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1. INTRODUCCION

Desde los inicios de la conserveria una de sus principales preocupaciones ha
sido la determinacion de los tiempos de proceso adecuados para asegurar la
estabilidad microbiologica de las conservas. La aplicacion de calor sobre los
alimentos no solamente reduce sustancialmente su carga microbiana, sino que
también actla sobre las propiedades sensoriales y nutricionales, por este

motivo es necesaria la optimizacion de los tiempos de tratamiento térmico.

Durante muchos afios las industrias conserveras han seguido un enfoque
empirico para la obtencién de tiempos de proceso adecuados basado
enteramente en el registro y evaluacion del historial tiempo/temperatura
mediante  termocuplas ubicadas en el punto de mas lento
calentamiento/enfriamiento. Sin embargo, la ubicacién de la termocupla en este
punto es casi imposible debido a la forma irregular compleja que presentan
algunos alimentos, y al error experimental inherente durante la maniobra de
insercion de los alambres de termocupla. Las incertidumbres mencionadas y las
desviaciones propias de los procesos térmicos han obligado utilizar factores de

seguridad equivalentes a un 50% o mas.

En investigaciones recientes realizadas en el Instituto de Ciencia y Tecnologia
de Alimentos (ICYTAL) de la Universidad Austral de Chile se ha propuesto el
uso de la ingenieria reversa y tecnologia de software CAD/CAE (Computer-
Aided Design / Computer-Aided Engineering) para el célculo y evaluacién de
procesos térmicos con mayor precision. Esta metodologia permite encontrar,
mediante un modelo digital 3D y simulacion de tratamiento térmico, la ubicacion
“exacta” del punto de mas lento calentamiento/enfriamiento. De esta forma se

evitaria subcalcular la letalidad del proceso térmico y permitiria reducir los



factores de seguridad actualmente aplicados. Sin embargo, a pesar de las
ventajas de mayor precision y reduccion de pruebas experimentales mediante la
simulacion 3D de los procesos térmicos, en la actualidad su implementacion en
las plantas de proceso del pais se veria limitado debido a la necesidad de

contar con hardware y software apropiados.

Es por esto que surge la necesidad de proponer otra metodologia que utilice
como herramienta los beneficios de la tecnologia CAD/CAE y el uso de
ingenieria reversa, pero a su vez, sea mas facil de implementar en planta. Asi
los indicadores biolégicos utilizados en la microbiologia clinica surgen como una
alternativa para ser utilizados en la validacion del tratamiento térmico de

alimentos.

En la actualidad el uso de indicadores biolégicos es el método de control de
autoclave mas aceptado para la esterilizacion de materiales e instrumentos de
laboratorio asi como de medios de cultivo. Los indicadores bioldgicos contienen
esporas bacterianas de resistencia conocida, comunmente de Bacillus
stearothermophilus 0 mezclas con Bacillus subtilis provenientes, de colecciones
de cultivos de referencia como son el catalogo de la ATCC (American Type
Culture Collection). Estos microorganismos son mas termorresistentes, por lo
gque su muerte indica indirectamente la destruccion de patégenos menos
termoresistentes como Clostridium botulinum. Sin embargo, estos indicadores
biolégicos disponibles comercialmente en la actualidad sélo se utilizan como
una forma de verificar que los materiales en cuestion fueron expuestos a un
proceso de esterilizacién, no indicando la efectividad del proceso térmico en
cuanto a la destruccién de una cantidad determinada de microorganismos. Por
otro lado, el tamafio de las ampollas hace inviable su utilizacién para la mayoria
de las conservas, por lo que se hace necesario el desarrollo de capilares que

contengan microorganismos indicadores.



Basandose en los antecedentes citados, la hipoétesis es la siguiente:

Es posible validar la efectividad del proceso de esterilizacion de conos de jurel
envasados al vacio en bolsas esterilizables, mediante el uso de capilares de
Bacillus stearothermophilus, la aplicacion de la Ingenieria Reversa y la
tecnologias CAD/CAE.

Objetivo general
¢ Validar microbiologicamente la reduccién de la poblaciébn microbiana de
B. stearothermophilus, en el proceso de esterilizacién de conos de jurel
envasados al vacio en bolsas esterilizables.

Objetivos especificos

e Confeccionar capilares con esporas de B. stearothermophilus para ser

insertadas en el alimento.

e Estimar mediante, simulacibn computacional, el tiempo de proceso

térmico del alimento en base a una letalidad previamente establecida.

¢ Validar microbiolégicamente el valor esterilizante (S) de cada tratamiento

térmico mediante simulacion computacional.

e Evaluar la letalidad de los procesos térmicos utilizando el numero de

reducciones decimales (S).



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Microorganismo de referencia. Bacillus stearothermophilus

2.1.1 Caracteristicas de la especie. Segun HAYES (1993) el B.
stearothermophilus es la Unica especie de Bacillus de importancia industrial y
responsable del deterioro por amargor, es decir, produce &acidos a partir de los

carbohidratos que dan un sabor amargo al alimento, pero no producen gas.

Se clasifica como un microorganismo termdfilo obligado (PFLUG, 1987), Gram
positivo, formador de esporas y aerobio. En algunos casos, dependiendo de la
cepa, anaerobio facultativo, asociado con deterioro agrio sin producciéon de gas
(agriado sin abombamiento), dentro de sus caracteristicas se encuentra su
maximo crecimiento a temperaturas de 65 — 75 °C, un minimo crecimiento a 40
°C, y su Optimo crecimiento a 55 °C. Algunos tipos de B. stearothermophilus
pueden crecer a 37 °C pero nunca bajo 30 °C. El pH minimo para crecer es de
5,2 y la minima actividad de agua (a,) para crecer a su temperatura éptima es
0,93. Habita comunmente en el suelo, en arena de desierto, en aguas articas,
en sedimentos de océano, en alimentos y en estiércol vegetal. Las esporas de
esta bacteria son muy resistentes al calor y son a menudo usadas para
monitorear el proceso de esterilizacion con calor himedo. La heterogeneidad de
la especie esta dada por la diversidad de la composicién base del ADN asi
como también de la diversidad de las caracteristicas fenotipicas (ROBINSON et
al., 2000).

2.1.2 Forma de supervivencia. Generalmente los microorganismos crecen en
un ambiente hostil, por lo que parece razonable que hayan desarrollado

estrategias de supervivencia, sistemas de defensa para hacer frente a las



condiciones ambientales adversas. Es por esto, que diversas bacterias
desarrollan una via de diferenciacion controlada, tras la cual se produce una
marcada alteracion de la estructura celular. Se pueden formar endosporas,
(Bacillus o Clostridium), mixosporas (myxococcus), cistes (azotobacter) o
acinetos. Normalmente estas formas alternativas comparten caracteristicas
comunes, como un protoplasma denso, capas celulares adicionales, resistencia
a la radiacion ultravioleta y a la desecacién y metabolismo quiescente (“vida
latente”). La produccion de esporas, en general, es un fendmeno extendido
entre los microorganismos. Las endosporas en particular, son casi exclusivas
de los géneros Bacillus y Clostridium. Las esporas tienen dos funciones
principales: actian como agente de dispersion, debido a su pequefio tamafio y
son formas de supervivencia en condiciones adversas (calor, desecacion). La
produccién de esporas (esporulacion), forma parte del ciclo vital de las bacterias
que la presentan y no es consecuencia de la exposicion inmediata a una
situacion critica. La esporulacion comienza normalmente cuando cesa el
crecimiento vegetativo debido al agotamiento de nutrientes. Suele suceder en la

etapa exponencial de la poblacion.

La esporulacion en Bacillus spp. es un proceso complejo de diferenciacion
celular en los que intervienen unos 200 genes y tarda aproximadamente 8

horas.

Las endosporas resisten el proceso de ebullicion, la temperatura de 100 °C no
inactiva las endosporas, y son necesarias temperaturas mas altas para
destruirlas. El desarrollo de la termoresistencia se debe a la incorporacion
masiva de Ca®" por la célula esporulante y a la sintesis en gran cantidad de
acido dipicolinico. Los procesos que conducen a la destruccion completa
(esterilizacion en autoclave), deben ser aplicados concienzuda vy
exhaustivamente. Después del ciclo de esterilizacion debemos asegurarnos que

todo el contenido del autoclave ha sido sometido a la temperatura y tiempo



requeridos. Para controlarlo, el procedimiento mas eficaz es observar la posible
supervivencia de esporas de un Bacillus especialmente resistente como el B.

stearothermophilus.

2.1.3 Importancia de la especie a nivel industrial. La incidencia de esporas
de B. stearothermophilus en las conservas alimenticias es de particular interés.
Las esporas pueden llegar a través del suelo en alimentos crudos y en
ingredientes como especias, azlcar, almidon y harina. La presencia de esporas
de B. stearothermophilus en algunos contenedores de algun determinado lote
de alimentos de baja acidez comercialmente estéril, puede ser considerado

normal.

La importancia del deterioro causado por microorganismos termofilos en la
industria de alimentos fue generando un considerable interés en los factores
que afectan la resistencia térmica, germinacion y supervivencia de estas
esporas (ROBINSON et al., 2000).

