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Abstract

Different techniques and methods have been used to preserve foods. As long as scientific knowledge and technology have
improved, new systemswere discovered and applied in order to preserve foods. Pressurisation isavery recent technology in the food
industry. It has been applied by this purpose since 1990. In this review after a brief historic description about high pressure
technology; systems, methods and pressurisation equipment applied in foods are also described. Characteristics related to lethal
effects and inactivation degree on pressurised microorganisms are extensively discussed and physi c-chemist factors (temperature, pH,
water activity and concentration of other compoundsin food media) implied in high pressuretreatments are also reviewed. Pressurisation
isan excellent techniqueto sterilizefoods and food ingredients, and it is already possibleto get pressurised productsin thefood market.
In general, it can be state that high pressure treatments help to maintain and improve the sensorial quality and foods preservation. ©
2001 Altaga All rights reserved.

Key words: Hydrostatic high pressure, pressurised foods, microorganism inactivation

Resumen

Se han utilizado diferentes técnicasy métodos parala conservacion delos alimentos. A medida que avanzaba el conocimiento
cientifico y tecnoldgico, se han descubierto y aplicado nuevas formas para conservar los alimentos. La presurizacién es una técnica
muy reciente en el campo alimentario, empleado desde 1990. En este trabajo, tras una breve descripcion historica de la tecnologia de
laalta presion; se describen también los sistemas, métodos'y equi pos generadores de alta presion empleados en laindustria alimentaria.
Se discuten de forma exhaustiva aspectos acercade | os efectos | etalesy del grado deinactivacion que provocala presurizacion sobrelos
microorganismos. Se revisan los factores fisico-quimicos mas importantes (temperatura, pH, actividad del agua, concentracion de
solutosy composicion del medio). La presurizacion es una buena técnica de esterilizacion de alimentosy esyaunarealidad comercial.
Enlineas generales, se puede afirmar quelaaltapresion favorecey mejoralacalidad sensorial y laconservacion delosalimentos. © 2001
Altaga. Todos los derechos reservados.

Palabras clave: Alta presion hidrostética, alimentos presurizados, inactivacion de microorganismos

Resumo

Utilizaronse diferentes técnicas e métodos pra conservacion dos alimentos. A medida que avanzaba o cofiecemento cientifico
etecnol 6xico, ibanse descubrindo e aplicando novas formas para conservar-los alimentos. A presurizacion é unhatécnicamoi novedosa
no campo alimentario, empregada desde 1990. Neste traballo, tras uhna breve descripcién histérica da tecnoloxia da alta presion,
describense os sistemas, métodos e equipos xeneradores de alta presién empregados na industria alimentaria. Discutense de forma
exhaustiva aspectos acerca dos efectos letales e do grado de inactivacion que provoca a presurizacion sobre 0s microorganismos.
Rrevisanzs os factores fisico-quimicos maisimportantes (temperatura, pH, actividade daauga, concentracién de solutos e composicién
do medio). A presurizacion é unha boa técnica de esterilizacion de alimentos e xa unha realidade comercial. En lifias xenais, podese
afirmar que a alta presion favorece e mellora a calidade sensorial e a conservacion dos alimentos. © 2001 Altaga. Todolos dereitos
reservados.

Palabras chave: Alta presion hidrostética, alimentos presurizados, inactivacion de microorganismos
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INTRODUCCION

La alta presién hidrostética (APH), también
denominada pascalizacion, presurizacién o simplemente
alta presion, es una tecnologia de gran interés en la
industria de los alimentos debido a que es efectiva en la
conservacion de los mismos. Esta tecnologia destaca
sobre los procesos térmicos (Knorr, 1993), pues estos
Ultimos causan inevitablemente una pérdida de nutrientes
y sabores. Entre los tratamientos aternativos (no térmicos)
usados en la conservacion de los alimentos (pulsos
eléctricos de alta intensidad, campos magnéticos
oscilantes, pulsos luminosos de alta intensidad y
ultrasonidos), Hoover (1997) considera la presurizacion
la técnica més viable desde € punto de vista comercid y
Meyer et al., (2000) afirman que de todos €los sdlo se ha
demostrado la efectividad de la APH en la inactivacion de
esporas y enzimas. La APH provoca la inactivacion de las
células microbianas sin alterar la calidad sensoria ni los
nutrientes de los alimentos (Cheftel, 1995). El efecto de la
alta presion sobre la viabilidad de los microorganismos es
una combinacién de varias acciones (Farr, 1990): i)
Cambios en la morfologia de la célula, los cuales son
reversibles a bagjas presiones (<200 MPa) pero irreversibles
a presiones altas (>300 MPa); ii) Desnaturalizacion de
proteinas a presiones altas debido al desdoblamiento de
las cadenas peptidicas; iii) Modificaciones que afectan a
la permesbilidad de la membrana celular.

La APH ofrece varias ventajas:

- El tratamiento evita la deformacion de los alimentos,
debido a que la presién se transmite uniforme e
instantaneamente, es decir, no hay gradientes
(cumple la denominada regla isostatica). A
diferencia de lo que ocurre con los procesos
térmicos, € tratamiento APH es independiente del
volumen y de la forma de la muestra, con lo que se
reduce €l tiempo requerido para procesar grandes
cantidades de dimento (Cheftd, 1995; Pothakamury
et al. 1995).

- No produce deterioro de nutrientes termolabiles como
por giemplo vitaminas (no destruye la vitamina C
en los zumos, frente a los métodos tradicionales
de pasterizacion (Kimura et al., 1994), tampoco en
patata (Eshtiaghi y Knorr, 1993), ni altera otros
compuestos de bao peso molecular,
fundamentalmente aquellos responsables del
aroma'y sabor.

- No s dtera d sabor naturd, ni la coloracion dd dimento,
pues las altas presiones no favorecen la reaccion
de Maillard o de pardeamiento no enzimatico
(Hayashi, 1989b; Tamaoka et al., 1991; Gross y
Jeenické, 1994).

- No produce residuos, se trata de una energia limpia, lo
gue iria en consonancia con las politicas
medioambientales de la actualidad.

- No precisa de la incorporacion de aditivos a alimento.

- Mgora o provoca la aparicion de propiedades funcionales
en los alimentos.

- Tiene poco gasto energético; por gemplo, para caentar
1 litro de agua a 30°C se necesita la misma energia
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que para presurizar a 400 MPa ese mismo volumen
de agua

Con respecto a las desventgjas podemos enumerar
las siguientes:

-El ato coste del equipo, inconveniente que es cada vez
menos importante ya que se estan desarrollando
equipos cada vez mas baratos. Ademas, se va a
ahorrar energia debido a bgjo consumo energético
de esta técnica.

-Con los equipos de APH disponibles hasta ahora en €l
mercado no se pueden disefiar procesos continuos,
aungue si hay algunos discontinuos que operan
en linea (g emplo: zumos de frutas). Actualmente,
algunas firmas estén trabajando en el disefio de
sistemas continuos que operarian en linea (Flow
International Corporation, sitio web: http://
www.flowcorp.com).

-Imposibilidad de aplicacién en agunos aimentos (frutas,
verduras) porque perderian su forma y aspecto
original.

-La desconfianza del consumidor a decidirse a comprar
un producto “presurizado” por ser algo novedoso
y desconocido. A pesar de dlo, en Japdn, USA y
algunos paises europeos los productos
presurizados se consumen cada vez mas.

Las altas presiones, por todas sus ventajas y
caracteristicas cuentan con aplicaciones de muy diversa
indole en la industria aimentaria, la mayoria de ellas van
orientadas a la conservacion de los aimentos. En agunos
trabgjos (Mozhaev et al., 1994; Ledward et al., 1995; Cheftel
et al., 1995) se describen de forma més o menos extensa y
justificada todas esas aplicaciones para distintos grupos
de aimentos. Entre ellas figuran:

-Pasterizacion y esterilizacién sin modificar el valor
nutritivo ni las propiedades organolépticas de los
alimentos.

-Inactivacién/Activacion de enzimas para retardar/acel erar
procesos de maduracion, fermentacion u otro tipo
de transformaciones enziméticas deseables en los
alimentos.

-Modificacion de la estructura debido a cambios en la
configuracién proteica: ablandamiento de textura
en carnes y pescados, decoloracion de
hemoglobina en sangre de animales, inactivacion
de ciertas toxinas.

