, Brasil, Chile, Costa Rica, Cuba, Espaa, Nicaralberoamérica gua, México, Uruguay y Venezuela

y Puerto Rico.
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Tabla 5. Factores de preservacion identificados en algunos productos de frutas analizados en varios paises de Iberoamérica

(Adaptado de [30])

Factor de preservacién

Nivel de relevancia de

barreras
Producto Pais a, pH AM % MR Secundario
Frutas confitadas:
Papaya Chile 0,75 4,6 No No a, pH, T
Calabaza México 0,81-0,83 5,7-6,5 No No a, pH, T
Camote Meéxico 0,75-0,85 5,3-6,6 No No a, pH, T
Chilacayote México 0,70-0,85 5,6-7,0 No No a, pH, T
Naranja México 0,81 53 No No a, pH, T
Pifa Meéxico 0,80-0,87 4,5-5,6 No No a, pH, T
Pera México 0,81 5 No No a, pH, T
Camote Venezuela 0,74 5 No No a, pH, T
Toronja Venezuela 0,77 4,3 No No a, pH, T
Papaya Venezuela 0,77 5 No No a, pH, T
Higo Venezuela 0,73 4,5 No No a, pH, T
Mazapan de calabaza México 0,83 6,4 BS No a,
Lima México 0,66 42 No No a,, pH, T
Frutas deshidratadas:
Ciruela Brasil 0,77 3,9 No No a, pH
Ciruela Chile 0,7 4 BS. No a, AM, pH
Anacardo Costa Rica 0,78 53 BS No a, AM, T, pH
Platano Costa Rica 0,62 5,1 No No a, No
Mermeladas de fruta:
Ciruela Argentina 0,82 3,2 No Si a.,pH T
Ciruela Uruguay 0,79 3,2 No Si a.,pH T
Durazno Argentina 0,83 3,1 No Si a.,pH T
Durazno Chile 0,87 3,3 BS Si a.pH T, AM
Durazno México 0,83 3,2 BS Si a.,pH T, AM
Fresa Brasil 0,83 3,7 No Si a.pH T
Fresa Chile 0,85 3,2 BS Si a.pH T, AM
Fresa México 0,84 3,3-3,8 BS Si a.,pH T, AM
Fresa Venezuela 0,79 3,4 No Si a.,pH T
Mango Costa Rica 0,81 5 BS Si a.,pH T, AM

T: tratamiento térmico. AM: antimicrobianos. BS: benzoato de sodio. V: vacio. MR: mas relevante

Sin lugar a dudas, esto impone una limitacién no solo en la
microflora colonizadora, sino también en los alimentos,
ya que el pH no se puede reducir en muchos productos sin
alterar el sabor. A bajos valores de pH y de aw, ciertas especies
de levaduras y mohos, por ejemplo, Zygosaccharomyces
rouxii, Aspergillus spp., Eurotium spp, pueden tolerar altas
concentraciones de soluto y, en consecuencia, presentar
un riesgo para la estabilidad del FHI. Por ello, siempre se
requieren preservantes. La extensa investigacién realizada
en India por el Dr. Jayaraman y su equipo [34] ha generado
informacién importante sobre esta categoria de productos y los
microorganismos que los colonizan.

En el ICTA-UCV, por ejemplo, se investigé la respuesta
de una cepa de Zigosaccharomyces rouxii aislada de un AHI
de papaya desarrollado en el laboratorio [35]. Esta cepa es el
organismo mas comun de deterioro dentro de las levaduras
osmotolerantes y un organismo bastante apropiado para
estudios de reto microbiano. Se investigd: a) su aw minima de

crecimiento en caldo glicerol (47,6 %) - sacarosa (28,6 %) a pH
4,0. Los medios basales glicerol-sacarosa de aw, 0,60; 0.62; 0,64;
0,66 y 0,68 fueron preparados a partir de la isoterma de trabajo
del caldo basal (0,6-0,75 aw, 25 °C), (Figura 3), mientras que
los medios de aw, 0,85 y 0,95 fueron preparados calculando
la contribucién de cada soluto no electrolito a la depresion de
aw del caldo de cultivo, las cuales se describen en la Seccién
5 de este documento; y b) la respuesta a una combinacién de
factores de estrés: pH (4,0; 3,5 y 3,0), sorbato de potasio (0;
500; 1.000 y 1.500 ppm), y bisulfito de sodio (0; 100 y 150 ppm),
preservantes empleados en la industria de frutas deshidratadas
de humedad intermedia.

El medio de enumeraciéon empleado fue Extracto de
Levadura 50 % Glucosa (YES 50). Los tiempos investigados
fueron 0,3; 6; 9; 12; 40; 60; 80; 120; 180; 240; 300; 420; 600 y
840 horas para los estudios de aw, minima de crecimiento y
estimacién de los tiempos de generacidn; y 0,3; 6; 12; 24; 48;
216 y 360 horas para los estudios de respuesta a los factores

28
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Figura 3. Isoterma de trabajo del caldo basal sacarosa:glicerol a 28°C. (W)
valores experimentales; linea: valores predichos

de estrés. Los efectos de sorbato de potasio (SK) y de didxido
de azufre (SO,) sobre el crecimiento de Z. rouxii expresado
como log N/N| o logaritmo del nimero de células N en un
tiempo con respecto al logaritmo del nimero de células N, en
el tiempo inicial, en medios de laboratorio se observan en la
Figura 4. La adicién de 500 ppm SK retardé el crecimiento
especialmente durante las primeras 4 h. Al final del periodo de
incubacidn en presencia de 500 ppm SK los contajes se hicieron
muy altos (p < 0,05) acercdndose a aquellos obtenidos sin SK,
lo que sugiere una adaptacién de la levadura al sorbato, lo cual
fue comprobado al analizar y constatar los niveles de sorbato
residual en el medio de crecimiento. El aumento a 1.000 ppm
SK result6 en inhibicion del crecimiento, mientras que con
1.500 ppm SK no hubo crecimiento (datos no presentados
en la figura). La adicién de 100 ppm SO, (en ausencia de SK),
tuvo un marcado efecto en el crecimiento de la levadura, el
cual se retrasé significativamente (p < 0,05) comparado con el

log N/No

10
Tiempo (dias)

Figura 4. Efecto de los factores de estrés combinados (sorbato de potasio y
dioxido de azufre) sobre el crecimiento de Z. rouxii en caldo sacarosa:glicerol.
(®) 0 ppm de sorbato; (A) 500 ppm de sorbato; (') 1.000 ppm de sorbato; (¢)
100 ppm SO,; (x) 500 ppm de sorbato y 100 ppm SO,
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crecimiento en los otros medios investigados.