Los valores Di,10c para el B. stearothermophilus segun PFLUG (1987) varian en
un promedio de 1 a 2 min, con un valor maximo de 5 min. Esto es lo que marca
la diferencia a la hora del célculo del valor F tanto para termofilos esporulados

como para mesofilos esporulados.

Validar un determinado tratamiento térmico en base a la destruccién de esporas
de B. stearothermophilus, es de vital importancia, ya que al producir acido sin
desprender gas el envase de hojalata no presenta abombamiento. Este tipo de
alteracion no es detectable ni por el fabricante ni por el consumidor antes de
abrir la conserva, por lo cual, a pesar de no representar un problema para la
salud si constituye un problema econémico para el fabricante. Este problema
debe resolverse durante la produccion de alimentos enlatados, asegurando que

la destruccion de este tipo de microorganismos sea a hiveles que no causen la



alteracion del alimento. De esta forma se asegura su prestigio como empresa y

por ende el bienestar econémico de la industria conservera.

2.2 Bolsas flexibles esterilizables

2.2.1 Definicién. Segun lo sefialado por Lampi (1977) citado por CATALA
(1982) las bolsas flexibles esterilizables (FIGURA 1) se pueden definir como un
envase flexible para alimentos esterilizados por calor, capaz de resistir
temperaturas de 115 a 130 °C vy fluctuaciones de presion semejantes a las que

se desarrollan en la esterilizacion de envases de vidrio o metalicos.

2.2.2 Primeros antecedentes. El desarrollo de esta tecnologia se inicié en los
primeros afios de la década de 1950 debiéndose sus primeros estudios
sistematicos a Hu et al. (1955) y a Nelson y Steinberg (1956), de la universidad
de lllinois, que estudiaron un amplio muestrario de materiales laminados y
establecieron las caracteristicas de aptitud para su utilizacion. En 1957 las
autoridades militares estadounidense realizaron un amplio estudio sobre la
posibilidad de introducir este tipo de envases en reemplazé a los metalicos
(CATALA, 1982).

Los envases flexibles se emplean en productos de baja y alta acidez y también
para el uso aséptico o para el uso en autoclaves. Estos envases pueden ser
fabricados de poliéster en el exterior para la durabilidad, y polipropileno en la
superficie de contacto con el alimento, junto con una barrera al oxigeno entre
las dos, cloruro de poliviideno (PVDC o SARAN), EVOH o nylon. El
polipropileno puede ser tefiido para restringir el paso de la luz o una capa de
aluminio puede reemplazar al PVYDC como barrera para el oxigeno y la luz
(GAVIN y WEDDIG, 1995).



FIGURA 1. Bolsas esterilizables.

2.2.3 Caracteristicas de las bolsas flexibles esterilizables. En comparacion
con los enlatados las bolsas retortables presentan las siguientes ventajas
(LAMPI, 1977):

. seccion transversal plana con menor espesor del producto en relacion
con los envases convencionales: Rapida transferencia de calor,
reduccion del tiempo de esterilizacion, mejor calidad del alimento
envasado por menor dafio térmico.

. posibilidad de trabajar con tecnologia integrada de formacion y llenado
de envases (ahorro de espacio en el almacenamiento de envases
vacios).

. reduccion de peso y espacio en transporte y almacenamiento.

. facilidad de apertura.
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FIGURA 2. Curva de penetracion de calor comparativa de bolsas
esterilizables y botes metalicos.

FUENTE: Lampi (1977) citado por CATALA, 1982.

La diferencia sustancial en la esterilizacion de bolsas, con respecto a los
envases metalicos se centra particularmente en el tiempo de tratamiento
reduciendo el tiempo de esterilizacién de las bolsas a 1/2 6 1/3 del necesario

para una lata de similares dimensiones (FIGURA 2).

Segun el INSTITUTO TECNOLOGICO PESQUERO DEL PERU (ITP, 2005), el
factor econdmico, es una de las ventajas mas importantes en la utilizacién de
las bolsas esterilizables, sin considerar otras ventajas econdmicas que incluyen
menores gastos de energia, debido al menor tiempo de esterilizacion,

transporte de material de envases vacios, entre otros.
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Sin embargo las bolsas esterilizables también poseen las siguientes

desventajas:

. el proceso es generalmente mas largo y requiere de mayor mano de
obra.

. debido a que son menos robustas, las bolsas esterilizables necesitan de
mayor proteccion a través de una bolsa o cartbn como empaque
secundario.

. las operaciones de empacado generalmente son mas lentas comparadas

con una operacion similar de congelado o conservas (PLASPAK, 2006).

2.2.4 Proceso de fabricacion de productos en envases flexibles. Este
proceso es diferente al procesamiento tradicional a partir de la etapa de llenado,
cuya forma dependera de las caracteristicas fisicas y reolégicas del producto a
ser incluido (ITP, 2005).

El formado de la bolsa se realiza con un equipo continuo de llenado y sellado.
Durante el llenado de las bolsas es de vital importancia que la bolsa sea llenada
con el producto hasta un nivel apropiado y a su vez que el producto nunca
tenga contacto con el area de sellado, ademéas se debe evitar el llenado
excesivo de la bolsa por aumenta el riesgo de un sello defectuoso y también
efectuarse un proceso térmico menor al recomendado debido al mayor espesor

o alto del envase.

Para remover el aire y cierre de las bolsas flexibles esterilizables a nivel

comercial se utilizan varios métodos dentro de los cuales cabe destacar:

. usar un chorro de vapor, saturado o sobrecalentado, sobre el espacio de

cabeza.
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« provocar un vacio mecanico dentro de una cadmara al vacio o insertando
un tubo o sonda dentro de la bolsa.

. comprimir mecanicamente los lados de la bolsa para reducir o eliminar el
espacio de cabeza.

. llenar con el producto caliente para crear un vacio cuando el producto se
enfrie.

. realizar un barrido del espacio de cabeza con nitrdgeno gaseoso.

El area de sellado de la bolsa retortable debe estar libre de contaminacion y

arrugas para asi formar sellos adecuados.

La temperatura de sellado, la presion y el tiempo de fusion tienen que
mantenerse de acuerdo con las especificaciones del fabricante (GAVIN y
WEDDIG, 1995).

2.2.5 Composicién del envase. Las bolsas esterilizables son hechas de
materiales flexibles laminados cuyas caracteristicas mas importantes son la de
resistencia al calor, gran fuerza de tension e impermeabilidad a los gases y
vapor de agua. Las especificaciones tipicas estan constituidas por materiales
laminados de 3 0 4 capas: pelicula exterior/aluminio/pelicula interior 6 pelicula
exterior/aluminio/pelicula central/pelicula interior. El laminado de 3 capas
(FIGURA 3) se utiliza mayormente para bolsas esterilizables de tamafio
pequefo hasta 1 kg. Mientras que el de 4 capas es usado preferentemente para
bolsas esterilizables grandes (PLASPAK, 2006). Las capas mencionadas se

definen de la siguiente forma:

. Capa exterior. Contribuye a la fuerza y resistencia a la formacioén de
agujeros en la bolsa terminada. Se puede utilizar 2 tipos de material:

poliéster de 12 (terephthalato de polietileno; PET) y poliamida orientada
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de 15u (nylon). Se prefiere el poliéster ya que el nylon tiende absorber
humedad bajo altas humedades relativas y altas temperaturas.

. Aluminio. Se utiliza como barrera en el caso de productos pesqueros, la
barrera contra transferencia de oxigeno, vapor de agua y luz es
imprescindible si se considera un largo periodo de vida Uutil.

. Capa interior. Es la capa termosellable (alrededor de 150 °C) su funcion
es proteger mecanicamente al aluminio, proteger el producto, y contribuir
generalmente a la durabilidad y fuerza del laminado. Se usan 2 tipos de
material: el polietieno de alta densidad modificado con caucho
poliisobutileno (RMHD) vy polipropileno copolimerizado con una
proporcion baja de polietileno. Se utiliza méas el polipropileno debido a su
buena disponibilidad.

. Capa central. Se utiliza otra capa entre el aluminio y el CPP cuando las 3

capas podrian resultar inadecuadas. Se utiliza PET de 12u y 15u y nylon

de 15p.
Complejos 4/
mult icapa ﬁ
Capa Funcién Material
interna inercia guimica PE, EVA,
termosoldabilidad CPP, IDNOMEROS...
media barrera a gases y aromas EVOH, PvdC,
opacidad ALLUMINIO,
consisiencia PAPEL - CARTON®
externa resistencia mecénica PET, PA, OPP, PS5,
barrera a gases y aromas PAPEL- CARTON® ...
consistencia
* Sobo consistencia y opacidad

FIGURA 3. Complejo multicapa de las bolsas esterilizables.
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2.2.6 Mercado de las bolsas esterilizables. El desarrollo de la industria de
bolsas esterilizables (Retort Pouch) ha sido rapida y actualmente es uno de los
envases mas usados para alimentos procesados térmicamente, incluyendo
pesqueros, principalmente en Japén, Europa y Norteamérica, en donde es

apreciada su novedosa y atractiva presentacion.