-Cambios en las transiciones de fase (congelacion a
temperaturas bajo cero evitando la formacion de
cristales de hido, disminucién del punto de fusion
de lipidos, gelatinizacién a bajas temperaturas).

-Extraccién de componentes alimentarios (pectinas,
pigmentos e incluso agua).

-Agregacién de sblidos o polvos alimentarios para
elaborarlos en forma de barras, cubos, tabletas.

-Impide e pardeamiento no enzimatico en determinados
aimentos, pues la APH no favorece la reaccidn de
Maillard y ademés evita la oxidacion lipidica en
ciertos productos.
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DESARROLLO HISTORICO DE LA TECNOLOGIA DE
LA ALTA PRESON

La generacion de presion con fines industriales se
puede decir que va ligada cas exclusivamente a la industria
militar hasta que, a principios del siglo X1X, Perkins (1820,
1826) rediz6 los primeros estudios sobre la compresibilidad
del agua. No es hagta findles de ese siglo cuando Cailletet
(1880, 1891) y Amagat (1878, 1888, 1893) hacen las primeras
investigaciones sobre e disefio de equipos de dta presién,
y también desarrollan métodos para la medicion de valores
de altas presiones.

La primera aplicacion de las atas presiones en un
alimento fue investigada por Hite (1899) que intent6
esterilizar leche mediante presurizacion. Este trabajo fue
el primero que demostré la reduccion de la poblacion
microbiana mediante la aplicacion de dtas presiones. Este
investigador y sus colaboradores también estudiaron los
efectos de las altas presiones en frutas y hortalizas (Hite
et al., 1914).

A comienzos ddl siglo XX resurge € interés por la
investigacion de las altas presiones, debido sobre todo a
sus aplicaciones potenciales en la industria. Es cuando
aparecen los trabajos del investigador que maés contribuy6
en este campo: Bridgman (1940, 1958, 1964), laureado con
el premio Nébel de Fisica. Sus trabajos se centran sobre
todo en andizar las propiedades de los materides una vez
sometidos a altas presiones, asi como en desarrollar
procedimientos de aplicacion de altas presiones y en
disefiar nuevos equipos de generacion de Alta Presion.
A lo largo de la segunda mitad de este siglo podemos
citar las contribuciones de otros autores, entre los que
figura Crossland, que investiga acerca de la produccion
industrial de polietileno de ata densidad, redliza el corte
de este material aplicando altas presiones (1971), trabaja
en d disefio de equipos de generacion de Altas Presiones
(1983a), y recopila en una revision bibliogréfica las
aplicaciones industriales de la Alta Presion (1983b).

Otros autores dignos de mencidn en este campo
son Poulter (1951) por un lado y McFarland (1973) por
otro. Sus trabgjos se centran en e disefio de los cilindros,
vasijas 0 cAmaras donde se van a presurizar las muestras.
La camara, que tiene forma cilindrica, es & elemento més
importante de todo e equipo de presurizacion y también
la pieza més cara; es de acero y su espesor depende de la
presion maxima de operacion, del diametro y del nimero
de ciclos de trabajo previstos. Posteriormente, Zander
(1980) investiga sobre el disefio de equipos probando
nuevos materiales.

No es hasta la década de los 80 cuando rea mente
e empieza a investigar de forma exhaustiva las relaciones
entre APH y dimentos. Hoover, en 1993 enumera agunos
trabgjos realizados hasta entonces. Las investigaciones
sobre matrices alimentarias comenzaron en USA en 1982
(Universidad de Delaware) (Hoover et al. 1989; Hoover,
1993). En 1986 < iniciaron lineas similares de investigacion
en la Universidad de Kyoto, Japdn (Hayashi, 1989a), o
gue trae como resultado la creacion de la Sociedad
Japonesa de Alta Presion y € lanzamiento al mercado de
los primeros alimentos presurizados. Japén es el pais
pionero en cuanto a la produccién y comercializacion de
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alimentos presurizados. Se trataba de alimentos
procesados de tipo &cido, como zumos y derivados de
frutas (Ledward et al., 1995). El primer tipo de productos
alimenticios presurizados fueron mermeladas de fresa,
frambuesa, kiwi y manzana 'y se lanzaron d mercado por la
compafiia japonesa Meidi-Ya Food Co. Se pusieron a la
venta a plblico en abril de 1990 (Askar, 1998). Hoy en dia
se comercializan muchos mas productos en Japén (Cheftel,
1998) y en menor medida en USA y en Europa. En la Tabla
1 se exponen las mejoras que experimentan distintos tipos
de alimentos tras la aplicacién de tratamientos de APH,
algunos de €ellos estan siendo ya comercializados.

SISTEMAS Y EQUIPOS GENERADORES DE ALTA
PRESION EN ALIMENTOS

En e Sistema Internacional de medidas la unidad
de presion es e Pascal o N/n?, pero esta es una unidad
muy pequefia para medir presiones dtas. En la actudidad
se utilizan muchas unidades por lo que es muy Util conocer
los factores de conversion de las mismas, pues segin las
aplicaciones y € pais se emplean unas u otras. 100 MPa =
1 kbar = 10.2 kgf/mm? = 987 atm = 14504 |bf/ir? (ps) = 6.475
tonf/irf. Algunos autores incluyen tablas mas completas
con la conversion de estas unidades (Crossland, 1995;
Farkas y Hoover, 2000).

Varios investigadores describen detalladamente las
caracterigticas de los equipos y camaras de presurizacion,
asi como los sistemas existentes para generar atas
presiones. Incluso, indican algunas empresas que los
fabrican (Crossdand, 1995; Mertens, 1994; Pothakamury
et al., 1995; Barbosa-Canovas ¢ al., 1998; Farkas y Hoover,
2000). Otros hacen una descripcion més resumida y breve
(Zimmerman y Bergman, 1993; Galazka y Ledward, 1995;
Sangronis et al., 1997).

Sistemas de presurizacién

Segun varios autores (Mertens y Deplace, 1993;
Barbosa-Céanovas et al., 1998) se conocen 3 procesos
basicos donde se usan altas presiones con 0 sin
variaciones de temperatura. En la industria se empleara
uno u otro en funcion de la aplicacion a que se destinen.

En los sistemas de presion isostética en frio (PIF)
los materides en polvo se colocan en un molde eastdmero
y se someten a APH. Las presiones aplicadas oscilan entre
50-600 MPa, se opera a temperatura ambiente y e tiempo
de tratamiento oscila entre 1 y 30 minutos. El volumen de
la vasija, cilindro o camara de presurizacion puede variar
entre algunos c® y mas de 1 n¥. Esta técnica se empled
inicidmente en la industria de metales, cerémica, carbén-
grafito y plastico. Hoy dia promete ser la de mayor
aplicacion en la industria de alimentos.

Cuando estos sistemas se emplean en las industrias
alimentarias, €l medio o agente presurizante utilizado es
agua potable mezclada con un pequefio porcentaje de
aceite como anticorrosivo y lubricante. En la industria
alimentaria se utilizan béasicamente los sistemas de
presurizacion en frio. El procesado de alimentos requiere
tiempos de tratamiento de 5 a 20 minutos y las presiones
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Tabla 1.- Aplicacionesdelaaltapresion hidrostética (APH) en diferentes productos alimentarios.