La aw minima de crecimiento determinada en caldo
sacarosa glicerol se ubic6 entre 0,62 y 0,64 en ausencia de
antimicrobianos y en el rango de pH 6ptimo de la levadura
(Figura 5). Se concluye que una combinacién de 100 ppm de
bisulfito de sodio, 500 ppm de sorbato de potasio y pH 4,0
previene el deterioro por Z. rouxii en FHI.

a) log ufc/ml
54
5.2
5,0
48
4.6
4,4
4,2
4,0
38
36
34

100 200 300 400 500

Tiempo (h)
40,62 ay

600 700 800 900

-0-0,6 aw 0,624 ay

b)

log ufc/ml
5

o

4,5

4,0

100 200 300 400 500

Tiempo (h)
0,68 ayw

600 700 800 900

0,66 aw -#-0,85ay —*0,95ay

Figura 5. Efecto de la actividad de agua sobre el crecimiento de Z. rouxii en
caldo sacarosa:glicerol (pH 4,0) durante 840 horas de incubacion a 28 °C

a) ©0.60 aw A0.62 aw 7 0.64 aw

b) ©0.66 aw 4 .0.68 aw M0.85 aw ® 0.95 aw.

Entre los aspectos que han impedido que las FHI hayan
continuado desarrollandose con los enfoques tradicionales
estdn las preocupaciones de salud del consumidor asociadas
con los altos niveles de humectantes y conservantes utilizados.
Este tltimo tema se ha vuelto mds importante en afios recientes
gracias a una mayor conciencia publica sobre inocuidad
alimentaria y los consumidores estdn buscando, ademds de
caracteristicas de frescura en los productos, la ausencia de
preservantes. La industria alimentaria ha respondido a estas

demandas con las llamadas frutas y hortalizas minimamente
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procesadas, que se han convertido en una industria muy
extendida y constituyd el paso siguiente en nuestra linea de
investigacion.

3.4 Extension del concepto de humedad intermedia a
productos de alta humedad (procesamiento minimo)

Se pueden explorar diferentes enfoques para obtener estabilidad
de almacenamiento y una apariencia fresca en productos de fruta.
Las frutas comerciales, minimamente procesadas, son frescas
(con alta humedad) y deben tener caracteristicas de conveniencia
para el consumidor.

El procesamiento minimo incluye procedimientos de
preparacion tales como lavado, pelado, corte, empaque, entre
otros, después de lo cual el producto de fruta generalmente se
coloca en almacenamiento refrigerado donde su estabilidad varia
segun el tipo de producto, el procesamiento y las condiciones de
almacenamiento. Sin embargo, la estabilidad del producto sin
refrigeracion es un problema importante no solo en los paises en
desarrollo sino también enlos paises industrializados. El principio
utilizado por Leistner [36], para carnes de alta humedad estables
(aw > 0,90) donde solo se usa un tratamiento térmico suave y
el producto atn exhibe una larga vida 1til sin refrigeracion, se
puede aplicar a otros alimentos. Las frutas son una buena opcién
parala aplicacién de dicho principio y la generacién de productos

estables, seguros y minimamente procesados.

Si el objetivo es la obtencién de productos con caracteristicas
similares a las frutas frescas, la deshidratacion (aw como tinico o
principal obstaculo) no puede usarse en el procesamiento. Por otro
lado, la reduccion de awmediante la adicién de humectantes para
mantener el producto en estado de alta humedad debe emplearse
a un nivel minimo que no afecte el sabor. Para compensar la alta
humedad que queda en el producto (en términos de estabilidad),
se puede aplicar un tratamiento térmico leve (escaldado) sin
afectar las propiedades sensoriales y nutricionales, se pueden
hacer reducciones de pH que no perjudiquen el sabor, y se
pueden agregar antimicrobianos (4cido sérbico o benzoico), todo
en contexto con el principio de obstaculos aplicado a las frutas, lo
que constituye una alternativa interesante para la preservacion de
frutas con procesamiento minimo.

Alzamora et al. [37] realizaron un trabajo pionero para obtener
duraznos y pifias de alta humedad, estables a temperatura
ambiente. La preservacién microbioldgica con estas técnicas
combinadas, aplicando suavemente factores de estrés individuales
para controlar el crecimiento microbiano evita la severidad de las
técnicas basadas en el empleo de un solo factor de conservacion
[38]. Los métodos combinados fueron objeto de proyectos de
OFEA’y CYTED",

Durante la década de 1990, el uso de este enfoque condujo a
importantes desarrollos de tecnologias innovadoras para obtener
“productos de fruta de alta humedad” (PFAH) que se pueden
almacenar durante 3-8 meses sin refrigeracién. En la Figura 6
y Tabla 6 se presentan ejemplos de algunos de estos procesos y
un diagrama esquemitico para la preparacion de frutas, en este
caso, mango y papaya, estables a temperatura ambiente mediante
el enfoque de métodos combinados.

Seleccién de

Mango, frutas por
Papaya madurez,
apariencia,

etc
Lavado

N\

Pelado

Blanqueado,
vapor saturado
por 4 minutos

Enfriado
con agua

Jarabe de

sacarosa SO9

41 ,25%\ , 150 ppm Cortat:jo y

esado
Estabilizacion del g
Agua > producto de fruta,
contenedorde 20 L a Tamafio de
. 0,97-0,98 los cubos
Acido ot V;H‘S 035  w_ Sorbato 11x1 cm3
citrico 10% e de potasio
1000 ppm

Dejar en

reposo por
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Empacado,
envases de
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Almacenamiento
a35°Cy
distribucion

Figura 6. Diagrama esquematico para la preparaciéon de mango y papaya de
larga vida de anaquel mediante métodos combinados (Adaptado de [38])

Los proyectos mencionados en pie de pagina fueron muy
exitosos y sus resultados estdn expresados en numerosas
publicaciones [1, 39-49], dos de las cuales fueron dos manuales
sobre el tema para la FAO [37,48].

En la Figura 7, se comparan un producto de fruta de alta
humedad (PFAH), un producto de humedad intermedia (FHI)
y un productos de fruta refrigerada con procesos minimo, en

términos de los obstaculos involucrados [48].