La disponibilidad de este tipo de envase para la industria pesquera y alimentaria
nacional, hace viable el procesamiento de alimentos con grandes posibilidades
en el mercado externo, Esto, lo convierte en un producto competitivo para

mercados internacionales (ITP, 2005)

En 1978, el departamento de defensa de U.S autoriz6 el uso de las bolsas

esterilizables en las raciones militares (HEINTZ, 1980).

Las bolsas esterilizables estan muy bien establecidas en Europa y Japoén.
Japdén cuenta con el mercado mas avanzado en empaques esterilizables. La
falta de espacio fisico y otros factores, llevaron a las empresas japonesas a
optar por un empaque flexible de facil almacenamiento, que fuera una
alternativa para las latas, durante la década de 1980 (RED ALIMENTARIA,
2005).

En EE.UU. existe una gran nimero de empresas que comercializan alimentos
en bolsas esterilizables, generalmente platos preparados en bolsas de formato
225y 150 g (MITCHELL, 2002).

2.3 Sistema de esterilizacion de alimentos

Segun GAVIN y WEDDIG (1995), cada sistema de procesamiento térmico,

requieren de cierta instrumentacion segun lo establecido por las regulaciones
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del FDA (Administracion de Alimentos y Drogas de los Estados Unidos) vy el
USDA (Departamento de Agricultura de los Estados Unidos), entre estas:

e Disponer de un termémetro de mercurio en vidrio que se utilizara como
el dispositivo indicador oficial de temperatura, para todos los sistemas
de procesamiento térmico, el cual debera tener desviaciones facilmente
legibles dentro de 0.6 °C (1 °F) y calibrarse y mantener en buenas
condiciones de operacion.

e Estar equipado con al menos un aparato registrador de temperatura y
tiempo durante el procesamiento.

e Contar con sistema de control de temperatura, sistema de control
electronico y a su vez los sistemas de control operados por aire,
deberdn estar equipados con sistema de filtro adecuados para
suministrar aire limpio y seco a la presion apropiada.

e Debera también contar con un manémetro u otro dispositivo adecuado
para medir la presion dentro del autoclave que tenga una escala con

divisiones que no excedan de 2 Ib/pulg® (1.3 Mpa).

El equipo a su vez debera contar con sumistro de vapor adecuado para que se
alcance la temperatura de procesamiento y se mantenga bajo condiciones
normales de operacion. Todas las lineas de aire y agua conectadas a un
autoclave tendran que estar equipadas con valvulas de globo u otras valvulas
adecuadas para prevenir la infiltracion de aire o agua al interior del autoclave,
ademas de purgas para proveer la circulacién de un medio de calentamiento de
vapor, para sacar el aire que entra al autoclave junto con el vapor (GAVIN y
WEDDIG, 1995).

2.3.1 Clasificacion de autoclaves. Existen variadas formas de clasificar o
agrupar los diferentes tipos de autoclaves existentes, dependiendo de sus

caracteristicas tales como: si operan en forma continua o discontinua (por
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carga); si son con agitacion o sin agitacion; si su medio de calentamiento es
agua, vapor, mezcla vapor/aire, etc. Muchos de ellos pueden reunir uno o mas
de estas caracteristicas por lo que no existe una marco fijo y estricto para
clasificarlos. A continuacion se describe la clasificacion propuesta por MAFART
(1991).

2.3.1.1 Autoclaves discontinuos y continuos. Los equipos discontinuos o

gue trabajan por cargas por lo general se utilizan en industrias pequefias donde
usualmente se produce un numero considerable de alimentos distintos, en
envases diferentes y de tamafios variados (CASP y ABRIL, 1999). Esta
variabilidad de productos es lo que le da una gran ventaja en comparacién con
los equipos continuos. En los equipos discontinuos cada ciclo de esterilizacion
precisa de una purga y el calentamiento y enfriamiento tanto del producto como
del autoclave, otorga mayor fiabilidad y mayor facilidad de mantenimiento

debido a su menor complejidad mecanica (MAFART, 1991).

Los equipos continuos son necesarios para una unidad de produccion
importante que trabaje con grandes series del mismo producto en el mismo
envase (CASP y ABRIL, 1999), es decir, se utilizan para importantes caudales y
tiempos de esterilizacion, y su consumo de energia es menor en comparacion
con una autoclave discontinuo, ya que permanece térmicamente en estado
estacionario sin necesidad de purgar, calentar y enfriar el equipo en cada ciclo
de esterilizacion, consumiendo menos agua de enfriamiento puesto que solo

debe enfriarse el producto y no el autoclave mismo (MAFART, 1991).

2.3.1.2 Autoclaves estaticos y rotatorios. Los equipos rotatorios estan
disefiados para provocar en las latas un movimiento rotatorio con el fin de crear
agitacion del producto y acelerar la transferencia interna de calor. Por lo general
se reserva para productos liquidos, pero viscosos como cremas de pasteleria,

leches concentradas, salsa de tomates u otras, ya que en productos solidos en
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los que la transferencia de calor se lleva acabo practicamente en régimen
puramente de conduccion es evidente que la rotacion no aporta nada, Io mismo
que en productos liquidos poco viscosos donde la rotacion afiade poco al

movimiento de conveccién natural.

2.3.2 Esterilizacion de bolsas flexibles. Segun Yamaguchi (1979) citado por
CATALA (1982), en general para la esterilizacién de bolsas se aplican técnicas
de esterilizacion alta-corto, con temperaturas de 121-135 °C. En estas
condiciones es necesario trabajar con sobrepresion de aire, fundamentalmente

durante el ciclo de enfriamiento de los envases.

Es por esto que se ha llegado al consenso que comprende el realizar un
proceso donde se equilibren las presiones internas y externas cuando las
temperaturas durante el ciclo de calentamiento superen los 100 °C y cuando se

retorna a esa temperatura durante el enfriamiento (MITCHELL, 2002).

La préctica aconseja el uso de una sobrepresion de aire de 0,2 a 0,7 kg/ cm?.
Esta sobre presion, ademas de asegurar la integridad frente a los problemas de
expansion térmica del aire residual y del producto envasado es necesaria para
mejorar la transmision de calor y juega un papel importante en la inmovilizacion
de las bolsas, previniendo la agitacion y los movimientos que podrian dafar los
cierres (LAMPI, 1977).

Los autoclaves usados en el procesamiento de bolsas pueden ser batch (por
carga) o0 continuo, con agitacion o sin agitacion y requieren vapor o aire como
fuente de sobrepresion para controlar la integridad de las bolsas. Hay tres
clases de autoclaves recomendados en el procesamiento de bolsas
(BLAKISTONE, 2003):
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e con vapor saturado o sobre calentado / agua spray (S/W) o cascada de
agua.
e inmersion total en agua con aire o vapor a sobrepresion.

e vapor/ aire (S/A).

Los autoclaves que utilizan vapor saturado, empleados por la industria
conservera, suelen ser de seccidn circular y pueden estar dispuestos en
posicion vertical u horizontal, donde los envases se colocan en cestas. En todos
ellos el enfriamiento se realiza por inmersion de las cestas es agua fria, sea
dentro del mismo autoclave o en un recipiente exterior colocado en su
proximidad (CASP y ABRIL, 1999).

Con este tipo de esterilizacidn para envases plasticos se debe obtener una
temperatura suficientemente alta en la superficie para lograr la esterilidad
requerida, con lo que se limita el efecto térmico en la superficie en orden de
tratar de no alterar el material y asi no deformarlo. Para un tratamiento con
vapor saturado, el aire debe ser cuidadosamente removido del interior de las
bolsas (MITCHELL, 2002).

En la FIGURA 4 se muestra el esquema de un autoclave vertical. Que consta

fundamentalmente de:

e una entrada de vapor (1), con un sistema de distribucion del mismo en el
interior del autoclave (2) que asegure la buena homogeneidad de la
temperatura.

e unos sistemas de purga (3) que consigan evacuar todo el aire existente
en el equipo antes de la puesta a presion.

e un sistema de desagle (4) para eliminar los condensados y el agua de

enfriamiento.
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e un sistema de entrada de agua de enfriamiento (5), cuando este
enfriamiento se realice en su interior.
e unos sistemas de control y medida. Valvula de regulacion de vapor (6),

termometro (7) y registro de temperatura (8), valvulas de seguridad, etc.
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FIGURA 4. Sistema de esterilizacién con vapor saturado.
FUENTE: CASP y ABRIL (1999).
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Los autoclaves hidrostaticos (FIGURA 5) que usan cascadas de agua con sobre
presion pueden ser también usados para bolsas esterilizables, pero su uso no
es comun.
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FIGURA 5. Esquema ilustrativo de un sistema de esterilizacion
Hidrostético.

FUENTE: MAFART (1991).
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Tanto S/W y S/A pueden tener un sistema de circulacion del medio de
calentamiento. Con un sistema S/A puede ser dificil mantener la proporcion
vapor/aire. La circulacion de agua en un autoclave S/W soluciona potenciales
problemas. El sistema S/W es particularmente atractivo ya que este no tiene
restricciones en la presion de aire. La transicibn entre calentamiento y
enfriamiento es facil ya que no hay dafios por una baja de presion que pueda
afectar la integridad del envase (BLAKISTONE, 2003).