Producto Condicionesde Funcién de Referencia
Alimentario tratamiento* laAltaPresion
Maiz 500 MPa, 5min.  Destruccién de laestructura Hibi et al., 1993
cristalinadel almidén
Sorgo 500 MPa, 5min. Mejoraenlacalidaddelamata Dewar et al., 1994
desorgo
Zanahoria 400 MPa, -20°C  Mejoraen latexturay estructura  Fuchigami et al., 1997
histolégica
Kinu-tofu 400 MPa, -20°C  Megoraenlatexturay estructura  Fuchigami y
(extracto de soja) histol6gica Teramoto, 1997
Kommyaku 700 MPg, -20°C Megjorade latexturadel gel Fuchigami y
(g€l proteico) Teramoto, 1997
Carne cruda de vaca 100-150 MPa, Acderalamaduracion, mejorala  Cheftel, 1995
30-40 min., 20°C  vidaUtil y provoca ablandamiento
Pastel de arroz 400 MPa, Reduccion de lacargabacteriana  Cheftel, 1995
10 min, 45-70°C  delamateriaprima
Salchichasy 400 MPa Gelatinizacion, disminucidon dela Cheftel, 1995
pastel es de pescado carga bacteriana
Sake Presurizacion de  Inactivacion de las levaduras, Cheftel, 1995
(aguardiente de particulasinsolubles se detiene lafermentacion
arroz)
Mermeladas, yogur, 400 MPa, Pasteurizacion, facilita Cheftel, 1995
sasas, gelatinasde 10-30 min, 20°C  lapenetracion de azlcar y
frutas, geles laformacion de geles
Zumo de pomelo 120-400 MPa, Reduccion del sabor amargo Cheftel, 1995
2-20 min, 20°C
Zumo de mandarina 300-400 MPa, Meoradd aroma Cheftel, 1995
2-3 min, 20°C
Zumo de guava 400-600 MPa, Aumentalaviscosidad deforma  Yeny Lin, 1998
10 min mas suave que la pasterizacion
Abadejo 200 MPa, 50°C  Aumento en laconsistencia Park, 2000
Merluza 400 MPa, 3ciclos  Prolonga 2 semanas lavida Gtil Hurtadoet al., 2000
5 min, 7°C
Lechugay tomate 300 MPa, Reduce en 1 log la poblacién Arroyo et al., 1997
10 min, 20°C microbiana

* El tratamiento serealizd atemperaturaambiente si no se especificalatemperatura.

aplicadas no suelen ser inferiores a 400 MPa y no superan
los 900 MPa.

Los otros 2 sistemas se diferencian basicamente
por € rango de temperaturas aplicadas. Asi, los sistemas
de presién isostética templada (PIT) emplean temperaturas
gue oscilan entre 20°C y 200°C, mientras que los de
presion isostética caliente (PIC) utilizan temperaturas de
unos 2000°C y el medio presurizante es un gas.

El primer equipo para procesar alimentos que
emplea alta presion fue disefiado por Mitsubishi Heavy
Industries Ltd. en Japén (Pothakamury et al., 1995).

M étodos de presurizacién

La Alta Presion se puede producir por distintos
métodos. compresion directa, compresion indirecta o por
calentamiento del medio presurizante.

Para lograr la compresién directa se emplea un
piston para presurizar; la alta presién es generada por la
presurizacion del medio a través del extremo del piston
de diametro pequefio. Este método permite compresiones
muy répidas, pero las limitaciones del sellado entre €l
pistén y la superficie interna de la vasija restringe su uso
a laboratorios pequefios o a plantas piloto.

En e método de compresion indirecta, se usa un
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intensificador de alta presion para bombear el medio
presurizante desde un depédsito hacia la camara de
presurizacion y asi se alcanza la presién deseada. Este es
el método mas empleado a escala industrial.

En cuanto a tercer procedimiento, se basa en la
propiedad de expansion del medio presurizante cuando
se le aplica temperatura, produciéndose una elevacién de
la presion. El efecto se logra cuando se combina alta
presion con alta temperatura. Este método requiere un
control muy preciso de la temperatura dentro del volumen
interno total de la camara de presurizacion.

Descripcién del proceso de presurizacion

El adimento se coloca en un recipiente de plastico
estéril, se sHlay se introduce en la camara de presurizacion
para su procesamiento. Se recomienda que el material
pléstico sea una pelicula de alcohol de polivinilo (PVOH)
y peliculas copoliméricas de alcohol de etileno y vinilo
(EVOH). No hay posibilidad de deformacion del paquete
porque la presién gercida es uniforme (no hay gradientes).
Mertens (1993) expone y discute aspectos relacionados
con la aplicabilidad de distintos materiales de envasado
en la tecnologia de la alta presién. La camara de
presurizacién, donde se introduce el alimento en el
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materia de envasado gpropiado, se cierra'y se llena con €
medio transmisor de la presion, normamente agua. La
presion aplicada comprime el medio transmisor alrededor
del alimento provocando una disminucion del volumen
gue varia segun la presion y la temperatura aplicadas. A
temperatura ambiente es del orden del 4% a 100 MPa,
7% a 200 MPa, 11.5% a 400 MPa y 15% a 600 MPa
(Barbosa-Cénovas et al., 1998). El hecho de que se
comprima tan poco volumen hace que € proceso sea poco
peligroso, siempre que se use agua como medio
presurizante. El alimento es sometido a alta presién por
un tiempo determinado, el cual depende del tipo del
aiimento y de la temperatura del proceso. Al finaizar e
tiempo, la cAmara se descomprime y se extrae € aimento
tratado. Seguidamente, se coloca una nueva carga de
aimento en la camara de presurizacion y se inicia asi otro
ciclo (Barbosa-Cénovas et al., 1998).

El proceso descrito en el parrafo anterior es un
gemplo tipico de un sistema de presurizacion discontinuo.
Es decir, en estos casos €l aimento es presurizado por
cargas, una después de otra. Este sistema es el que
recomienda la firma sueca ABB Autoclave Systems, Inc.
que fabrica equipos generadores de alta presion
(Zimmerman y Bergman, 1993) para presurizar alimentos.
Las ventgjas que ofrece son: i) reduccion del riesgo de
contaminacién del alimento por los lubricantes de la
maquing; ii) mayor flexibilidad, porque permite procesar
distintos tipos de alimentos sin necesidad de limpiar la
camara tras cada operacién y sin peligro de
recontaminacion; iii) simplicidad de fabricacién y
limpieza. La velocidad de produccion de los procesos
discontinuos se puede aumentar operando con sucesivas
camaras de presiéon sin tiempos de induccién en el
procesado, pues el sistema opera secuencialmente,
convirtiendo el proceso en semi-continuo (Barbosa-
Céanovas et al., 1998). No obstante, es mas fécil
automatizar un proceso que trabaja con materiales semi-
fluidos mas o menos homogéneos que con solidos
deformes y de tamafios irregulares.

El proceso en los sistemas PIF puede ser de dos
tipos: bolsa himeda, en el que el molde elastémero se
Ilena con la muestra fuera del cilindro de presurizacién y
bolsa seca, donde @ molde e fija en d cilindro y se llena
in situ con la muestra que se va a presurizar. El primero
se emplea en procesos discontinuos y € segundo en los
semicontinuos y en linea. Aunque no se dispone de equipos
gue trabajan en régimen continuo, actualmente se esta
trabajando en el disefio de plantas de presurizacion que
operarén en un futuro préximo en continuo y en linea
seglin indica la empresa Flow International Corporation.

EFECTO DE LA APH SOBRE LOS MICRO-
ORGANISMOS

La extension del efecto de la APH sobre la
inactivacion microbiana depende de variables de
tratamiento, tales como presion, tiempo y temperatura de
exposicion, ademas de la composicién del aimento y tipo
de microorganismos involucrados (Sangronis et al., 1997).
La APH produce cambios de tipo morfolégico en las
células vegetativas: compresion del gas de las vacuolas
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(a 0.6 MPa puede colgpsarse) (Washy, 1972), dargamiento
de las células y formacion de filamentos (Zobell y Cobet,
1962; Zobell, 1970), separacion de la membrana celular de
la pared celular (Osumi et al., 1992), contraccion de la
pared celular con la formacion de poros, modificaciones
del citoesqueleto, modificaciones de los nlcleos y de los
organulos intracelulares, coagulacion de la proteina
citoplasmatica y liberaciébn de constituyentes
intracelulares fuera de la célula (Cheftel, 1995). También
provoca modificaciones biogquimicas y genéticas al
inactivar las enzimas involucradas en la replicacion y
transcripcion del ADN (Smelt, 1998; Linton et al., 2000).
Algunos de estos cambios, expuestos por distintos autores
s reflgan en la Tabla 2 (Hoover et al., 1989; Smdt, 1998).

Cas todas las bacterias pueden crecer hasta vaores
de 20-30 MPa. A aguellos microorganismos que pueden
crecer a presiones sensiblemente mas atas (40-50 MPa)
se les denomina bardfilos; aquellos incapaces de crecer a
presiones de 30-40 MPa se les conoce como baréfobos, y
a los que crecen en d intervalo de 1-50 MPa s les llama
euribaricos. Los organismos baroduricos sobreviven a
presiones de 50-200 MPa, pero no pueden crecer. Los
microorganismos pueden variar significativamente en su
respuesta a la APH. Esta variacién existe no sélo entre
especies, sSino también entre cepas de las mismas especies
(Galazka y Ledward, 1995).