El ejemplo A representa un producto de humedad
intermedia (PFHI) que contiene dos obstaculos (pH y aw). Los
microorganismos no pueden superar (saltar) estos obstaculos,
por lo tanto, el producto es microbioldgicamente estable. En
este caso, la aw es el obstaculo mds relevante que ejerce la mayor
presién contra la proliferaciéon microbiana de FHI. En el sistema

de preservacion de PFAH (ejemplo B), es obvio que la aw no

3. “Conservaciéonde Productos Agricolas (Frutas) por Tecnologia de Métodos Combinados” Organizacion de Estados Americanos (OEA). Proyecto de Biotecnologia
y Alimentos. Departamento de Asuntos Cientificos y Tecnoldgicos. ICTA. UCV. Caracas. Venezuela. Bienios 1992-1993 y1994-1995.
4. Conservacion de frutas a granel por métodos combinados. Proyecto CYTED-D XI-II. V Centenario Encuentro entre Dos Mundos. 1991-1993.
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Tabla 6. Algunas nuevas tecnologias de preservacion de frutas
por factores combinados, desarrollados en el marco del Programa
CYTED-D. (Adaptado de [45])

Frutas Obstdculo "Hurdle" T°C \gg;z
Parchita pH: 2,7-3,0; aw: 0,98
Passiflora edulis  (sacarosa); KS: 1.500 ppm; 30 2
flavicarpa 4-hidroxiresorcinol: 200 ppm;
(pulpa) 4c, ascorbico: 2.500 ppm
aw: 0,97 (sacarosa) 35 3(a)
Dure}zno P.ru;rilus pH: 3,7;
persica (mitades) kg1 000 ppm; 23 8
NaHCO3: 150 ppm
aw: 0,94 (glucosa) 20 4
Durazno Prunus
persica (mitades) PH: 3,5 KS: 1.000 ppm; 30 4
NaHSO3: 150 ppm
Mango aw: 0,93 (sacarosa) 30 6
Mangifera indica .36: SB: .
¢ pH: 3,6; SB: 1.480;
L. (puré) NaHSO03:150 ppm 8
Mango aw: 0,93 (sacarosa);
Mangifera indica pH: 3,3; SB: 1.400 ppm, 35 6(a)
L. (rebanadas) NaHSO3: 150 ppm
Mango aw: 0,97 (sacarosa),
Mangifera indica pH: 3,0, KS: 1.000 ppm; 35 4-5
L. (rebanadas) NaHSO3: 150 ppm
aw: 0,97 (sacarosa) 35 4-5
Papaya
Carica papaya H: . .
pH: 3,8, KS:1.000 ppm;
(rebanadas) NaHSO3: 150 ppm 25 8(a)
Pifia Ananas aw: 0,97 (glucosa);
comosus pH: 3,1; KS: 1.000 ppm; 27 4(a)
(rebanadas) NaHCO3: 150 ppm;
Banana Musa aw: 0,92 (sacarosa);
paradisiaca pH 4,2; KS: 1.500 ppmy; 26 3
(puré) SO2:300 ppm
Iz\ilsggo Achras aw: 0,92-0,94 (sacarosa);
(rebanadas) pH: 4,0-4,3; 26 3

NAHSO3: 150 ppm

(a) vida util (en meses) se investigé solo por este periodo, pero puede ser
mayor

KS= Sorbato de potasio

SB= Benzoato de sodio

T= temperatura de almacenamiento

representa el obstaculo de mayor relevancia contra la proliferaciéon
microbiana; el pH es el obstaculo que ejerce la presion selectiva
mas fuerte sobre la microflora. Como en el ejemplo A, PFAH no
requiere almacenamiento refrigerado.

En el ejemplo C, se ha aplicado un tratamiento térmico
suave T(t) y agregado un conservante quimico, P. Ambos
afectan el crecimiento y la supervivencia de la flora. Con estas

31

Empacado
Sin el obstaculo
de refrigeracion

Almacena-
miento

Empacado
Sin el obstaculo
de refrigeracion

Almacena
miento

Empacado
Con refrigeracion

continua
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Figura 7. Representacién esquemética de obstaculos: actividad de agua (a ), pH,
conservantes (P) y tratamiento térmico leve, T (t), involucrados en tres sistemas
de preservacion de frutas. (A): un producto de fruta de humedad intermedia.
La depresién de a_ es el obsticulo més relevante. (B) un producto de fruta de
alta humedad. El descenso de pH es el obstdculo mas relevante. (C) un producto
de fruta refrigerado minimamente procesado, sin descenso de a,. La adiciéon de
preservantes es el obstaculo mas relevante, y el almacenamiento refrigerado es un
requisito para la estabilidad. (Fuente [48]).

consideraciones en mente, es posible comprender y anticipar los
tipos de microorganismos que podrian sobrevivir, asi como su

comportamiento y control en esos productos a base de fruta.

4. La actividad de agua en la deteccion y
enumeracion de microorganismos

Los medios utilizados en la enumeracién de hongos
(mohos y levaduras) en los alimentos y otros sustratos son
tradicionalmente de alta actividad de agua (aw): en el rango
de 0,997 a 0,999. Aunque dichos medios son satisfactorios
para enumerar y aislar levaduras y mohos de alimentos frescos
como frutas, verduras, productos licteos y cdrnicos, son
inadecuados para expresar la flora fingica de alimentos secos y
semisecos como frutas deshidratadas, condimentos y especias,
confiteria, productos céarnicos y pesqueros deshidratados,
cereales, semillas y nueces. En consecuencia, se requiere una
reduccién de aw para su andlisis microbiolégico. Durante
muchos afios han estado en uso medios con aw reducida, para
el aislamiento y enumeracién de levaduras osmofilicas. Por
ejemplo, ya Ingram en 1958 [50] informaba sobre los medios
que contenian grandes proporciones de miel para aislar
levaduras de ese producto. Posteriormente se han registrado
numerosos medios basados en glucosa y sacarosa para el

cultivo de levaduras osmofilicas [51].

Los medios de aw reducida para enumerar mohos en los
productos alimenticios se han basado tradicionalmente en la
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adiciéon de NaCl en los caldos de cultivo, aunque también se han
usado medios con el antadido de sacarosa. El medio a base de sal
mas utilizado, el agar salino de malta de Christensen (MSA) con
aw de 0,95, no es satisfactorio por varias razones. Por ejemplo,
en MSA las colonias del grupo Aspergillus glaucus (estados
imperfectos del género Eurotium Link ex Fr.) se extienden
rdpidamente, cubriendo y ocultando algunas de las especies de
desarrollo mas lento. También esporulan abundantemente, a
menudo causando problemas con las colonias secundarias si
las placas deben incubarse durante mas de 5 dias. Los medios
a base de aztcar tienen la desventaja de una alta viscosidad y

temperatura de gelificacién y son propensos a la cristalizacion.