En la esterilizacion con vapor aire (FIGURA 6) se presenta entre otras, las
siguientes ventajas (CATALA, 1982):

tiempo de precalentamiento menor.

¢ enfriamiento mas rapido, obteniéndose mejor calidad del producto.

¢ Reduccién de gasto de energia.

e Menor dafio a las bolsas, especialmente en comparacion con los

sistemas de circulacion de agua a gran velocidad.

Cuando se emplea vapor-aire como medio calefactor para esterilizar a 120 °C

pueden usarse mezclas de 85% de vapor y 15% de aire.

El problema mas importante de la utilizacion de una mezcla vapor/aire para la
calefaccion es que su coeficiente convectivo de transferencia de calor es menor
que el del vapor de agua condensandose y que ademas es inversamente
proporcional a la concentracion de aire en la mezcla, lo que significa que si se
requiere una uniformidad en el tratamiento, se debe conseguir que la mezcla
sea uniforme en todos los puntos del interior del equipo (CASP y ABRIL, 1999).
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FIGURA 6. Esquema de autoclave con vapor saturado y sistema de aire
comprimido.

FUENTE: http://www.dixiecanner.com/2060.htm
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2.4 Simulacion.

La simulacion del comportamiento térmico del producto es util cuando se quiere
predecir el valor esterilizador que alcanza un determinado tratamiento, o cuando
se quiere conocer cual deberia ser el tiempo necesario de aplicacion de una

temperatura para alcanzar la letalidad buscada.

2.4.1 Ingenieria reversa. Se conoce como Ingenieria Reversa el proceso de
reconstruccion, de forma digital, de un producto, a partir de un modelo fisico
(modelos de disefio, industriales, artisticos, prototipos, etc.) para obtener el
modelo digital del objeto en cuestién (IBANEZ, 2004).

2.4.1.1 Diseilo asistido por computador (CAD). El disefio asistido por
computador, mas conocido por las siglas inglesas CAD (Computer Aided
Design) se refiere a un amplio rango de herramientas computacionales que
asisten a ingenieros y otros profesionales. Se trata basicamente de una base de
datos geométricos (puntos, lineas, arcos, etc.) con la que se puede operar a
través de una interfaz grafica (RODRIGUEZ, 2005).

El CAD es espacial, cartesiano y vectorial, lo que quiere decir que la
informacién del disefio posee una ubicacion determinada en un espacio
imaginario y dominado por un sistema coordenado cartesiano. De este modo,
toda la informacién puede ser relacionada con el resto de acuerdo al lugar

geomeétrico que ocupa cada una (FERRER, 2007).

2.4.1.2 Ingenieria asistida por computador (CAE). EI CAE es una
herramienta que combina informacion geométrica (tecnologia CAD) con
informacién funcional (célculos mateméticos). Las herramientas CAE permiten

realizar andlisis, optimizar y documentar procesos térmicos, analisis
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estructurales, andlisis de circuitos electronicos, entre otros (RODRIGUEZ,
2005).

2.4.1.3 Caracteristicas del procesamiento. El proceso de andlisis se
caracteriza por 3 pasos fundamentales, que se resumen brevemente a
continuacion:

e preprocesamiento: Se obtiene la estructura de malla mediante nodos y
elementos. Es decir, consiste en la creacibn de la geometria
(digitalizacion) con la consiguiente importacién del modelo a un software
CAE vy la aplicacion de condiciones de borde.

e solver: Consiste en la resolucién del sistema de ecuaciones a partir de
los datos introducidos.

e postprocesamiento: Se refiere al analisis de resultados, es decir, el
analisis de los datos tiempo/temperatura generados para cada nodo del
modelo analizado (DATTA, 1999)

2.4.1.4 Método de elementos finitos. El método de elementos finitos (FEM,
Finite Element Method) constituye hoy en dia el procedimiento habitual de
calculo en mecanica estructural y mecanismos de sélidos en general. Su uso
esta también muy extendido en la solucién de problemas de transferencia de
calor y empieza a cobrar real importancia en otras areas, como la mecénica de

fluidos o electromagnetismo.

En conclusion el método de elementos finitos es una técnica computacional
para la obtenciébn de soluciones aproximadas de ecuaciones diferenciales
parciales planteadas en aplicaciones cientificas y de ingenieria. Este método
toma un dominio continuo y lo divide en sub-dominios, llamados elementos, y la
solucion de la ecuacién diferencial parcial es aproximada por funcién polinomial
simple en cada elemento (FLAHERTY, 2000).
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El término "finito" de la expresién "analisis por elementos finitos" refleja la idea
de que en un modelo de elementos finitos existe un numero finito de elementos.
Antes de la aparicion de esta técnica, los ingenieros utilizaban métodos de
calculo integral y diferencial, que descomponen los objetos en un nimero
infinito de elementos (ALGOR, 2000).

La técnica de elementos finitos se convierte en una herramienta de ayuda para
modelar el proceso térmico de alimentos de formas irregulares, desde entonces
podemos hacer supuestos respecto a las formas de envases, propiedades
térmicas de los alimentos y condiciones de frontera pueden ser eliminadas.
(CRISTIANINI y RODRIGUES, 2002).

2.4.1.4.1 Antecedentes. En sus origenes en la década de los 50, el FEM naci6
como una generalizacion de la idea basica del calculo matricial. Surgio al verse
al frente de un problema con sistemas estructurales complejos y se pensoé que
estos sistemas se podian dividir en zonas o “elementos”, estos elementos
estarian conectados entre si por medio de nodos pero a diferencia del célculo
matricial, dentro de ellos solo se conocia la solucién de forma aproximada en
funcidon de los movimientos nodales. En un principio se presento como un
procedimiento de calculo mas, que servia para resolver problemas practicos,
sin embargo, durante los afios 60 se descubrié que no solo servia para resolver
problema de calculo estructural sino también problemas de elasticidad o

conduccion de calor.

Ya a fines de los 60 su evolucidon es mayor con la aparicion de los primeros
programas comerciales ya en la década de los 80 hubo un importante avance
en la popularizacion del FEM y su facilidad de uso, tanto por abaratamiento
espectacular de los computadores, como por las capacidades graficas que
proporcionaba. El abaratamiento de ordenadores y programas ha contribuido a

que la difusién de las herramientas de elementos finitos sea tremenda.
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Otro aspecto importante en la actualidad es la integracion del céalculo por
elementos finitos con otras ramas lo que se ha dado en llamar Ingenieria
Asistida por Computador (“Computer Aided Engineering” — CAE). En la
actualidad es normal la integracion del céalculo por elementos finitos (“Finite
Element Analisis” -FEA) Y el disefio asistido por computador (“Computer Arded
Design” — CAD) con el fin simple de reducir los tiempos de proyecto o de puesta

de un producto en el mercado.

Los célculos basicos que se necesitan para llevar a cabo un calculo por el FEM

son:

e Definicion de la geometria del dominio de célculo y discretizacion del
mismo. Esto se hace dando una lista de nodos y elementos. El conjunto
de nodos y elementos constituye lo que se conoce como mallado o malla
de elementos finitos.

e Atributos y propiedades de los elementos. Estas propiedades
dependeran de la clase de elemento finito que se este utilizando. Asi
como en todos los casos hay que identificar el material que constituye el
subdominio o elemento.

e Propiedades de los materiales.

e Condiciones de contorno. Se caracterizan porque estas condiciones
afectan directamente a la variable del campo del problema. En
problemas de transferencia de calor las condiciones de contorno

corresponden a temperaturas impuestas y a flujos o fuentes de calor.

2.4.1.4.2 Nodo. Un nodo es una posicion de coordenadas en el espacio donde
estan definidos los grados de libertad (DOFs, degrees of freedom). Los grados
de libertad asociados a este punto representan los posibles movimientos que
éste puede describir al someter a carga la estructura. Los grados de libertad

(DOF) indican también qué fuerzas y momentos se transfieren de un elemento
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al siguiente. Los resultados de un analisis por elementos finitos (deflexiones y
tensiones) suelen darse por nodos (ALGOR, 2000)

2.4.1.4.3 Elemento. El elemento es el blogque constructivo basico del
analisis por elementos finitos. Hay varios tipos basicos de elementos. El tipo de
elemento utilizado para el analisis por elementos finitos dependera del tipo de
objeto que vaya a modelarse para realizar esta clase de analisis, y del tipo de

analisis que vaya a realizarse con él.

Un elemento es una relacibn matematica que define la interrelacion entre los
grados de libertad de un nodo y los del siguiente. Estos elementos pueden ser
lineas (barras o vigas), areas (placas y membranas 2D o 3D) o sélidos ("bricks"
o tetraedros). También indica como crean tensiones las deflexiones. (ALGOR,
2000).

2.5 Principios de procesamiento térmico

La base para establecer los procesos térmicos para alimentos enlatados es un
conocimiento profundo de la microbiologia de alimentos y de los métodos de
proceso (GAVIN y WEDDIG, 1995)

El disefio de un proceso térmico para conseguir la preservacién de alimentos

involucra dos principios:

. el uso de temperaturas elevadas para incrementar la tasa de destruccion
en la poblacién microbiana presente en alimentos.