El mayor grado de inactivacién sobre los
microorganismos se lleva a cabo en la etapa logaritmica
de crecimiento. En general, los microorganismos Gram
negativos son los mas sensibles a las Altas Presiones; les
siguen las levaduras y hongos, los Gram positivos y por
Ultimo las esporas; |os virus son muy resistentes a las atas
presiones, aunque depende ddl tipo de virus (Smelt, 1998).
La mayoria de los autores coinciden en que las esporas
bacterianas son las formas de vida més resistentes a la
presurizacion (Farkas y Hoover, 2000). Presiones de 400
a 600 MPa inactivan las células vegetativas, mientras que
para inactivar las esporas se necesitan presiones mayores.
Ya en la primera mitad del siglo pasado se comprob6 que
la inactivacion de ciertas esporas requiere presiones de
1200 MPa (Larson y Hartzell, 1918). Otros autores méas
actuales rebgjan esta presién a 1000 MPa (Sangronis et
al., 1997) y en agunos casos se requieren vaores de hasta
1500 MPa a temperatura ambiente (Smelt, 1998). En la
Tabla 3 se recopilan las condiciones de presurizacién
necesarias para reducir la poblacion de ciertos
microorganismos patdgenos, en distintos substratos.

La inactivacion de los microorganismos por la
APH puede ser debida a un incremento en la
permeabilidad de la membrana, la inhibicion de las
reacciones productoras de energia y la desnaturalizacién
de las enzimas esencides para € desarrollo y reproduccion
de la cdlula (Pothakamury et al., 1995).

Varios sistemas enzimdticos de los
microorganismos son inhibidos o inactivados por la
presién. Este es el caso de varias deshidrogenasas en
Escherichia coli (100 MPa), carboxipeptidasas de las
levaduras (400 MPa) y la ATPasa localizada en la capa
de los fosfolipidos, involucrada en el fendmeno del
transporte activo a través de la membrana. La actividad
de la ATPasa Na*/K* de la membrana celular se reduce
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Tabla 2.- Efecto delaaltapresion hidrostastica (APH) en ciertas caracteristicas fisi ol 6gicas de |os microorganismos.

Micr oorganismo Condiciones Efecto observado Referencia

Escherichia coli 40 MPa Aumentade 5 a 100 veceslalongitud Zobell y Cobet,
celular 1962

Vibrio spp. 40 MPa Aumentade 5 a8 veceslalongitud de Zobell, 1970
los filamentos

Bacillus mycoides 27 MPa Células 2-3 veces méas largas Zobell, 1970

Serratia marcescens 60 MPa Aumenta de 130-2000 veces la Zobell, 1970

longitud de los filamentos

Pseudomonas 300-450 MPa Alargamiento delas células Krisset al., 1969
E. coli, Vibrioy 20-40 MPa  Inmovilizaciény pérdidade flagelos  Zobell y Cobet,
Pseudomonas 1962; Zobell, 1970
Lamayoriadelas 20-30 MPa  Crecen normalmente Zobell, 1970
bacterias

Algunos 40-50MPa  Crecen lentamente Zobell, 1970
microorganismos

(bardfilos)

Microorganismos 50-200 MPa  Sobreviven pero no crecen Zobell, 1970
baroduricos

Staphylococcusaureus,
E. coli, Pseudomonas
aeruginosa

célula

150-400 MPa Ausencia de dafios mecanicos en la

Separacion de la pared celular y

Butz et al., 1990

Osumi et al., 1992

disgregacion de lacapaintermedia
entre pared y membrana

Candida tropicalis 200 MPa
Saccharomyces 100 MPa
cerevisiae

Alteraciones en mitocondrias,
citoplasma y membrana nuclear

Shimadaet al., 1993

por la alta presion. Seguramente este efecto es debido a
la bicapa asociada (Chong et al., 1985). Cuando se aplica
la presion, varios sitios dentro de la célula bacteriana
pueden daflarse y por lo tanto la ATPasa de la membrana
no puede redizar su funcion, debido a la desnaturalizacion
directa o por la disocacion de la membrana. EI ATP ya
no se hidroliza, y por lo tanto, ya no esta disponible para
llevar a cabo € transporte activo de protones, € pH celular
se acidificay la célula finalmente muere.

Se ha observado una disminucion en la sintesis del
ADN a altas presiones. Esta se relaciona con la
inactivacion de las enzimas implicadas en esa sintesis. La
doble hélice del ADN permanece estable debido a que
los enlaces de hidrégeno no se alteran con las altas
presiones. La desnaturalizacion de las proteinas es
irreversible por encima de 300 MPa (entre 100 y 300 MPa
es reversible). Pero la replicacion y transcripcion del ADN,
asl como la sintesis de las proteinas, son inhibidas a niveles
mucho mas bajos de presion. Este fendmeno explica
parcialmente la ausencia del desarrollo microbiano con
los tratamientos de presiones antes mencionados
(Pothakamury et al., 1995).

Las proteinas se ven afectadas de forma importante
por la presién. La fluidez de la membrana celular parece
tener gran importancia en la inactivacion por la presion.
Las células son mas resistentes a la presién cuando sus
membranas son mas rigidas. Células de Lactobacillus
plantarum, cultivadas a 10° C, mostraron una relacion
alta de acidos grasos saturados/insaturados y un
incremento en la resistencia a la presion. Esto puede ser
debido a un menor grado de cristalizacion de los
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fosfolipidos de la membrana en condiciones de dta presiéon
cuando las células crecen a 10° C, pues la temperatura de
fusion de los lipidos aumenta, de una manera reversible,
en mas de 10°C por cada 100 MPa (Cheftel, 1995).

Un contaminante frecuente en leche es Listeria
monocytogenes. Una poblacion de L. monocytogenes de
10° UFC/mL fue inactivada por la exposicion a 340 MPa
a 23°C en leche ultrapasteurizada (Drake et al., 1997) y
la misma poblacion de Vibrio parahaemolyticus (patégeno
presente en productos marinos) fue inactivada por
exposicion a 170 MPa durante 10 min a 23°C en jugo de
ameja (Styles et al., 1991). Algunos investigadores
(Rademacher et al., 1998) consideran que la presurizacion
de leche a 500 MPa durante unos minutos equivale a un
tratamiento de pasterizacion (72° durante 15 s), estos
autores demostraron que tiempos superiores a 8 minutos
presurizando entre 400 y 700 MPa no facilitaban la
inactivacién microbiana, la cual oscila entre 1y 2.5
reducciones logaritmicas.

Factores fisico-quimicos en la inactivacién de células
vegetativas por la presién

El desarrollo de bacterias depende, entre otros
factores, de la temperatura, del pH, de la composicion
del medio de desarrollo y de la actividad del agua del
mismo. La alta presion altera el pH del medio
disminuyéndolo. Los microorganismos son mas
susceptibles a la inactivacion en un medio no nutritivo
gue en uno enriquecido, € cua es mas protector debido a
la presencia de aminoécidos esenciales y vitaminas. La
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presencia de nutrientes que afectan a la actividad de agua
del medio como son € azlcar y la sd gercen una marcada
influencia en la resistencia a la APH.

La temperatura es muy importante para que €l
tratamiento de presurizacion sea efectivo. Células de E.
coli O157:H7 se sometieron a tratamientos de ata presion
a 200 MPa durante 30 min a 30° C. Las cdulas una vez
presurizadas, se sometian a temperaturas de 55, 58 y 60°
C. Si esto se realizaba inmediatamente los resultados
indicaron que € tratamiento de dta presion aumentaba la
sensihilidad d calor de estas bacterias. Cuando los cultivos
tratados por la ata presion fueron almacenados a 3° C,
antes de someterlos a calentamiento, la sensibilidad al
mismo persistio més de 10 dias.

Un estudio similar se realiz6 con E. coli O157:H7
en leche desnatada. También, se observd un incremento
en la sensibilidad a calentamiento inmediatamente
después del tratamiento con APH, pero tras amacenarla
durante 4 dias a 3° C no hubo diferencias significativas

en la termotolerancia entre las muestras presurizadas y
las no presurizadas (Linton et al., 2000).

Otro factor fisico-quimico relevante es la
concentracion de solutos en e medio. La destruccion de
Saccharomyces cerevisiae en mermelada de fresa fue
menos efectiva y requirié niveles de presiones més atos
cuando € contenido en azlicar se incrementé de un 20%
a un 50%. Probablemente |la resistencia a la presién es
debida a las condiciones fisiol6gicas del organismo al
reducirse la actividad del agua. Esta resistencia puede
disminuir al aumentar la temperatura y el tiempo de
presurizacion.