Hocking y Pitt [52] mostraron que el glicerol es un soluto
adecuado para el cultivo de una gama de hongos xerdfilos, es
menos inhibitorio que el NaCl para algunas especies, produce
medios transparentes, y se maneja mas facilmente que los
azlcares a altas concentraciones. Sin embargo, incluso los
medios formulados con glicerol no resuelven el problema de
controlar la expansion del crecimiento del grupo de A. glaucus.
Por otro lado, se ha demostrado que el dicloran (2,6-dicloro-4-
nitroanilina), solo o en combinacién conrosa de bengala, inhibe
la propagacion de hongos mucoraceos y limita los didametros
de colonias de otros géneros en medios de enumeracién de
hongos para alimentos. Basado en estos antecedentes Hocking
y Pitt desarrollaron un nuevo medio con 18 % (p/p) de glicerol
y 2 ug de dicloran por ml (0,955 aw,) para la enumeracién
de hongos xeréfilos de alimentos secos. Las caracteristicas de
este medio, junto con una recuperacién mejorada de mohos
a partir de alimentos secos, hacen que DG18 sea el medio
mas adecuado para enumerar la flora fungica de una amplia
gama de alimentos de baja humedad y alimentos de humedad
intermedia. El medio es particularmente util para detectar el
crecimiento de colonias por Wallemia sebi, de miembros de la
serie Aspergillus restrictlus y Eurotium que no crecen bien en los
medios de enumeracién con mayor aw. Desafortunadamente,
algunas especies de Eurotium también crecen rdpidamente en
agar DG18, oscureciendo el crecimiento de otros xeréfilos. La
adicién de sorbitol al agar rosa de bengala cloranfenicol retarda
el desarrollo de colonias de Eurotium amstelodami Mangin,

pero el desarrollo de color hifal es pobre.

Se han evaluado, con varios niveles de éxito, algunos
productos quimicos para determinar su idoneidad en el
control de la propagacion de colonias de hongos, que presentan
un amplio rango de tolerancia o requerimientos para un aw
especifico. Se probaron fungicidas, antibiéticos, colorantes,
propionato de amonio, oxgall, un agente humectante y otros
compuestos tensoactivos. Estos quimicos inhiben diversas
actividades metabolicas de los mohos, lo que resulta en una
tasa reducida de crecimiento micelial. Los tensoactivos, en
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particular, retrasan el desarrollo de la punta hifal y, por lo
tanto, pueden ser efectivos para controlar la propagacién de
colonias en los medios de enumeracion.

En nuestro laboratorio del ICTA-UCV, trabajamos en
equipo con el Food Safety and Quality Enhancement Laboratory
del Departamento de Food Science and Technology de la
Universidad de Georgia, en la Estacién Experimental Agricola
en Griffin (USA), en un proyecto para determinar los efectos de
sustancias quimicas en la tasa de propagacién de colonias por
E. amstelodami (cuatro cepas), FRR 475 y FRR 3020 que fueron
suministradas por Ailsa Hocking del Commonwealth Scientific
and Industrial Research Organization en North Ryde, Australia;
las cepas NRRL A-27649 y NRRL A-27651 se obtuvieron del
USDA National Center for Agricultural Utilization Research en
Peoria, Illinois [53].

Se seleccionaron 20 aditivos quimicos por su efectividad
para restringir la propagacion de colonias de cuatro cepas de un
moho xeréfilo Eurotium amstelodami, en agar dicloran glicerol
18: Se examinaron trece tensoactivos a concentraciones de
1.000 y 5.000 pg/ml: Triton X-100, X-301 y N-101 (Rohm and
Haas Co., Filadelfia, PA); Teepol 610 y HB7 (Shell Chemical
Co., Nueva York, NY); Span 20 y Span 80 (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO); Tween 20 y 80 (Sigma); y Tergitol NP-7,
NP-40, 15-S-3, y 15-5-40 (Union Carbide Corp., Nueva York,
N.Y.). Otro tensioactivo, lauril sulfato de sodio, se probé a 500
y 1.000 pg/ml, al igual que propionato de sodio y desoxicolato
de sodio, Oxgall (bilis bovina, seca, no fraccionada; Sigma), se
probo a 1.000 y 5.000 pg/ml. Los productos quimicos restantes
analizados fueron fungicidas (500 y 1.000 pg del ingrediente
activo por ml): ketoconazol (Sigma); Maxim [4-(2,2-difluoro-
1,3-benz-dioxol(4-il)-1H-pirrol-3-carbonitrito] y propiconazol
[1-([2-(2,4-diclorofenil)-4-propil-1,3-dioxolan-2-il] metil)-
1H-1,2,4-triazol] (CIBA - GEIGY Corp., Greensboro, NC); e
iprodiona [3-(3,5-diclorofenil)-N-(1-metil-etil)-2,4-dioxo-1-
imidazolidina-carboxamida] (Rovral 50WP; Rhone-Poulenc,
Inc., Research Triangle Park, NC).

De acuerdo a los resultados, Tritén X-100, Tritén X-301,
Tergitol NP-7 y Tergitol 15-S-3 (cada uno a 200 pg/ml) y
1,000 ug de desoxicolato de sodio, 1 pg de iprodiona, 0,1 pg
de propiconazol y 0,01 ug de Maxim por ml se considero
mas eficaz para restringir la tasa de propagacion de colonias
de E. amstelodami durante un periodo de incubacion de 5 a
7 dias, suficiente para permitir el desarrollo de colonias de
otros xerdfilos que crecen mds lentamente, y poder hacer
una enumeracién que refleje con mayor fidelidad la carga
micoldgica real (Tabla 7).

Se evaluaron [54] cuatro compuestos tensoactivos no
idnicos, dos tensoactivos anidnicos y tres fungicidas en
términos de su capacidad para controlar la propagaciéon -sin
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Tabla 7. Diametros de colonias de cuatro cepas de E. amstelodami, crecidas en agar DG18 conteniendo varios quimicos de prueba

Didmetro de las colonias (mm) = después de:

Lo Conc.
Quimico (ug/ml) 3 dias 5 dias 7 dias 10 dias 14 dias
He Media  Rango  Media Rango  Media Rango Media Rango  Media Rango

Ninguno (control) 0 4,48 (a) 2,9-54 11,8 (a) 8,8-14,8 20,7 (a) 15,5-22,7 36,5(a) 33,9-39,9 45,7 (a) 40,2-49,1
Tritén X-100 200 1,1(d) 0,8-1,3 3,3 (f,g) 1,7-4,3 59 (f) 4,2-7,3 10,3 (e) 8,3-12,0 159(f) 14,4-17,0
Tritén X-301 200  09(d) 0810 28(g 1,836 48(g 3866 82() 64103 128(g) 11,1-13,9
Tergitol NP-7 200 1,0(d)  09-1,0 27(g) 2231 46(g 3659 81() 4698 124(g) 11,4-138
Tergitol 15-S-3 200 1,0 (d) 0,8-1,0 4,4 (d,e) 3,6-5,0 7,9 (e) 6,9-8,5 13,5(d) 13,1-14,6 18,7 (e) 17,1-20,0
D icolato d