. la transferencia de energia térmica dentro del producto alimenticio como
requerida, para alcanzar las elevadas temperaturas deseadas
(HELDMAN y HARTEL, 1997).
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2.5.1 Tratamiento térmico de esterilizacion. Segun lo descrito por CASP y
ABRIL (1999), corresponde al tratamiento térmico aplicado generalmente a
productos poco acidos en los que pueden desarrollarse bacterias esporuladas,
cuyos fin principal es eliminar los riesgos para la salud publica y ademas que el
producto sea lo suficientemente estable como para permitir un almacenamiento
de larga duracion a temperatura ambiente. Esto exige que el tratamiento
térmico, sea ajustado a la bacteria esporulada mas termorresistente presente,
por lo que se trata de un tratamiento de alta intensidad, realizado a temperatura
superior a 100 °C que conseguird una suficiente destruccion de la flora

patégena y banal, incluyendo las formas esporuladas.

2.5.1.1 Alteracién de alimentos enlatados. Dependiendo del tipo de
conserva y al tipo de alteraciones que puedan sufrir, dependera el tipo de
tratamiento térmico a aplicar. Por lo cual es util conocer la clasificacion de los

alimentos enlatados segun su acidez (JAY, 2002).

e Poco &cidos (pH > 4,6). se incluye la carne y los productos marinos, la
leche algunas hortalizas (maiz, judias de Lima). Estos alimentos son
alterados por el grupo termofilico del agriado plano (B.
stearothermophilus, B. coagulans) microorganismos alterantes
productores de sulfuro. Los alterantes mesofilos incluyen anaerobios de
la putrefaccién (especialmente los tipos PA 3679). Se puede dar la
alteracion y la produccion de toxinas por cepas proteoliticas de C.
botulinum si se hallan presentes.

e Acidos (pH 3,7-4.0 a 4,6). en esta clase estan las frutas como los
tomates, peras e higos. Los microorganismos alterantes termofilicos
incluyen tipos de B. coagulans. Los mesofilos incluyen B. polymyxa, P.
macerans y otros.

e Muy acidos (pH < 4,0-3,7). incluye frutas y productos de frutas y

hortalizas- uvas, encurtidos, etc. Estos alimentos son generalmente
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afectados por mesofilos asporégenos- levaduras mohos, Alicyclobacillus
spp. y/o bacterias acido lacticas.

2.5.1.2 Ciclo de esterilizacién. El proceso de esterilizaciéon de alimentos se
divide en 3 etapas (FIGURA 7) la curva de color rojo indica los cambios tipicos
de temperatura en el medio durante el tiempo de procesamiento en un
autoclave. La primera CUT o tiempo de elevacién de la temperatura, tiempo que
empieza una vez que comienza a ingresar el vapor en el autoclave cerrado,
hasta llegar a la temperatura de trabajo o temperatura de esterilizacion. Previo
a esta etapa se realiza un purga que consiste en eliminar el aire presente
inicialmente en el autoclave introduciendo vapor, con el fin de evitar la
disminucion en el coeficiente de transferencia de calor superficial del fluido
calefactor. La segunda es el tiempo del operador o etapa de mantenimiento de
la temperatura, es el periodo durante el cual el producto se encuentra sometido
a la temperatura de esterilizacion y la que le entrega la verdadera importancia
letal al proceso de esterilizacién. Finalmente le sigue la etapa de enfriamiento,
es el tiempo que se demora el producto en bajar desde la temperatura de
esterilizacion hasta aproximadamente unos 35 °C. Una vez finalizado el tiempo
del operador comienza a entrar el agua fria en el autoclave, provocando una
condensacion de vapor y descenso de la presion en el autoclave (MAFART,
1991).

2.5.2 Cinética de destruccién térmica de microorganismos.

2.5.2.1 Factores que afectan la termoresistencia de los microorganismos.
Se puede asegurar que cuanto mayor sea el nimero de microorganismos
presentes en el producto, mas intenso debera ser el tratamiento térmico para
conseguir su destruccién, por lo que, su termoresistencia también debera ser

mayor.
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FIGURA 7. Etapas del proceso de esterilizacion en autoclave.
FUENTE: ELABORACION PROPIA.

La termoresistencia aumenta cuando disminuye la humedad, la hidratacion o la
actividad de agua (aw). A su vez la presencia de grasa aumenta la
termoresistencia de algunos microorganismos, a este fendmeno se denomina a
veces proteccion por la grasa y se piensa que aumenta la termoresistencia

afectando directamente el contenido de humedad de las células.

El efecto de la sal es variable en la termoresistencia de los microorganismos y
depende del tipo de sal, la concentracion usada, entre otros (JAY, 2002). Un
estudio hecho por FEEHERRY et al. (1986), demostraron la sensibilidad a la
adicion de NaCl en esporas de B. stearothermophilus por sobre los 0,9% en el
medio de recuperacion (FIGURA 8), causa un progresivo decrecimiento en el
numero de UFC por ml. También se observé que el valor D decrecia al reducir

el pH por debajo de 6,6 aumentando el porcentaje de células dafadas y
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disminuyendo la posibilidad de esporulamiento en alimentos con pH <6,6 y con
contenidos >0,9 % de NaCl.

108 T [ |

|
L 1111

l

| 111l

COLONY FORMING UNITS {CFU)/mI

108 J | | | |

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
MaCl (%)

FIGURA 8. Efecto de la concentracion de NaCl en esporas de Bacillus
stearothermophilus recuperadas en medio  AAMS!
suplementado con distintas concentraciones de NaCl.

FUENTE: FEEHERRY et al. (1986).

! Antibiotic assay medium supplemented with 0.1% soluble starch
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La temperatura también es un factor que influye en la termoresistencia, las
endoesporas de una especie dada formadas a temperatura maxima, son mas
termoresistentes que las formadas a temperaturas mas bajas. Ademas en las
esporas se encuentran proteinas de tamafo reducido solubles en acido (SASP)
del tipo a/f (impiden la depuracién del DNA de la espora) de este modo

cooperan en la termoresistencia (JAY, 2002).

La exposicion a radiacion también influye en la termoresistencia de los
microorganismos. La radiaciéon se define como la emisién y propagacion de
energia a través del espacio o a través de un material. (JAY, 2002). El
tratamiento ionizante es un procedimiento fisico de conservacion que consiste
en exponer los alimentos bien sea a una radiacion electromagnética (rayos vy),
bien sea un bombardeo particular (electrones acelerados), con el fin de

aumentar su duracion de conservacion (MAFART, 1991).
Tipos de radiacion:

e Luz ultravioleta. Es un potente agente bactericida, siendo la longitud de
onda mas eficaz, la de aproximadamente 2.600 A. No es ionizante y es
absorbida por las proteinas y acidos nucleicos, en los que se producen
cambios fotoquimicos que pueden ocasionar la muerte de las células.

e Rayos beta. Corresponde al flujo de electrones emitidos por sustancias
radiactivo los rayos catddicos son los mismo excepto que son emitidos
por el catodo de un tubo de vacio. poseen escasa penetracion.

¢ Rayos gamma. Corresponden a radiaciones electromagnéticas emitidas
por el nicleo excitado de elementos como el Co® y el Cs '*’. esta la es
la forma de conservacion de alimentos mas barata., tienen un excelente

poder de penetracion.
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e Rayos X. Son producidos por el bombardeo de blancos de metales
pesados con electrones de lata velocidad (rayos catodicos) en un tubo

de vacio.

Factores que influyen en la sensibilidad de bacterias y esporas bacterianas a

la radiacion:

e tamarno del inéculo.

¢ tipo de microorganismo (Resistencia en Bacillus spp. Y Clostridium spp.).
Se ha demostrado que las bacterias Gram positivas son mas resistentes
a la radiacion que las Gram negativas (CUADRO 1).

e tratamiento pre-irradiacion (el secado da resistencia).

o efecto oxigeno (mayor sensibilidad a mayor pO.).

e medio de suspension de las esporas (pH, buffer).

e aditivos al medio de suspension.

e temperatura.

La dosis de radiacion aceptada para esterilizacion es de 25 kGy (2,5 Mrad), es
efectiva para microorganismos resistentes (esporas de Clostridium botulinum y
B. pumilus). Y para la preservacion de alimentos la irradiacion utilizada es 1 a
100 kGy (GALLEANO, 2006).
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CUADRO 1. Sensibilidad relativa de algunos microorganismos a la
radiacion.

Respuesta Ejemplos

_ Bacterias esporuladas (Pseudomonas, Salmonella, Sarcina,
Sensibles
Streptococcus)

Poco sensibles | Hongos y levaduras

) Esporas bacterianas (C. botulinum, B. pumilus, Deinobacter
Resistentes ) ) .
sp, Enterococcus faecium. La mayoria de los virus)

Muy resistentes | Deinococcus radiodurans Virus de la aftosa

FUENTE: GALLEANO, 2006.

2.5.2.2 Parametros cinéticos. El calculo del proceso térmico requiere un
entendimiento de la cinética de inactivacién térmica de los microorganismos.
Particularmente de los pardmetros que describen el impacto de las
temperaturas letales en la inactivacion de la poblacion microbiana (MORALES-
BLANCAS y TORRES, 2003b).