Para la inactivacion de Candida parapsilosis y
Candida tropicalis se requirieron niveles de presiones més
altas o combinaciones de presion y temperatura cuando
se encontraban en alimentos ricos en azlicar. Experimentos
realizados con la levadura Rhodotorula rubra procesados
a 400 MPay a diferentes temperaturas durante 15 min en
soluciones de sacarosa a concentraciones de 40% (a, =

Tabla 3.- Sensibilidad de algunos microorgani smos patdgenos (formas vegetativas o esporuladas) alaalta presion hidrostatica.

Microor ganismo Substrato Condiciones RLPM Referencia
De presurizacion*
Vibrio parahaemolyticus Tampon fosfato +3% 170 MPa, 30 min, 23°C 6 Styleset al., 1991
NaCl, pH 7
Productos marinos (almeja 170 MPa, 10 min, 23°C <5 Styleset al., 1991
enlatada)
Yersiniaenterocolitica  Tampén fosfato apH 7 325 MPa, 10 min 6 Shigehisaet al., 1991
Cerdo 325 MPa, 10 min, 25°C 6 Shigehisaet al., 1991
Campylobacter jejuni Cerdo 300 MPa, 10 min, 25°C 6 Shigehisaet al., 1991
Salmonella typhimurium Alimento infantil abasede 340 MPa, 5 min 2 Metrick et al., 1989
7136 pollo
Tampoén 300 MPa, 10 min, 23°C 6 Metrick et al., 1989
fosfato+0.9%NaCl, pH 7
Cerdo 340 MPa, 10 min, 25°C 2 Shigehisaet al., 1991
Salmonella senfterberg  Alimento infantil abase de 340 MPa, 10 min, 23°C 4 Metrick et al., 1989
775W pollo
Tampon fosfato+0.9% 340 MPa, 10 min, 23°C 3 Metrick et al., 1989
NaCl,pH 7
Salmonella bareilly Tampon fosfato apH 7 300 MPa, 20 min 8 Takahashi et al., 1991
Escherichia coli Tampo6n fosfato pH 7 700 MPa, 13 min, 6 Takahashi et al., 1991
0157:H7 Leche UHT 800 MPa, 10 min 2 Takahashi et al., 1991
Leche UHT 600 MPa, 30 min 2 Patterson et al., 1995
Carnedeave 700 MPa, 30 min 5 Takahashi et al., 1991
Listeria monocytogenes Tampon fosfato pH 7 340 MPa, 20 min <6 Styleset al., 1991
(Scott A) Leche cruda 340 MPa, 60 min, 23°C 6 Styleset al., 1991
Leche UHT 340 MPa, 80 min, 23°C 6 Styleset al., 1991
Saphylococcus aureus  Cerdo 600 MPa, 10 min, 25°C 6 Takahashi et al., 1991
Leche UHT 600 MPa, 30 min 2 Takahashi et al., 1991
L eche pasterizada 586 MPa, 3 ciclosde 1 5 Takahashi et al., 1991
min, 5°C
Esporas de Bacillus Leche UHT 600 MPa, 60 min, 70°C 4 Hayakawaet al., 1994
stearothermophilus
Esporas de Bacillus Agar nutritivo, pH 6-7 404 MPa, 15 min, 25°C <0.5  Shigehisaet al., 1991
subtilis 168 Agar nutritivo, pH 6-7 404 MPa, 15 min, 70°C 5 Shigehisaet al., 1991
Esporasde Clostridium  Medio clostridial + agar, 404 MPa, 30 min, 25°C <0.5  Shigehisaet al., 1991
sporogenes PA 3679 pH 7
Medio clostridial + agar, 404 MPa, 30 min, 25°C <3 Shigehisaet al., 1991

pH 4

* Si no se especifica, €l tratamiento serealizé atemperaturaambiente (20°C). RLPM= Reduccion log de la poblaci on microbiana.
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0.96), 50% (g,=0.94), y 55 % (g,= 0.91) indicaron claramente
un efecto protector de la sacarosa frente a la inactivacion
por la preson hasta temperaturas de 30° C. La inactivacion
de este microorganismo si fue posible a temperaturas mas
altas 40-50° C (a,= 0.94—0.91) pero con tiempos de
tratamiento més largos. La presencia de 5 - 20% de etanol
favorecio progresivamente la inactivacion de Rhodotorula
rubra a aplicar APH (200 MPa, 25° C, 15 min), mientras
que la adicién de 50% - 60% de sacarosa a medio junto
con € etanol revierte este efecto (Knorr, 1994).

Esto nos Ileva a concluir que para una actividad
del agua cercana o por debajo de 0.9, las céulas vivas
entran en un estado latente en e cual la membrana celular
es modificada y llega a ser mas resistente a la presion.
Este efecto fue confirmado por Oxen y Knorr (1994) en
otros experimentos realizados con Rhodotorula rubra. Por
lo tanto, la inactivacion de los microorganismos sometidos
a presurizacion depende de la actividad del agua. La
resistencia a la inactivacion se incrementa con una
disminucion en la actividad de agua y puede ser atribuida
a una reduccion y supresion del desarrollo de la célula

Las soluciones salinas también favorecen la
resistencia a la APH. Soluciones de NaCl 2-4 M gercen
un marcado efecto protector en E. coli 0 S. cerevisiae en
soluciones tamponadas a pH 7 aplicando valores de
presién de 100-400 MPa. En € caso de E. coli este efecto
se observé presurizando desde -20° C hasta 20° C. En €
caso de S. cerevisiae e efecto protector se midié sélo a
20° C. Asimismo, en las levaduras Zygosacharomyces
rouxii 'y S cerevisiae se observaron efectos
baroprotectores usando NaCl y glucosa. Estos
microorganismos se inactivaron sin la adicion de estos
solutos a 200 MPa. Al afiadir NaCl al 20% o glucosa al
40% se necesitd aplicar presiones de 400-500 MPa para
conseguir € mismo nivel de inactivacion en las mismas
condiciones de presurizacion (25° C, 30 min) (Takahashi
et al., 1993). Sin embargo, en productos alimentarios
desecados o con bajo contenido en agua, como las
especias, € tratamiento APH no es efectivo con fines de
esterilizacion, ad menos se necesita un porcentagje de agua
de un 70% para lograr reducir algo la poblacion
microbiana en mezclas de especias que contienen 10°
microorganismos por gramo (Kowalski et al., 1992).

Inactivacion de esporas bacterianas

Una de las operaciones mas dificiles en la
conservacion de los alimentos es la inactivacién de las
esporas bacterianas. Aunque es posible inactivar las
esporas por tratamientos térmicos, no es muy deseable
debido a que € calor afecta a la calidad de los aimentos
destruyendo nutrientes termolabiles. A temperatura
ambiente, las esporas de las levaduras y mohos se
inactivan facilmente a presiones que oscilan entre 300-
400 MPa. Pero las esporas bacterianas en muchas
ocasiones resisten presiones de hasta 1000 MPa.
Generalmente en la inactivacién de las esporas se
necesitan combinaciones de presion y temperatura,
debido a que la aplicacion de APH resulta insuficiente.
Por egjemplo, las esporas microbianas no se inactivaron
cuando se sometieron a presiones de 1000 MPa a
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temperaturas bajas (0° C). Cuando la temperatura se
elevo, € efecto letal a los mismos valores de APH llegb
a ser muy efectivo (Cheftel, 1995).

La presion induce la germinacion de las esporas,
la subsecuente presion y la temperatura actlian sobre
la espora germinada reduciendo asi la carga bacteriana.
Las células vegetativas obtenidas de las esporas
germinadas son mucho mas sensibles a la presion y/o
al calor. Las esporas una vez activadas, germinan
completamente y se pueden someter a APH para
conseguir la esterilizacion del alimento. Sin embargo
una proporcion de las esporas iniciales permanecen
todavia en un estado de «super» latencia y no germinan
(Russel, 1982). La germinacién inducida por la presién
parece ser provocada por la ionizacion de los
constituyentes de las esporas: las cargas eléctricas
resultantes aumentan la hidratacién del protoplasma de
la espora. La temperatura y los rangos de la presion
para la germinacion e inactivacion dependen de las
especies de las esporas. Las presiones y temperaturas
bajas causan la germinacion, pero no hay inactivacion
apreciable de las esporas germinadas. Las presiones
intermedias provocan una germinacion considerable y
una proporcion grande de las esporas germinadas es
inactivada. Las presiones altas causan menos
germinacién y s6lo una pequefia proporcion de las
esporas germinadas resulta inviable.