ZS_OXICO FOCE 1000 08(d) 04-1,0 37(ef) 3146 64() 5176 102(c) 85120 162(f) 122-174
sodio
Iprodiona L0 1,9() 1,320 51(d) 4157 90(d) 81-100 164(c) 140-186 250(d) 22,6-30,3
Propiconazol 0,10 2,4 (b) 1,6-3,4 8,9 (b) 7,9-10,2 16,6 (b) 14,0-20,0 29,9 (b) 26,6-33,4 38,7 (b) 34,9-43,1
Maxim 001 23(bc) 0128 55(c) 4862 102(c) 83-11,0 177(c) 169-199 269(c) 24,6-31,3

.
Los datos representan valores de tres repeticiones de mediciones de didmetro de las colonias, por triplicado. Las medias fueron calculadas usando cuatro

cepas de prueba.

(a-g) Los valores de medias en la misma columna que no contienen la misma letra son significativamente diferentes (p < 0.0001 ) como se determina en el

analisis de varianza y la prueba de rango multiple de Duncan. Los rangos indican los valores minimos y méximos de los didmetros obtenidos para las cuatro

cepas de prueba.

ser tdxico- y no inhibir el crecimiento de 21 cepas de Eurotium
-que representan nueve especies- y otros ocho mohos xeréfilos:
Aspergillus candidus, A. penicilloides, A. restrictus, (varias
cepas), y Wallemia sebi, en total, 29 especies xerdfilas. Se evaluo
la efectividad de estos quimicos en controlar el esparcimiento
de las colonias de cepas de crecimiento rapido, sin inhibir las
de crecimiento lento, asi como, permitir que las colonias que
se desarrollen, lo hagan sin que su morfologia, pigmentacién
y capacidad de produccién de conidios y de otros tipos de
esporas fungicas sea afectado. Adicionalmente, se evalué la
recuperacion en los medios investigados, de conidios de las 29
cepas xerodfilas, sometidos a estrés por calentamiento y también
por congelacion, a modo de probar la eficacia de los medios
para enumerar células “lesionadas” por el procesamiento, que
pudiesen no expresarse y no ser contabilizadas. El agar DG18
que contenia 200 ppm de Tritén X-301, 200 ppm de Tergitol
15-S-3, 1.000 ppb de iprodiona fue mas efectivo para controlar
la propagacién de colonias de los xerofilos investigados. El agar
DGI18 con Tritén X-301, 0 1.000 ppb de iprodiona o de Maxim
se desempefld mejor para recuperar conidios no estresados,
estresados por calor y estresados por congelacion. (Tabla 8).
Adicionalmente, se evalué el agar DG18 no modificado
y modificado quimicamente para enumerar cuatro cepas
de xerofilos (Aspergillus candidus, A. restrictus, Eurotium
amstelodsmiy Wallemia sebi, en harina de trigo. La recuperacién
maxima se logré en agar DG18 que contenia 200 ppm de
Tritoén X-301, 1.000 ppb de iprodiona, 100 ppb de propiconazol
0 10 ppb de Maxim. Con base en estas observaciones, no
habiéndose observado efecto de los compuestos quimicos

probados sobre la morfologia caracteristica y la pigmentacion
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de las colonias, se considerd que el agar DG18 que contenia 100
ppm de Triton X-301 o 1.000 ppb de iprodiona era superior
al agar DG18 no modificado y al agar DG18 modificado con
los otros productos quimicos de prueba (0,955 aw, todos). Se
esperaria que la incorporacion de Tritén X-301 o iprodiona en
el agar DG18 mejorase la facilidad de contar colonias formadas
por el numero maximo de propagulos viables de mohos
moderadamente xerofilos presentes en alimentos de humedad
intermedia y alimentos deshidratados.

Tabla 8. Numero de especies y cepas de mohos xeréfilos de prueba
(de 29 investigados) que fueron recuperados significativamente (p
< 0.05) con poblaciones menores (m) o mayores (M) en agar DG18
(dicloran-glicerol-cloranfenicol) DG18 modificado quimicamente
comparado con agar DG18 no modificado

Medio Control Combinado
(a) (b) Calentado  Congelado (e)

m M m M m M m M
Sin quimicos

19 0 12 1 5 3 26 4
(control)
Tritén X-100 2 3 3 7 0 2 5 12
Tritén X-301 15 0 12 1 6 1 33 2
Tergitol NP-7 11 1 6 3 5 1 22 5
Tergitol 15-S-3 17 0 11 0 9 1 37 1
Desoxicolato

. 13 0 14 2 5 2 32 4

de sodio
Iprodiona 0 1 1 2 0 1 6
Propiconazol 16 1 11 1 9 36 2
Maxim 0 0 2 2 1 3 3

a) Agar DG18 con adicién o no de los quimicos indicados.
b) Los conidios no fueron estresados por temperatura.

¢) Los conidios fueron calentados por 20 minutos a 50 o 55 °C.
d) Los conidios fueron almacenados a -18 °C por 7 semanas.

(
(
(
(
(

e) Suma de valores de 87 muestras: control, calentadas y congeladas.
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Se llevé a cabo un estudio colaborativo, con la participacién
de siete laboratorios, entre ellos el nuestro, para comparar el
agar DG18 vs el agar dicloran rosa de bengala cloranfenicol
(DRBC), el agar cloranfenicol extracto de levadura, glucosa
triptona (TGYC) y el agar de recuento en placa suplementado
con cloranfenicol (PCAC), para enumerar 14 especies de
levaduras deteriorativas de alimentos [55]. La comparacién de
los valores medios de las poblaciones de todas las levaduras
recuperadas en cada medio no reveld diferencias significativas
entre el agar DRBC, el PCAC y el agar TGYC, mientras que
cada uno de estos medios sustenté el desarrollo de un niimero
significativamente mayor (p < 0,05) de colonias que el agar
DG18. Sin embargo, las diferencias fueron solo de 0,08 a 0,10
log,, ufc/ml, por lo que la importancia practica es cuestionable.
El coeficiente de variacién global (CV) para la repetibilidad
dentro del laboratorio fue de 1,71 %, mientras que el CV
para la reproducibilidad de los recuentos obtenidos entre
laboratorios fue de 6,96 %. En comparacién con el agar DRBC,
el agar TGYC y el PCAC, las colonias de levadura fueron mds
pequenas en el agar DGI18. El crecimiento de Brettanomyces
anomalus, Cryptococcus albidus y Rhodotorula mucilaginosa se
retrasé o inhibié particularmente en el agar DG18. Basado en el
desempeiio de los medios para apoyar el desarrollo de colonias
y la facilidad para contar colonias, no se puede recomendar el
uso del agar DG18 como medio de enumeracién general para
levaduras vehiculizadas por alimentos.