2.5.2.2.1 Valor D. Segun MAROULIS y SARAVACOS, (2003) el tiempo de
reduccién decimal o valor D, se puede definir como el tiempo requerido para
reducir en un 90% (un ciclo logaritmico) la poblaciéon de microorganismo, y esta
determinada por la inversa de la pendiente negativa de un grafico
semilogaritmico de Log (N/No) versus tiempo (FIGURA 9), dicho de otra forma,
es el tiempo requerido para inactivar el 90% de las esporas o células
vegetativas de un organismo dado expuesto a una temperatura letal constante
en un medio dado (MORALES-BLANCAS Y TORRES, 2003a). Esta reduccion
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del nimero de sobrevivientes a una décima parte, es constante; esto quiere
decir que el tiempo necesario para reducir la poblacion de esporas de 10000 a
1000 es igual que el que se requiere para que disminuya de 1000 a 100
(WARNE, 1989).

Cuando se representa la poblacion microbiana en coordenadas
semilogaritmicas a diferentes tiempos, se expresa matematicamente como

sigue en la ecuacion (2.1).

(tz _t1)
°~ liog(a) - log(b)] @4

El valor D de las esporas bacterianas varia ampliamente con la naturaleza fisico
- quimica del medio en que se desarrolla el microorganismo y por lo mismo
resulta muy dificil asignar una valor del cual estemos seguros (WARNE, 1989).
Son menos termoresistentes en medios acidos que en medios neutros. Por lo
tanto los tiempos de esterilizacidon empleados son mucho mas bajos cuanto mas
acido es el alimento. La reduccion de la a, aumenta la termoresistencia de
bacterias asi como la adicion de azlcares. La presencia de antisépticos en el
medio, como etanol también disminuye netamente la termoresistencia de los
microorganismos (MAFART, 1991).

Cuanto mas elevada se a la temperatura, mas rapida sera la destruccion
térmica y mas bajo sera el valor D; por eso, la esterilizacion térmica de los
productos pesqueros envasados se basa en la coccion a presion a temperatura
elevadas (>100 °C) y no en la coccion en vapor o agua en recipientes abiertos

en contacto con la atmésfera (WARNE, 1989).
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FIGURA 9. Tipica curva de sobrevivientes.
FUENTE: MAFART (1991)

Como existe una relacion logaritmica entre los sobrervivientes y el tiempo de
tratamiento nunca podremos garantizar la destruccion total de los
microorganismos presentes en un alimento, ya que la curva en coordenadas

decimales es asintética con el eje de tiempo. Por lo que sera necesario que
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transcurra un tiempo infinito para que el nUmero de supervivientes sea cero
(CASP y ABRIL, 1999).

2.5.2.2.2 Valor Z. De la curva de resistencia térmica de un determinado
microorganismo, se puede obtener el segundo parametro utilizado para
caracterizar la resistencia térmica de la poblacién microbiana. El cual se define
como el incremento de temperatura requerido para causar una reduccion de un
ciclo logaritmico en el tiempo de reduccion decimal (HELDMAN y HARTEL,
1997) (FIGURA 10).

El valor z 6 constante de resistencia térmica es un parametro de termo-
resistencia caracteristico de cada microorganismo y expresa el cambio en la
tasa de muerte con respecto a un cambio en la temperatura letal (MORALES-
BLANCAS Y TORRES 2003a). Sus valores, menos fluctuantes que los de D, y
son generalmente del orden de 4 a 7 °C para las formas vegetativas y de 10 °C
para las esporas. No obstante, pueden observarse desviaciones importantes
segun las condiciones de calentamiento (MAFART, 1991).

Matematicamente el valor z es equivalente al negativo del reciproco de la
pendiente de la curva de muerte. Representando los valores D obtenidos a
diferentes temperaturas en coordenadas semilogaritmicas el valor z se puede

expresar como sigue:

log Dy, —logD;, 1 (2.2)
T,-T, z '

El valor z calculado de los valores D de vez en cuando se le denomina con el
simbolo zp. También puede ser obtenido de la curva de datos TDT (valor F) y

se denomina con el simbolo zg ecuacion (2.3).



37

logF; —logF:
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FIGURA 10. Tipica curva de resistencia térmica.
FUENTE: MAFART (1991)

En el CUADRO 2 aparecen los valores D y z para las bacterias que

normalmente son de importancia para la industria conservera.
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CUADRO 2. Valores D y z de algunas bacterias de importancia industrial.

Organismo TCC) | D(s) | z (°C) Referencia

Bacillus stearothermophilus

TH34 (agua) 120 1 7,3 Davies et al. (1977)
FS 7954 (tampon
121 6 8,3 Wang et al. (1964)
fosfato)
NCIB 8919 (agua) 121 186 7,0 Briggs (1996)
Bacillus subtilis
5230 (agua) 121 6,0 8,3 Jacobs et al. (1973)

5230 (tampdn fosfato) | 121 219 (8,8 Wang et al. (1964)

Clostridium botulinum

Tipo A (agua) 121 6,0 8,3 Jacobs et al. (1973)

Knock y Lambrechts
(1956)

213B (vegetales) 121 6,6 9,8 Perkin et al. (1975)
213B (tampdn fosfato) | 110 96 10,3 Matsuda et al. (1981)
62A (puré de guisante) | 121 534 18,3 Stumbo et al. (1950)

A35B (tampdn fosfato) | 121 19,2 10,8

FUENTE: Adaptado de CASP y ABRIL, 1999.

2.5.2.2.3 Valor F. La letalidad (valor F) es una medida del tratamiento térmico o
proceso de esterilizacion. Se define como el tiempo necesario para inactivar
todas las esporas bacterianas en un medio especifico a una temperatura
especifica (MORALES-BLANCAS y TORRES, 2003a), y es equivalente a un
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calentamiento de 1 min a una temperatura de referencia que usualmente es 250
°F (121,1 °C) para el proceso de esterilizacion (VALENTAS et al., 1997).
Existen dos formas de calcular el valor F:

La primera es donde F es mdltiplo de D, suponiendo que en todo el envase se
produce un calentamiento y un enfriamiento instantaneo de las esporas, de las
células o del alimento (JAY, 2002). En este caso el valor F se deduce de la

formula siguiente:
Fiy = Dy - (loga—logb) (2.4)

Donde a = niumero de células de la poblacion inicial y b = nidmero de células de

la poblacion final.

Si este valor asegura una concentracion final de esporas establecidas para la
salud publica o considera indices de esporulamiento, se puede hablar de valor
F requerido (MERSON et al., 1978)

(Fet ) wqersts = Drer - (loga— logb) (2.5)

Ademas si este tiempo es el tiempo equivalente en minutos a 250 °F hablamos
de valor Fo. (JAY, 2002).

F, =D, -(loga—logb) (2.6)

Ahora si por ejemplo a nivel industrial la preocupacion es por la sobrevivencia
de esporas de B. stearothermophilus. Para una poblacién inicial de 10? y final
de 107,

F, =2.0-(log10® —log107?) (2.7)
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F, =8 min

Esto quiere decir que el tratamiento térmico minimo requerido para impedir la
supervivencia de esporas de B. stearothermophilus debe ser equivalente en
términos de efecto esterilizante, a 8 min a 121,1 °C en el punto mas frio del
alimento envasado. Sin embargo, esto en la practica no es asi debido a los

siguientes motivos principales:

. En el alimento no se encuentra solamente una especie o0 tipo de
microorganismos contaminantes. La variedad es inmensa, sin embargo a
nivel industrial siempre se establece la peor condicion para determinar
los tiempos de tratamiento térmico, es decir, considerando como
contaminantes a microorganismo patégenos que causen dafio a la salud
publica 6 bien, en base a microorganismos termdfilos mas
termoresistentes que el C. botulinum que causan grandes pérdidas
econdmicas al fabricante por deterioro del producto.

. En la practica la temperatura del tratamiento térmico no es constante en
el punto més frio ya que en un autoclave comercial, el punto mas frio
sufre un cierto retraso en el calentamiento y en muchos casos nunca

llega alcanzar la temperatura del autoclave.

Debido a estas razones que limitan el uso de la ecuacién (2.6) tal cual como se
describe la segunda forma de calcular el valor F, para casos reales, es tomando
en cuenta el efecto esterilizador total en el punto méas frio del alimento
envasado (que no es igual al tiempo de duracion del tratamiento térmico) y que
Se expresa como un tiempo a una temperatura de referencia constante, debe
incluir los efectos letales (integracion) de todas las combinaciones tiempo
/temperatura en el punto mas frio durante el tratamiento térmico y expresar su
suma en términos de tiempo a la temperatura de referencia. En la fabricacion de

pescado envasado, la magnitud del efecto esterilizador del tratamiento térmico
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se expresa en minutos a la temperatura de referencia de 121,1 °C. Siguiendo
esta convencion se decidid designar el efecto esterilizador total de un
tratamiento térmico como valor Fo (WARNE, 1989). Este es el equivalente en
términos de capacidad de esterilizacion, al efecto letal acumulativo de todas las
combinaciones tiempo/temperatura que se registran en el punto mas frio

durante el tratamiento térmico.