La inactivacién de las esporas es més efectiva
cuando el valor de pH es cercano a la neutralidad y
menos efectiva a niveles extremos de pH. Los solutos
no idénicos a baja g, tienen pocos efectos sobre la
inactivacion de las esporas mediante tratamientos de
APH. La presencia de solutos iénicos como NaCl o
CaCl,, disminuye la inactivacion (Sale et al., 1969). La
mayoria de las esporas no pueden germinar a presiones
altas en ausencia de iones inorganicos. Los iones
también provocan un aumento en la pérdida de la
resistencia al calentamiento por las esporas en
soluciones tampdn si 10s comparamos con suspensiones
de agua destilada a la misma presién y temperatura.

La germinacion iniciada a tratamientos de APH
bajos es dependiente de los congtituyentes del medio. Los
aminoécidos alanina y riboniacina actian como
potenciadores efectivos de la presion en la germinacion
de esporas de Bacillus cereus. Los potenciadores e
inhibidores de la germinacion son menos eficaces cuando
se incrementa la presion. Los inhibidores acohol octilico
y cloruro de mercurio previenen totamente la germinacion
de B. cereus y B. coagulans a 400 y 600 MPa,
respectivamente (Cheftel, 1991).

El azicar y la sal son inhibidores efectivos en la
inactivacion de las esporas. La presencia de glucosa,
sacarosa y glicerol disminuyé la eficiencia en la
inactivacion. Un comportamiento similar se observo en
esporas de B. licheniformis en vegetales dulces y salados
(Taki et al. 1991). Este efecto protector quiza se deba a la
disminucién de la actividad de agua en la espora.

El comportamiento de las esporas sometidas a
altas presiones se ha investigado hace ya algunos afios,
y asi se comprobd que las esporas de Bacillus spp.
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tratadas en un rango de presiones de 100 a 800 MPa, se
inactivaban entre 100 y 300 MPa (Sale et al., 1969). La
germinacion de las esporas a formas vegetativas ocurre
en ese mismo rango, siendo completamente inactivadas
con la aplicacion de esas presiones (Gould y Sale, 1970).
Mas recientemente, se lograron hasta 6 reducciones
logaritmicas en la velocidad de crecimiento de las
esporas de Bacillus stearothermophilus cuando se
aplicaron presiones de 600 MPa a 70° C y empleando 4-
6 ciclos de 5 min (Hayakawa et al., 1994). En condiciones
similares, es decir, una combinacién de alta presién (600
MPa), temperatura (60° C); y con so6lo un ciclo de
tratamiento (20-60 min) se inactivaron también esporas
de B. stearothermophilus (Seyderhelm y Knorr, 1992).

Se investigaron los efectos combinados de presion,
temperatura, pH y la presencia de nisina y laurato de
sacarosa sobre esporas de Bacillus subtilis 168 y
Clogtridium sporogenes PA 3679. La poblacion de esporas
de C. sporogenes PA 3679 se redujo a 2.5-log cuando se
expusieron a presiones de 404 MPa a 25°C, pH 4 durante
30 min. Pero, €l mismo tratamiento a pH 7 redujo las
esporas menos de 0.5-log. La presurizacién de las esporas
de B. subtilis 168 a 70°C, pH 6 6 7 durante 15 min a 404
MPa resultdé en una reduccion de 5-log, comparada con
una reduccion de <0.5-log para € mismo tratamiento de
presurizacién a 25°C. Las esporas de Bacillus subtilis
figuran entre las esporas bacterianas més resistentes a la
presion.

Se observé que la nisina tuvo un efecto sinérgico
en la inactivacion de las esporas de B. subtilis 168y C.
sporogenes PA 3679 cuando se combinaron con la presion,
temperatura elevada y pH bajo. B. subtilis 168 fue
resistente a 0.1% de laurato de sacarosa. Pero, cuando se
combiné con un pH de 6 y s le aplicd una presion de 400
MPa a 45° C durante 15 min un efecto sinérgico €imind
la suspension de esporas de 1 x 10% mL. Las esporas
dafiadas térmicamente son més sensibles a la nisina que
las no expuestas a tratamiento térmico. Las propiedades
antimicrobianas del laurato de sacarosa para inactivar o
interferir en el brote de las esporas se aumentaron
notablemente por la presion y por la temperatura alta
(Stewart et al., 2000).

EFECTOS DE LA APH SOBRE LOS ENZIMAS

La APH aumenta las velocidades de las reacciones que
involucran una disminucién del volumen y retarda aqudllas
donde € volumen aumenta, es decir, su efecto se rige por
el principio de Le Chatelier, segin la siguiente ecuacion:

Lnk :Lnko-DV#xi
RT

cinética

donde k es la constante de la reaccién y DV* €l
volumen de activacion (variacion de volumen entre el
complejo activado y los reactivos). Distintos
investigadores explican de forma mas o menos detallada
las ecuaciones y fendmenos que describen los efectos
cinéticos y termodindmicos asociados a las atas presiones
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y € efecto que provocan en las proteinas (Balny y Masson,
1993; Gross y Jaenické, 1994; Balny, 1998), enzimas
(Hendrickx et al., 1998; Ashie y Lanier, 2000) oly otras
biomoléculas (Mozhaev et al., 1994; Heremans, 1982;
1995; Tauscher, 1995; Farkas y Hoover, 2000).

La APH causa una disminucion en el espacio
molecular disponible o un aumento de la interaccion entre
particulas y afecta a las reacciones en las que se produce
un cambio en el numero de grupos ionizables. Las
reacciones no se ven modificadas por las atas presiones
si no existe un cambio de volumen entre productos y
reactivos 0 § ambos poseen cargas iguales. Las reacciones
en las que se forman enlaces de hidrogeno se ven
favorecidas por la APH, debido a que estos enlaces
provocan una disminucién en & volumen de las moléculas.
En las proteinas, la presién actlia principalmente en los
enlaces hidrofébicos y electrostaticos de la molécula. La
APH causa la desprotonacion de los grupos cargados, la
rotura de los puentes iénicos y de los enlaces hidrofébicos,
de este modo se producen cambios conformacionales y
estructurales. Las transiciones estructurales estan
acompafiadas de grandes cambios de hidratacion. Los
cambios de hidratacién son la mayor fuente de la
disminucion del volumen relativo a la disociacion y
desdoblamiento de las proteinas (Barbosa-Canovas €t al.,
1998). La extension de la desnaturalizacion mediante la
APH depende del caracter hidrofdbico o hidrofilico de la
molécula. Como hemos mencionado anteriormente,
presiones en el rango de 100-300 MPa provocan una
desnaturalizacion reversible, debido a la disociacion de
las proteinas oligoméricas, mientras que presiones por
encima de 300 MPa causan desnaturdizacion irreversible,
debido a la desnaturalizacion de la cadena proteinica
individual. Los &cidos nucleicos en una célula son mas
baroresistentes que las moléculas proteicas. Las moléculas
del ADN son més estables a dtas presiones, mientras que
temperaturas altas causan su desnaturalizacion.

Las dtas presiones modifican la estructura terciaria
y cuaternaria de las proteinas, 1o cual significa que las
enzimas son alteradas por la APH. Esta alteracion es
debida a la modificacion de las estructuras
intermoleculares y cambios conformacionales en € sitio
activo de la enzima. Se ha observado que algunas enzimas
se inactivan con las altas presiones, mientras que otras se
activan. Por ejemplo, las deshidrogenasas de E. coli se
inactivan completamente cuando se someten a presiones
de 100 MPa durante 15 min a 27° C, mientras que la
actividad de la aspartasa de esta bacteria se incrementé
cuando la presion se elevd a 680 MPa.