5. Medicion de la actividad del agua

Siendo nuestro grupo de investigaciéon pionero en
Venezuela en la introduccién del concepto de aw como
pardmetro fundamental determinante de la estabilidad de
los alimentos y la ecologia microbiana, y de las propiedades
del agua del sistema alimento-entorno, este pardmetro debia
incorporarse en proyectos tesis de pre y postgrado. En el afio
1990 no existia equipo para la medicién de aw en el Instituto
de Ciencia y Tecnologia de Alimentos. Ese afio apareci6 en el
mercado la Serie AquaLab fabricada por ©Decagon Devices
Inc., publicitado como el instrumento mas rapido, preciso
y confiable disponible para medir la aw, y fue incluido en el
arsenal de nuestro laboratorio. AquaLab utiliza la técnica de
punto de rocio, en la cual la muestra se equilibra con el espacio
de la cabeza de una cdmara sellada que tiene un espejo y un
mecanismo para detectar la condensacién en el espejo. En
equilibrio, la humedad relativa del aire en la cdmara es igual
a la aw de la muestra. La temperatura del espejo se controla
con precision mediante un enfriador termoeléctrico (Peltier),
y la deteccion del punto exacto en el cual la condensacion
aparece por primera vez en el espejo se observa con una
celda fotoeléctrica. Un haz de luz se dirige hacia el espejo y es
reflejado en la celda fotodetectora, la cual detecta el cambio en
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la reflectancia cuando se produce condensacién sobre el espejo.
Un termopar unido al espejo registra entonces la temperatura
ala cual ocurre la condensacién que es indicado con una seiial
sonora del equipo y se despliega en una pantalla la aw final
y la temperatura. El equipo utiliza un ventilador interno que
hace circular el aire dentro de la cdmara sobre la muestra
para reducir el tiempo de equilibrio. Dado que el equipo mide
simultaneamente tanto el punto de rocio como la temperatura
de la superficie de la muestra, se elimina la necesidad de
equilibrio térmico completo, reduciendo asi los tiempos de
medicién a menos de cinco minutos para la mayoria de las
pruebas.

El equipo de Aqualab fue evaluado para establecer la
precisién de los datos obtenidos y el tiempo de respuesta en
funcion de la composiciéon de soluciones acuosas de interés
en el area de alimentos, y de la temperatura (25-35 °C). Los
resultados demostraron la buena funcionalidad al evaluar
soluciones acuosas de mezclas binarias y multicomponentes
con solutos no jonizables (principalmente mono y disacaridos)
y electrolitos. Los tiempos de obtencién de los valores de
actividad de agua fueron inferiores a cinco minutos a todas
las temperaturas evaluadas. La presencia de solventes volatiles
(como etanol) interfieren con la medida de aw. Los resultados
obtenidos sirvieron en su momento, como referencia para el
uso confiable del equipo en los proyectos con alimentos de
humedad intermedia y alta [56].

6. Prediccion de la actividad de agua

Como ya se establecid, la actividad del agua (aw) es un
parametro muy importante en el disefio y elaboracién de
Se ha
analiticos precisos y exactos parala determinacion experimental

formulaciones alimentarias. desarrollado métodos
practica de aw, asi como procedimientos matematicos para
calcular este parametro, que pueden ser tan efectivos como
las determinaciones experimentales en el rango medio y alto
de humedad, pues los alimentos de alta humedad o aquellos
de humedad intermedia cercanos a los limites superiores de
aw pueden ser tratados como soluciones binarias o como
soluciones multicomponentes, conociendo la composicién del
alimento.

6.1 Soluciones binarias

Para aquellas soluciones binarias de interés en la industria
de alimentos o alimentos que se comportan como tales, los
métodos de célculo de se pueden agrupar en dos tipos: i)
aquéllos que se aplican para sistemas con un comportamiento
ideal (mezclas perfectas) y ii) aquellos utilizados para
soluciones no ideales:

i) Comportamiento ideal. Las soluciones binarias diluidas de
algunos solutos se comportan idealmente y la ley de Raoult
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puede ser utilizada para el célculo de la aw:

aw=P /P =X =n_[(n +n)

(2)
donde X es la fraccion molar del agua en la solucion, n los

moles totales de agua y n_los moles totales de soluto.

Un buen nimero de soluciones acuosas diluidas se
aproximan a este comportamiento ideal. La Ec. (2) funciona
adecuadamente para jugos y bebidas (con concentraciones en
peso de solutos menores a 15 %), que representan soluciones
diluidas, sin embargo, la mayor parte de las veces, la ecuacién
no resulta adecuada para alimentos mds concentrados de

composicién compleja (multicomponentes).

ii) Comportamiento no ideal. Cuando una solucién se
comporta idealmente, el coeficiente de actividad de
las ecuaciones, que relacionan fugacidades en lugar de
presiones parciales, es uno. Esta idealidad es un indice
de que durante la mezcla no se presentan ni cambios de
volumen, ni efectos de calor de mezcla o cambios en exceso
en la entropia. Las soluciones no ideales se comportan

como soluciones perfectas y la Ec. (3) rige para estos casos:

3)

donde y,_ = coeficiente de actividad y es diferentea 1y X esla

aw =y, XW

fraccién molar del agua en la solucién.

De esta ultima expresion resulta claro que la estimacién de los
coeficientes de actividad de agua es de gran importancia para
la prediccién de la aw. Por ello se han utilizado y desarrollado
diversos modelos para el calculo de los coeficientes de los
solutos depresores de aw en soluciones binarias de electrolitos
y no electrolitos. Sin embargo, normalmente se ha optado por
el uso de algunos modelos de predicciéon de que engloban el
concepto del coeficiente de actividad, que son simples en su
aplicacién y que han dado buenos resultados, como sucede
con el modelo de Norrish [57].

Los modelos matematicos basados en la composicién
del sistema alimentario para el calculo de los coeficientes de

actividad de agua (aw) pueden exponerse como

ii.1) Soluciones de no electrolitos:

Norrish [57] propuso una expresion para el calculo de la en
soluciones binarias de azucares, la cual escribimos en la forma
de Chirife [58]:

aw= X exp(KX?) )
siendo Xy X las fracciones molares del agua y soluto en el
sistema y K es la constante de la ecuacion de Norrish para cada

soluto.