Y se calcula mediante la siguiente ecuacion:

: B
(FTref )proceso = IW (28)

ta

Algunos valores F encontrados en literatura para destruccion de esporas
termofilas se incluyen en el CUADRO 3.

CUADRO 3. Valores Fy calculados para la destruccion de esporas
termofilas (No de 100).

D121.10c Fo (N=107) Fo (Ne= 10°)
(minutos) (minutos) (minutos)
1,5 6 12
2,0 8 16
3,0 12 24

FUENTE: PFLUG, 1987.

2.5.2.2.4 Numero de reducciones decimales (S). Como una funcion
logaritmica nunca puede alcanzar el valor cero. En otras palabras, la esterilidad
definida como la ausencia de esporas vivientes en un volumen ilimitado de
producto, es imposible de lograr, es mas factible reducir el nUmero de esporas

hasta alcanzar una probabilidad de esporulamiento especifica.
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Un concepto mas util y realista es el de "efecto esterilizante* o "eficiencia de
esterilizacion". Estos términos establecen el nUmero de reducciones decimales
en el recuento de esporas bacterianas logrado por un proceso dado de
esterilizacion (CAMBIANO y VON DER BECKE, 2000).

Cada vez que es llevado a cabo un proceso de esterilizacion, éste puede ser
caracterizado por un cierto efecto esterilizante. En cualquier proceso térmico de
esterilizacion, el efecto esterilizante es determinado por la combinacién de
tiempo/temperatura aplicada. A mayor temperatura y mayor tiempo de

retencion, el proceso sera mas eficiente.

Considerando que una suspension de microorganismos es calentada a
temperatura constante, el nimero de microorganismos viables decrecera
siguiendo una reaccion de primer orden. Siendo N = numero de organismos
viables (TOLEDO, 1999).

_ON
dt

kN (2.9)
Donde K es la constante de primer orden para la tasa de inactivacion
microbiana. Integrando la ecuacion anterior y usando la condicion inicial, N=No
at=0

In (Nﬁj ki (2.10)

0

Esta ecuacion sugiere un grafico semilogaritmico lineal de N versus t.

expresandola en logaritmo comdn queda como sigue.
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2.303log [lj = —kt (2.11)
NO
N —kt
log| — |=—— 2.12
g(Noj 2.303 ( )
N —t
log| — |=— 2.13

Asi el tiempo de reduccién decimal y la constante cinética de primer orden
pueden ser facilmente convertidas. N por ser el nUmero de sobrevivientes. Se

considera una viabilidad de esporas mucho menor a 1.

La base del proceso de letalidad esta representada por la ecuacion 2.14. La
destruccion de entidades microbioldégicas en un alimento sometido a un
tratamiento térmico. La siguiente expresion puede ser usada para expresar el

efecto esterilizante logrado en un proceso.

S = numero de reducciones decimales = Iog:\\:0 (2.14)
f

Donde Ny corresponde al numero de inicial de microorganismo y N; al nimero

de microorganismos sobrevivientes.

Tomemos el caso de un efecto esterilizante o valor letal logaritmico de 9. Un
efecto esterilizante de 9, indica que de 10° esporas bacterianas que ingresaron
al proceso, solamente sobrevivi6 1 (10°. EI efecto esterilizante es

independiente del volumen.
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F= tiempo de proceso a temperatura constante el cual es equivalente a la
letalidad del proceso dado. Usualmente el valor F, es expresado a una
temperatura de referencia. El valor F y D a 121,1 °C. es respectivamente Fo y
Do

S =;—T (2.15)

Sin embargo, si la suspension es calentada bajo condiciones de temperatura
que cambian tales como el interior de la lata durante el proceso termal, la
expresion anterior solo puede ser usada solamente si el valor F es calculado
con el mismo valor z de la entidad biologica representada por D:. El uso del
valor S para expresar el proceso de letalidad es absoluto es decir es el efecto

esperado del proceso térmico.

2.5.2.3 Célculo de tratamiento térmico. Se refiere a encontrar un tiempo de

proceso necesario para conseguir una letalidad previamente establecida o

Frequerido- ESte tiempo de proceso se encuentra por medio de simulaciones
q

computacionales sucesivas hasta alcanzar la letalidad preestablecida.

2.5.2.4 Evaluacioén del tratamiento térmico. Se basa en conocer la letalidad
de un proceso térmico, definido por la historia tiempo/temperatura, y se expresa
como un tiempo de procesamiento equivalente a una temperatura constante de
250 °F (121,1 °C). Que considera el valor z del microorganismo tomado como
referencia. Dependiendo si se trata de esterilidad comercial que implica la
inactivacion de todos los microorganismos que ponen en peligro la salud
publica, o esporulamiento econémico que se refiere a la probabilidad de
esporulamiento de microorganismos que no causan dafio a la salud publica,
pero si provocan deterioro en la calidad y disminuyen la vida util del producto y

por lo general tiene mayor resistencia térmica que C. botulinum.
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Consiste basicamente en medir la variacion de la temperatura en el centro del
producto mediante el uso de termocuplas durante el tratamiento térmico y la
relaciona con la taza de destruccion térmica a una temperatura de referencia.
Donde destacan el método general original, propuesto por Bigelow (1920) vy el

método general mejorado propuesto por Ball (1928). Donde se grafica.

1

Para evaluar la letalidad del proceso. Resultando el area bajo la curva en

unidades de F (min), hasta lograr lo expresado en la ecuacion (2.11).

(FTZref )proceso ~ (FTZref )requerido (217)

Comunmente se utiliza un método numérico de integracion como la regla de

Simpson para calcular el area bajo la curva.
2.6 Evaluacion biolégica de tratamientos térmicos

En la literatura especializada existen pocos trabajos reportados en la que
utilizan capilares para el estudio de tratamientos térmicos.

MICHIELS (1972) intento utilizar métodos biolégicos que reemplazarian a los
estudios de penetracion de calor en la evaluacion de los tratamientos térmicos
para una letalidad preestablecida. Sin embargo, esta técnica constituia un
simple método de control y requeria de andlisis microbiolégicos altamente
demandantes de materiales y tiempo que lo hacian poco practico para ser

implementado a nivel industrial.
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El método bioldgico propuesto por Michiels (1972), se basaba en la relacion
F121.1°c = D121.1°c '(IOga_ log b) (2.18)

Este método consistio en colocar en el centro del producto un capilar que
contenia una suspension de esporas de Bacillus stearothermophilus elegido por
su elevada termoresistencia de un microorganismo especifico del que se
conozca la poblacion inicial No y el valor D111 oc. Terminado el tratamiento
térmico se recuperaba el capilar y se lleva a cabo el recuento de las esporas

supervivientes.

DE PAULA y RODRIGUEZ (2005), también intentaron utilizar microorganismos
de referencia en este caso esporas de Bacillus coagulans y Neosartorya fischeri
para validar el proceso térmico continuo de pulpa de tomate (pH 4,3 y 8 Brix) en
envases Tetra Brik, para lo cual inocularon indirectamente en el alimento y

recuperaron las esporas inmovilizadas en pelotas de alginato/tomate.



3. MATERIAL Y METODO

La confeccion y el subcultivo de los capilares, se realiz6 en el Laboratorio de
Ambiente de la Secretaria Regional Ministerial de Salud (SEREMI) de la Regién
de los Rios. El procesamiento de las bolsas esterilizables se realizé a su vez en
la Planta Piloto del Instituto de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos (ICYTAL)
y la posterior simulacion del proceso, se desarrollé en el laboratorio de
digitalizacion 3D e Ingenieria Asistida por Computador para el Procesamiento y
Preservacion de Alimentos (FoodDigiCAELab,

http://www.fooddigicaelab.uach.cl), estos dos dUltimos pertenecientes a la

Universidad Austral de Chile.

La investigacion se realiz6 de la siguiente forma:

Laboratorio
Pre-proceso de esterilizacion.

e Confeccion de capilares con esporas de B stearothermophilus y
obtencion de la poblacién inicial.

e Determinacion de la influencia de los rayos X sobre la poblacion de

esporas.
e Determinacion de la influencia del capilar en la distribucién de
temperatura.
Post-proceso de esterilizacion.

e Determinacion de la poblacidn sobreviviente de B. stearothermophilus

Planta

¢ Insercion del capilar y envasado del alimento.

47
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e Tratamiento térmico en autoclave.
e Ubicacion de la termocupla y el capilar en producto por medio de

radiografias.

Modelacion matematica del proceso de transferencia de calor

Simulacién
Simulaciones preliminares (pre-procesamiento).

e Digitalizaciébn y modelado de una bolsa tipo.

e Estimacion del tiempo de esterilizacion por simulacion.
Simulaciones definitivas (post-procesamiento).

¢ Digitalizacién y modelado del alimento procesado térmicamente.

e Simulacién de cada unas de las bolsas tratadas térmicamente.

Validacion y Evaluacién del tratamiento térmico
e Ajuste de curvas simuladas y experimentales de la termocupla.
e Comparacion resultados experimentales y simulados del capilar.

e Determinacion de la letalidad del proceso.

3.1 Parte experimental laboratorio

Al no existir comercialmente capilares con esporas de Bacillus
stearothermophilus disponiendo solo de ampollas de un tamafio y volumen
mucho mayor al requerido, surgid la necesidad de crear capilares de un
volumen mucho menor y mas concentrado que los indicadores de esterilizacion

que existen en la actualidad.