Hendrickx et al. (1998) agrupan en dos los efectos
de la APH sobre las enzimas; presiones relativamente
bajas, del orden de 100 MPa que activan algunas enzimas
(fundamentalmente las de tipo monomérico) y presiones
mucho més altas, que provocan inactivacién enzimética.
Tanto la activacion como la inactivacion mediante € uso
de APH tiene mucha relevancia en la calidad de los
productos alimentarios. El efecto de inactivacién
enzimatica provocado por las atas presiones se investigd
por vez primera en 1932 (Ashie y Lanier, 2000).
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Probablemente sean las polifenoloxidasas las
enzimas sobre las que més se han estudiado los efectos
de la APH. En la Tabla 4 se gprecia cdmo varia la actividad
de algunas polifenoloxidasas seglin € tipo de alimento y
d tratamiento aplicado. Se determind la efectividad de la
alta presion sobre la actividad en polifenoloxidasas de
varias frutas. Presiones de 600, 700, 800 y 900 MPa a
25° C inactivaron las polifenoloxidasas de manzanas, uvas,
aguacates y peras, respectivamente. Mientras que las
polifenoloxidasas de ciruelas requirieron 900 MPa a 50°C
(Weemaes et al., 1998). La diferencia de los sistemas
enzimaticos en la estabilidad a la presién y temperatura
probablemente es debido a los diferentes efectos
mecénicos sobre las distintas conformaciones enziméticas.
La matriz alimentaria también influye en la resistencia/
estabilidad a la presurizaciéon (Hendrickx et al., 1998).
Los efectos de activacion observados pueden ser
atribuidos a la configuracion reversible y/o a los cambios
de conformacion de la enzima y/o a las moléculas del
substrato (Cano et al., 1997).

Polifenoloxidasas de extractos de patatas y
manzanas disminuyeron su actividad en un 60% a 800
MPa durante 10 min. Tanto champifiones como patatas y
manzanas mostraron un oscurecimiento después de la
presurizacion (Gomes y Ledward, 1996). En € guacamole
(crema de aguacate) se evaluaron los efectos sobre la
aceptabilidad sensorid y d color tras realizar tratamientos
de presurizacion continuos utilizando ciclos o pulsos de
alta presion y se midieron las actividades de la
polifenoloxidasa y de la lipoxigenasa. Después de un
tratamiento continuo durante 20 min a 689 MPa, la
actividad de la polifenoloxidasa residua fue de 22 % y la
de la lipoxigenasa se redujo hasta un 5% con s6lo 10 min
de tratamiento. La aceptabilidad sensorial y €l color del
guacamole tratado por la APH no fueron
significativamente diferentes del guacamole no
presurizado. El oscurecimiento del guacamole durante €
almacenamiento a 5, 15 y 25° C después de la
presurizacion, puede ser atribuido a la actividad de la
polifenoloxidasa residual después de la alta presion y/o a
su regeneracion durante e almacenamiento (Palou et al.,
2000). Los cambios en las enzimas presurizadas son
dependientes del pH, concentracion del substrato,
estructura de la subunidad de la enzima y temperatura de
presurizacion.

Otros autores investigaron los efectos de la alta
presion sobre la actividad de las proteasas endégenas de
musculo de pescado porque pueden ser responsables del
ablandamiento en la textura. Las enzimas se inactivaron
en mayor 0 menor medida, dependiendo de la cantidad
de presion aplicada y de la duracion de la presurizacion.
La catepsina C de las especies de pescados Pomatomus
saltatrix y Calamus penna perdieron mas del 80% de su
actividad cuando se trataron a presiones de 300 MPa
durante 30 min. Bgjo las mismas condiciones, las enzimas
tripsina y quimiotripsina retuvieron un 30-40 % de su
actividad. La actividad de todas las enzimas continué en
declive cuando se almacenaron a temperatura ambiente,
pero fueron parcialmente recuperadas durante el
almacenamiento a temperaturas de refrigeracion. Parece
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ser que la autolisis prevalecié sobre la reactivacion a
temperaturas de medio ambiente, mientras la reactivacién
predominé a bajas temperaturas debido a la disminucién
de la actividad proteolitica (Ashie y Lanier, 2000).

La Tabla 4 muestra las caracteristicas de
inactivacion o la pérdida de actividad de algunas enzimas
a someterlas a tratamientos de APH en distintas matrices
alimentarias. Obsérvese por ejemplo que la
transglutaminasa de surimi se inactiva a 300 MPa,
mientras que la polifenoloxidasa de pera quintuplica su
actividad a 400 MPa. Se aprecia también que los valores
de alta presion para reducir la actividad varian mucho,
incluso dentro de un mismo tipo de enzima como la
polifenol oxidasa.

CALIDAD SENSORIAL DE LOS ALIMENTOS
PRESURIZADOS

La APH modifica las caracteristicas
organolépticas de los alimentos. Casi en todos los casos
actla mejorandolas. EI zumo de pomelo tratado por
APH, a diferencia de los procesos térmicos
convencionales, no posee el sabor amargo que le
confiere el limoneno. Los zumos de otros citricos,
después del tratamiento a APH adquieren un sabor
fresco, sin pérdida de la vitamina C y con una vida Util
de 17 meses. Se ha comprobado que melocotones y
peras tratados por APH permanecen esterilizados
durante al menos 5 afios. Peras y kakis adquieren una
textura mas blanda, se vuelven mas transparentes y
dulces cuando son tratados con APH. Tanto colores,
como sabores y olores, no se ven afectados por la APH
(Sangronis et al., 1997). Sin embargo, en el caso de
algunos tipos de frutas como las peras se produce un
oscurecimiento rdpido después del tratamiento por atas
presiones debido a que los valores de APH aplicados
incrementan la actividad de la polifenoloxidasa (Asaka
y Hayashi, 1991). Esto no ocurre en otras frutas como
manzanas (Ibarz et al. 1996), tampoco en plétanos, ni
en ciertos tubérculos (patatas y boniatos). Otros autores
(Kimura et al., 1994) afirman que las mermeladas
obtenidas por APH retienen el sabor y el color de la
fruta fresca, a diferencia de las mermeladas
convencionales procesadas por calentamiento.

En cuanto a efecto de APH sobre la textura, se
han observado efectos contrarios. Por un lado, los tejidos
de la carne y filetes de pescado en pre-rigor mortis,
tratados con APH se ablandan y se vuelven opacos. La
carne fresca se ablanda en sélo 10 min y ademés se
incrementa la digestibilidad de sus proteinas, mientras que
a presion atmosférica se necesitan 2 semanas para su
ablandamiento. Por otro lado, la estructura interna del
tomate se endurece con la presurizacion.

Se utiliz6 una técnica histoldgica para evaluar
las modificaciones producidas en la microestructura del
melocoton y del mango utilizando los métodos clésicos
de congelacién y se compar6 con las obtenidas
mediante congelacion a alta presion (“high pressure
shift freezing”). Con este método, las muestras se
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Tabla 4.- Inactivacion de enzimas por alta presion hidrostética.
Enzima Condiciones de Efecto Matriz Referencia
tratamiento alimentaria
Peroxidasa 230 MPa, 15 min, 43°C  Reducciéndela Puré defresa Cano et al., 1997
actividad un 50 %
Transglutaminasa 300 MPa, 10 min Inactivacién Surimi Ashiey Lanier,
2000
600 MPa Actividad inalterada  Suero de bovino Ashiey Lanier,
2000
Fosfatasa alcalina 300 MPa, 5 min, 63°C Inactivacion Leche de bovino Ludikhuyseet al.,
2000
Lipoxigenasa 689 MPa, 15 min Inactivacion Guacamole Palou et al., 2000
Polifenoloxidasa 689 MPa, 4 ciclos, 5 min Reduccion dela Guacamole Palou et al., 2000
actividad un 15 %
900 MPa, 25°C Inactivacion Melocoton Weemaeset al .,
1998
285 MPa, 15 min, 25°C  Reducciéndela Puré de fresa Cano et al., 1997
actividad un 40 %
6 MPaen CO,, 1 min I nactivacion Langosta Kim et al., 2000
43°C
400 MPa, 10 min, 25°C  Laactividad se Peras Asakay Hayashi,
multiplica por 5 1991
400 MPa, 10 min, 25°C  Actividadinalterada Manzanas, Asakay Hayashi,
platanosy 1991
boniatos
800 MPa, 5 min Inactivacion Champifiones Gomesy Ledward,

1996

congelaron a —20° C a presiones de 200 MPa, evitando
asi la formaciéon de hielo. El nivel ato de
superenfriamiento provoca una nucleacion uniforme y
répida del hielo a través del volumen del alimento. Este
método mantiene la estructura del tejido natural en casi
toda su extension, ya que se evitan los problemas
asociados con gradientes térmicos. La congelacién
mediante altas presiones previene la pérdida de la
calidad debido a la presencia de grandes cristales de
hielo (Otero et al., 2000). Los cambios producidos en
las transiciones de fase al aplicar altas presiones se
pueden aprovechar para ciertas operaciones de
procesado y conservacion en determinados alimentos
(Knorr et al., 1998).