Esta ecuacion se ha aplicado con buenos resultados en la

prediccién dela en alimentos y soluciones binarias de diversos
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solutos no electrolitos.

ii.2) Soluciones de electrolitos

En el caso de soluciones binarias de electrolitos, una
consecuencia de la reduccién de la aw es el incremento de
la presién osmética () que puede ejercer una solucién. Esta
presion se relaciona con el coeficiente de actividad (yy) y con

la aw en una solucién acuosa a través de la siguiente expresion:
= (RT/V*)InX y =(RT/V*) Inaw (5)

en la cual V* toma un valor de 18 ml/mol de agua, R es la
constate de la ecuacidn para gases ideales y T de la temperatura

de la solucién.

Estas expresiones han sido el origen de otras que se han
utilizado para el calculo del valor de 7 o de la aw directamente
utilizando el valor del coeficiente osmético (¢), sobre todo en
el caso de soluciones de electrolitos.

Ecuacién de Pitzer y Mayorga [59]

¢ = (-1000/M_ S m;) Inaw (6)

donde M es el peso molecular del solvente (18,02 para el
caso del agua) y m, son los moles de las especies ionicas del
componente i por kilogramo del solvente (molalidad del
soluto). Notese que el coeficiente osmdtico tiende a 1 a medida

que m, tiende a cero.

La ecuacion anterior puede expresarse de la siguiente forma,

para el caso del agua [60]:

aw =exp (-0.018 X m, §) (7)

Utilizando los modelos para el célculo del coeficiente
osmotico propuestos por Bromley [61] y Pitzer y Mayorga
[59], se puede calcular la actividad de agua de una solucién o
de un alimento que se comporta como una solucion binaria,
en donde el soluto puede ser un electrolito o un no electrolito.
Sin embargo, el procedimiento del calculo del coeficiente
osmotico resulta largo y tedioso. Por ello, Favetto y Chirife [62]
generaron una version simplificada de la Ec. (7) que se puede

expresar como:

(8)

siendo K* una constante para cada soluto, que incluye el efecto

aw:I-K*m

de la presiéon osmotica y, en el caso de ser un electrolito,
el grado de disociacién de este. Esta es la suposicion mas
importante en la Ec (8) y a partir de un analisis de regresiéon
lineal se obtuvieron valores de K* para diferentes solutos,

algunos de los cuales se presentan en la Tabla 9.

Todos los modelos matematicos varian desde los empiricos
hasta aquellos con una fuerte base teérica, lo que resulta en
una amplia gama de modelos en términos de precision,

complejidad y aplicabilidad.
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Tabla 9. Valores de la constante de la ecuacion de Favetto y Chirife [62]

Soluto K* (mol™)
No electrolitos
Sacarosa 0,02476
Glucosa 0,01959
Maltosa 0,02070
Sorbitol 0,01859
Glicerina 0,01723
Xilosa 0,01840
Electrolitos
Cloruro de sodio 0,03710
Cloruro de potasio 0,03248
Sulfato de sodio 0,03476
Acetato de potasio 0,04280

6.2 Soluciones multicomponentes

De todos los modelos propuestos para estimar la aw en
mezclas multicomponentes, la ecuacion de Ross [63] es la mas
importante, ampliamente aplicada, y proporciona un modelo
razonablemente preciso y simple para estimar aw.

Dicha ecuacién define que la aw del alimento es el producto
de la actividad del agua de cada componente, calculada
suponiendo que éstos se comportan en forma independiente,
pero considerando la concentracién a la que se encuentran si
formara cada soluto una mezcla binaria con el agua. Ec. (9)

aw = (aw), (aw), (aw), 9)

Lo primero es identificar cudles componentes intervienen
en la fase liquida (agua mas los sélidos solubles en ella) y en
la fase sélida (los solutos insolubles) del alimento. Una vez
identificados los solutos presentes en la fase liquida, se debe
ver de qué clase son. Hay presentes solutos no iénicos, solutos
electroliticos y solutos poliméricos. De todos ellos, inicamente
los solutos i6nicos y solutos electroliticos son los que realmente
contribuyen a reducir el valor de aw del agua pura. Por lo tanto,
esposible simplificar el alimento a ser estudiado considerandolo
un sistema formado por agua, solutos no iénicos y solutos
electroliticos (en caso de encontrarse ambos tipos de solutos
presentes en el alimento).

Chirife [58] probd la validez de la ecuacién de Ross [63] para
estimar la actividad del agua de soluciones multicomponentes,
en alimentos solidos de humedad intermedia. Para ello empled
datos experimentales ya publicados de actividad del agua y
de la composicién del sistema alimentario, en una amplia
variedad de alimentos de humedad intermedia. Los resultados
obtenidos fueron satisfactorios e indican que la ecuacién
de Ross constituye un método simple y razonablemente
preciso para predecir la actividad del agua en un AHI Esta
ecuacion requiere el uso de modelos binarios para estimar

la contribucién de cada soluto participante. Sin embargo, los
célculos que involucran estas ecuaciones y se adaptan al modelo
de Ross [63] pueden ser dificiles y los errores intrinsecos de
las estimaciones binarias se llevan a la prediccién final. En la
mayoria de estos modelos, las interacciones homotacticas y
heterotacticas entre solutos disueltos, no se tienen en cuenta.
Los efectos superficiales entre solutos y macromoléculas no se
han considerado tedricamente, lo que limita su aplicabilidad

en los alimentos a rangos de humedad intermedios y altos.

En un trabajo colaborativo del ICTA-UCV vy el Laboratorio
de Quimica y Procesos de la Universidad Simén Bolivar?
se trabajo en el desarrollo tedrico y en la verificacién de un
modelo matemdtico simple para estimar aw en soluciones
multicomponentes de electrolitos y no electrolitos. En este
estudio [22], se evalud la generacién de un modelo alternativo
a la ecuacién de Ross [63], que considera a los alimentos
como soluciones acuosas multicomponentes con solutos que
pueden ser o no ser electrolitos. Se buscaba generar un modelo
matemadtico que sirviera como un método simple, de uso
potencial en el disefio practico de alimentos y el control de
calidad.

El modelo desarrollado se bas6é en una combinacién del
concepto de mezcla propuesto por Salwin y Slawson, como fue
planteado por Vega-Mercado y Barbosa-Céanovas [64], junto
con el propuesto por Favetto y Chirife [62] que presenta una

relacion lineal entre la gy y la molalidad de cada soluto.

La ecuacion generada se presenta a continuacion:

awy =1-SKm, (10)

en la cual awy, es la actividad de agua de una mezcla acuosa con
i componentes, K. es una constante obtenida para cada soluto
presente en una mezcla acuosa binaria y representa la pendiente
de la relacion entre la actividad de agua y la molalidad (1) de

la solucidn.

Para validar el modelo generado y comparar resultados con
los de la ecuacion de Ross se utilizaron datos experimentales
de actividad del agua para mezclas multicomponentes con
solutos electrolitos (NaCl, KCI, KBr, KNO,, MgCl,, LiCl,
BaCl, y CaCl)) y no electrolitos (sacarosa, glucosa, glicerol,
glicina, manitol y urea), reportados por Teng y Seow [65],
Chirife et al., [66] y Correa et al. [67]. Para obtener los
valores de K, se utilizé la ecuacion de Favetto y Chirife [62]
y datos experimentales de mezclas binarias reportados por
Teng y Lenzi [68]. La bondad de la prediccién del modelo
propuesto y de la ecuacién de Ross se evalud utilizando
comparaciones entre los valores predichos y experimentales,

asi como el error generado en la prediccion siguiendo los

5. Proyectos Conicit (§1-96000584), Decanato de Investigacion y Desarrollo Universidad Simén Bolivar, y Comisién Europea TS3*CT94-0333 (DG 12

HSMU).
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planteamientos propuestos por Teng y Seow [65], Favetto y
Chirife [62] y Catté et al., [69]. Se realizaron predicciones de
la actividad de agua para mezclas ternarias y cuaternarias que
generaran valores de aw comprendidas entre 0,75y 1 (a 25 °C),
intervalo de interés en el disefio y formulacién de alimentos
de humedad intermedia y alta. Las mezclas empleadas fueron:
a) sistemas acuosos ternarios de electrolitos: NaCl-KCl (12
combinaciones), NaCI-KBr (5 combinaciones), NaCI-KNO, (6
combinaciones), KCl-MgCl, (12 combinaciones); b) sistemas
acuosos ternarios de electrolitos y no electrolitos: NaCl-
sacarosa (8 combinaciones), KCl-glicina (10 combinaciones),
NaCl-urea (16 combinaciones); ¢) sistemas acuosos ternarios
de no electrolitos: glucosa-sacarosa (6 combinaciones),
(6 (6
combinaciones), glucosa-urea (13 combinaciones), sacarosa-

glicerol-sacarosa combinaciones), sacarosa-urea
manitol (8 combinaciones); d) sistemas acuosos cuaternarios
de electrolitos: LiCl-NaCl-KCl (3 combinaciones), NaCl-
KCI-BaCl, (8 combinaciones) y NaCl-KCI-CaCl, (18
combinaciones). En todos los casos se obtuvieron predicciones
similares a las generadas con la ecuacién de Ross con errores
menores al 5 % (p < 0,05) al comparar los datos predichos y
experimentales. Con nuestro modelo se lograron mejores
predicciones cuando la aw > 0,85, obteniéndose diferencias
entre los datos experimentales y predichos inferiores a
0,01 unidades. Se concluyé que la ecuaciéon propuesta [Ec.
(10)] demostré predecir adecuadamente los valores de aw.
Tal ecuacién ha sido incluida en la literatura dentro de las
ecuaciones empiricas de predicciéon de aw y calificada como
muy sencilla pero razonablemente exitosa, que emplea un solo

pardmetro por soluto en mezclas multicomponentes [70].

7. Conclusiones

Conocer el comportamiento del agua y de como interactia
con diferentes solutos, trasladdndolo a los complejos sistemas
multicomponentes que representan los alimentos, resulta
fascinante. Mds aun, si los alimentos a los que nos referimos
son frutas, es decir, tejidos vivos, fragiles y casi perfectos,
en los que esa “vida” debe detenerse con gran cuidado para
no alterar estructura y condicién de frescura y asegurar que
el hombre pueda consumirlos en un suministro estable,
sostenible, inocuo y palatable. Ademas, se debe velar para que
otras formas de vida no los utilicen, pues los microorganismos,
grandes competidores, necesitan agua disponible para crecer y
llevar a cabo sus funciones metabolicas.

La medicién de la actividad de agua es importante para
cumplir con requerimientos del Analisis de Peligros y Puntos
Criticos de Control (HACCP, por sus siglas en inglés: Hazard
Analysis and Critical Control Points) y del Analisis de Riesgos,
para ser utilizadas en la industria de alimentos a fin de asegurar
la inocuidad de los mismos destinados al consumo humano
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(Norma Venezolana COVENIN 3802:2002), cumplir con
el control de calidad de las empresas de alimentos, con las
regulaciones y normativas nacionales e internacionales, y con
la confianza de los consumidores. Por este motivo, muchos
paises han establecido disposiciones de caracter obligatorio
sobre los valores de aw admisibles en distintos grupos de
alimentos. La disponibilidad de medios de cultivo con
consideraciones de actividad de agua, especialmente para flora
xerofila u osmofilica, es fundamental para la realizacién del
andlisis microbioldgico de los alimentos de acuerdo a métodos
estandarizados y normas internacionales.

Lamedicion delaactividad de agua con una precisiéon de 0,01
solo es posible a una temperatura constante y con un equipo de
alta sensibilidad. En la zona de actividades de agua elevadas, y
particularmente criticas (productos alimentarios perecederos
como el pescado y las carnes), una variacién minima de la
temperatura conlleva aw a un error superior de 0,01 el cual
puede determinar o no, crecimiento de microorganismos
deteriorativos o patdégenos, y por lo tanto, resulta esencial
para el control de calidad en el campo microbiolégico. En
consecuencia, las medidas no termorregulables son pues,
inconcebibles y los equipos con control de temperatura,
facilidad y rapidez de equilibrio de las muestras, precisiéon y
rapidez en las lecturas, son esenciales.

Conocer lo valores minimos de awa los cuales se inhiben y
por encima de los cuales pueden crecer los microorganismos
patégenos o deteriorativos, es de gran importancia para el
control microbiano y aseguramiento de la calidad e inocuidad
delos alimentos. Determinar esta caracteristica del crecimiento
de microorganismos es practicamente una investigacion
obligatoria para su identificacién y clasificacion.

El manejo del pardmetro aw conociendo los efectos de los
solutos y los modelos de prediccion constituyen un fascinante
aspecto en el desarrollo, formulacién y determinacién de vida
util en la industria de alimentos. El disefio de sistemas de
preservacion de frutas aplicando la tecnologia de obstaculos
en los que la awes una de estas barreras, es igualmente retador.
La preservacion de alimentos moderna continta basdandose en
gran medida en el efecto “hurdle’”.
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