La alta presién provoca la gelatinizacion del
amidon, efecto que se manifiesta a presiones superiores
a 400 MPa en harinas de trigo (Gomes €t al., 1998). La
ateracion de la estructura del aimidén y de la proteina
gplicando APH podria ser utilizada en € arroz para cocerlo
en pocos minutos (Hoover et al., 1989). La estructura
cristalina del almidén de maiz y de arroz se destruyeron
por presiones de 500 MPa, mientras que la del amiddn
de la patata no se vio afectada. Estos cambios de la
estructura cristalina se deben a incremento de la densidad.
Por consiguiente el mejoramiento de la estructura
cristalina disminuye la densidad del grano (Hibi et al.,
1993). El grano de sorgo se sometié a presiones de 500
MPa a temperatura ambiente por periodos de 5 minutos,
observandose un incremento en la calidad de la malta de
eda graminea (Dewar ¢ al., 1994). Grant & al., (1941), ya
observaron a mediados del siglo pasado la gelatinizacion
y coagulacion de la clara de huevo y comprobaron que se
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debia a la desnaturalizacion proteica provocada por las
altas presiones.

Los huevos sometidos a atas presiones no tienen
el sabor y e olor sulfuroso caracteristico provocado por
el calentamiento. El calor produce la formacién de
lisinoalanina, promotora de estas caracteristicas. Ademés,
la lisinoalanina limita la asimilacion de aminoécidos en
el cuerpo humano (Hayashi, 1989b).

La APH (200-300 MPa) impide €l incremento en
la acidez del yogur ya que evita la reproduccion de las
bacterias lacticas (Hoover, 1993). Las altas presiones
retardan las reacciones de fermentacion, asi, la leche no
se agria en 12 dias cuando se trata a 70 MPay la aplicacidn
de presiones de 1371 MPa durante 1 hora posponen la
descomposicién de la leche, que se puede consumir
durante 4 dias més (Johnston et al., 1992).

Shimada et al. (1990) andlizaron las caracteristicas
organolépticas de 11 aimentos tras someterlos a 500 MPa
durante 15 min. Encontraron que en arroz y soja no se
producian cambios con respecto a la textura 'y apariencia
ni en cuanto a sabor y olor, pero la textura de patatas y
otros tubérculos se volvio mas flexible y el sabor de
algunas patatas era mas dulce. Peras y manzanas
presurizadas resultaron ser més dulces y transparentes,
ademés las peras adquirieron una textura mas blanda.
Estos autores afirman que € pardeamiento enzimético de
la patata se incrementaba con la presurizacion, esto puede
ser debido a un incremento en la actividad de la
polifenoloxidasa, como se ha comentado previamente.

La APH inhibe las reacciones de condensacion
que inician el oscurecimiento no enzimatico conocida
como reaccion de Maillard. Este efecto puede ser
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beneficioso 0 no, dependiendo del alimento presurizado.
Tamaoka et al. (1991) comprobaron que las reacciones de
pardeamiento no enzimético fueron inhibidas aplicando
50-200 MPa. Otro grupo de investigacion (Hill et al,.
1996) llegd a resultados similares, trabajando ambos
grupos con sistemas modelos en lugar de matrices
alimentarias.

La no alteracién del sabor de los alimentos puede
deberse al hecho de que la APH no ataca los enlaces
covalentes, los cuales son tipicos en el sabor, pero los
enlaces no covalentes como los puentes de hidrégeno
tipicos de la estructura terciaria de las proteinas sufren
modificaciones importantes (Sangronis et al., 1997).

La APH representa una tecnologia de
procesamiento potencial para los alimentos marinos con
los que se fabrica surimi. La gelificacién de surimi
mediante la APH se atribuye a un incremento de los
enlaces cruzados de las cadenas de miosina en & musculo
dd pescado. Se investigaron los efectos de la APH en la
consistencia del gel del surimi de pescadilla del Pacifico
y de carbonero de Alaska. En los geles obtenidos con
presurizacion la resistencia a la deformacion se increment6
3 veces con respecto a los geles obtenidos por
calentamiento a 90° C en bafio de agua. Tanto & surimi
de carbonero como el de pescadilla mostraron un
incremento significativo en la resistencia a la deformacion
del gd para todos los tratamientos de la presidén excepto
para los realizados a 50° C porqgue las proteasas en €l
surimi tienen una temperatura Optima de actividad en torno
a b5° C. Larelacién entre la presion y los valores de
deformacion fue inversamente proporcional (Park, 2000).

Tanto la textura como la estructura histol6gica de
zanahorias mejoraron cuando se expusieron a presiones
de 200 a 400 MPa a temperaturas de -20° C. Cuando se
congelaron a 100 MPa se observaron dafios histol 6gicos.
Este hecho se basa en que la densidad del agua a 200
MPa a -20° C es mayor que la densidad a presion
amosférica. Utilizando presiones por encima de los 500
MPa se obtuvieron resultados de textura peores que
utilizando 100 MPa debido a que durante la reduccion de
la presion o la descongelacion existen estados de
transicion (Fuchigami et al., 1997).

Un hecho similar se observé en extracto de soja
(Kinu-Tofu) tras someterlo a APH y congelacién. Se
utilizaron presiones entre 100 y 700 MPa a —20° C durante
90 min. Se aprecié en las partes externas del tofu
congelado a 200 MPa'y 400 MPa la formacién de crigtales
pequefios de hielo. A partir de los 500 MPa d tamafio de
los cristales se incrementd y cuando se traté a 700 MPa
se formaron cristales de hielo grandes. Se observaron
diferencias en el tamafio de los cristales de hielo entre €
centro y las partes externas del tofl. Se encontraron més
cristales pequefios en las partes externas que en las del
interior del tofd, debido a la congelacion rapida. La textura
y estructura del tof congelado a 200 MPa, 340 MPa 'y
400 MPa fueron mejores. A 100 MPa y arriba de los 500
MPa la ruptura del esfuerzo, la deformacién y los poros
dd hielo se incrementaron, con lo que la cdidad disminuy6
(Fuchigami y Teramoto, 1997).

La podredumbre gris del tejido del melocotén
produce cambios indeseables en la composicién quimica
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y fisica. Se estudié la mejora de la calidad del puré de
melocotdn utilizando un lavado con agua a atas presiones,
entre 345 a 758 MPa, para eliminar la podredumbre gris.
El proceso se mostrd eficaz y puede ser utilizado
comercialmente para procesos previos o posteriores al
pelado. El lavado con agua a atas presiones puede ayudar
a asegurar la calidad del puréy a una utilizaciéon mas
eficiente del tegjido de la fruta sana (Tidwell et al., 1997).

También se estudiaron los efectos de la dta presion
sobre el comportamiento emulsificador de la proteina
concentrada del suero. Muestras de soluciones y
emulsiones de proteinas se sometieron a presiones de 800
MPa durante 40 min. Se observé que la lactoglobuling, la
proteina del suero presente en e concentrado de proteina
en un 55%, sufrié una agregacion limitada después de
someterla a un tratamiento de presurizacion. Mediante
datos de densidad Optica se aprecié que una agregacion
similar ocurre en el concentrado de proteina. Esto es
debido probablemente a la exposicién de las regiones
hidrofébicas y/o los grupos sulfidricos de las proteinas
del suero facilitando la formacion de oligbmeros. Sin
embargo, la agregacion de la proteina del suero es la causa
principal de la perdida de la funcionalidad ya que ningln
aumento en la superficie hidrofébica deberia mejorar la
eficiencia emulsificadora. El tratamiento de APH a
temperatura ambiente, no parece mejorar las propiedades
de emulsificacién de las proteinas del suero (Galazka et
al., 1995).

Aunque las caracteristicas sensoriales de los
aimentos en la mayoria de los casos mejoran 0 no sufren
modificaciones con la APH, en otros § se dteran y agunas
veces de forma indeseable. La influencia de la APH en
las caracterigticas organol épticas de los aimentos depende
del tipo de alimento y de las condiciones de presurizacion
y no se puede generdizar, hay que estudiar cada caso en
particular antes de plantearse la comercializacion de un
producto alimenticio presurizado.
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