Para validar el proceso térmico por medio de métodos microbiologicos, fue

necesario determinar la cantidad de esporas contenida en los capilares antes y
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después del tratamiento térmico, por medio del método de recuento en placa

en superficie sobre agar dextrosa peptona.

3.1.1 Preparacion de la solucién madre. Para elaboracion se utilizé una
suspension de esporas de Bacillus stearothermophilus cepa ATCC 7953
disponibles comercialmente en ampollas de 2 ml (MERCK, Chile) (FIGURA 12).
MERCK establece en la ficha de especificaciones de su producto, que sus
ampollas varian en una concentracién de 5 x 10" a 5 x 10°® esporas/ml.
Considerando que la concentracion de esporas entre ampollas es muy variable,
se preparé una solucion madre de 4 ml utilizando para su elaboracion dos

ampollas comerciales.

3.1.1.1 Determinaciéon de la concentracién de la solucion madre. La
determinacion de la concentracion de la solucion madre se realiz6 en una
campana de flujo laminar (FIGURA 16) disponible en el Laboratorio del
Ambiente de la SEREMI de Salud Region de los Rios, donde se obtuvieron
diluciones decimales en buffer fosfato de hasta 10°. Se tomaron 0,1 ml de las
diluciones 10, 10° y 10° y se sembraron sobre agar dextrosa peptona
(MERCK, Chile) por triplicado (FIGURA 11) luego se llevaron a una incubadora
Modelo 1535, (VWR Scientific Products Co., N.Y., U.S.A.) programada a 60 + 1
°C (FIGURA 16). Una vez determinada la concentracién, se tomaron las
cantidades necesarias de la solucion para la elaboracion de los capilares.
Segun la concentracion determinada, se calcul6 la cantidad de suspension que
se extrajo para logara una reduccion de aproximadamente 4 ciclos logaritmicos

en cada capilar.

3.1.1.2 Determinacion del pH de la suspensién. Para la determinacion del
pH se utilizaron tiras de papel indicador y se midi6 directamente de una ampolla
el pH obtenido fue aproximadamente de 7,0 con el cual se obtuvieron los

parametros cinéticos del Bacillus stearothermophilus (CUADRO 4).



Solucion madre
de esporas {4 ml)

0.1 ml de suspension

N

0.1 ml de dilucion

\
N

0.9 ml de buffer H
A
10 0.1 ml de dilucion
0.9 ml de buffer I__I
10" 0.1 ml de dilucion
0.9 ml de I.)uffer\‘ H
10
0.1 ml de dilucion
0. 1Tml o \
0.9 ml de buffer
0.1 ml

107 0.1 ml de dilucion

0.1 ml \
/0 9 ml <Ie buffer

0.1 ml

O 0.1 ml
-ﬂnl de buffer

0.1 ml

a0
O (4

FIGURA 11.

Procedimiento a seguir para la determinacién de la concentracion de la solucion madre.

0§
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CUADRO 4. Resistencia del B. stearothermophilus a calor seco y a calor
humedo.

Calentamiento en

REMZO € buffer fosfato (pH Calor seco

Cepade B. temperatura 7,0) 0 en agua

stearothermophilus | investigada

©C) Valor D Valor | Valor D Valor
(min) Z (°C) (min) Z (°C)
ATCC 7953 111-125 D121=2,1 8,5
ATCC 7953 110-120 D118=10,0 5,7
ATCC 7953 150-170 D160 =0,08 19
NCTC 10339 150-180 D160=0,16 | 26-29

FUENTE: Adaptado de ROBINSON et al. (2000).

3.1.2 Confeccién de capilares. Se utilizaron tubos capilares MARIENFELD
(Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Konigshofen, Alemania) (CUADRO 5)
facilitados por el Laboratorio del Ambiente de la SEREMI de Salud Region de
los Rios (FIGURA 12). Los capilares se elaboraron de un largo de 5 cm
aproximadamente y fueron sellados en ambos extremos con un soplete a gas
propano Modelo TX9 (BERNZOMATIC Co., N.Y., U.S.A.) (FIGURA 13).

CUADRO 5. Especificaciones de los tubos capilares MARIENFELD.

Diametro interno (mm) 11-1.2

Diametro externo (mm) 15-16

Largo (mm) 75
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111438, Microbiology

| Geobacillus stearothermophilus
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FIGURA 12. Materiales elaboracion de capilares (a) Suspension de
esporas de Bacillus stearothermophilus. (b) Tubos
capilares MARIENFELD.

FIGURA 13. Suspensién de esporas contenida en los capilares
elaborados.
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Puesto que este microorganismo no afecta la salud publica del consumidor, el
estandar que se establece generalmente no se basa en reducir su nimero por
un factor de 10'? sino méas corrientemente de 10* y 10° (4 y 5 ciclos
logaritmicos). En base a los ciclos logaritmicos a reducir se calculd la poblacion

inicial a utilizar en los capilares.

Posterior a esto los capilares fabricados que no fueron ocupados
inmediatamente, fueron almacenados entre +2 °C y +8 °C segun lo

recomendado por el fabricante.

e Determinacion de la cantidad inicial de esporas de los capilares. Del
lote elaborado se escogié al azar algunos de los capilares
confeccionados, y se sembraron en superficie por triplicado sobre agar
dextrosa peptona (FIGURA 14) recomendado por MERCK (2000) para
deteccion de bacterias termofilas responsables de la descomposicion
acida, este medio cumple las recomendaciones del NCA (National
Canners Association, 1954; 1956), y el APHA (American Public Health
Association, 1992). Posterior a esto se incubaron durante 48 h a 60 °C al
interior de bolsas plasticas para evitar la pérdida excesiva de agua y el
quiebre del agar. Este recuento inicial confirmé que la soluciébn madre
fue correctamente homogeneizada antes de la confeccién de los

capilares y que los capilares contienen la concentracion deseada.
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Capilar )
0.01 ml de suspension

0.04 ml de
sSUSpension \‘ l_l
I 0.01 ml de dilucion
0.09 ml de hum

10! H 0.01 ml de dilucien

0.09 ml de hD‘

10—? H 0.01 ml de dilucion
| ]

0.09 ml (I-é buffer H
-3

10 I
|

0.01 ml e
0.09 ml de buffer

A, ="
(S
i

0.01 ml

0.01 ml

FIGURA 14. Procedimiento a seguir para la determinacion de la cantidad
inicial de esporas.

Luego de este periodo de incubacién se utilizd6 un contador de colonias Bantex
Colony Counter Modelo 900A (American Bantex Corp., Burlingame, CA) (ver
FIGURA 16) para contar las unidades formadoras de colonias (UFC). Donde se
identificaron colonias tipicas del Flat — sour’ en este caso de Bacillus

stearothermophilus; colonias planas, con borde liso, un diametro de 2-3 mm.,

2 Agriado sin produccién de gas o descomposicién acida
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con un punto opaco central y por lo general son rodeados por una zona
amarilla. MERCK (2000) (FIGURA 15).

La cantidad de esporas contadas inicialmente correspondié al valor No utilizado

en la seccién 3.5.2.

FIGURA 15. Colonias tipicas de B. stearothermophilus sobre agar
dextrosa peptona.
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FIGURA 16. Equipos laboratorio. (a) Campana de flujo laminar. (b)
Incubadora VWR Scientific Products. (c) Contador de
colonias Bantex.
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3.1.3 Determinacion de la influencia de Rayos X sobre la cantidad de
esporas sobrevivientes. Es conocido que la radiacion es un procedimiento
fisico de conservacion de alimentos que provoca sobre todo modificaciones en
el ADN y en el ARN de diferentes microorganismos. Estas modificaciones
provocan la inhibicion del crecimiento e incluso la muerte de las células,
MAFART (1994), la dosis efectiva de radiacion para esterilizacion de
microorganismos resistentes como esporas de C. botulinum y B. pumilus es de
25 kGy, mientras que la dosis maxima de irradiacion de alimentos recomendada
por la comision FAO/OMS del Codex Alimentarius es de 10 kGy (SENDRA,
1996). Por esta razon fue de suma importancia determinar si la poblacion de
esporas contenida en los capilares insertos en el alimento, después de ser
sometidas a un proceso de esterilizacion en autoclave y ser tomadas las
radiografias correspondientes, quedo susceptible de ser afectada en namero, al

ser expuestas a energias ionizantes como es el caso de los rayos X.

El sistema de rayos X se compone de una equipo de rayos X Modelo DXD-350
II, (General Electric Co., Connecticut, EE.UU) (FIGURA 17) y una reveladora
automatica de peliculas radiolégicas DAITO Modelo XP 1000, (DAITO Co.,
Japon) (FIGURA 18) disponibles en el hospital veterinario de la Facultad de

Ciencias Veterinarias de la Universidad Austral de Chile.

Cada muestra evaluada contaba con un capilar de 0,04 ml de suspensién. De
este capilar se tomaron 0,01 ml para realizar las diluciones, y de la dilucién 10

se sembraron 0.01 ml sobre agar dextrosa peptona para su recuento.

El CUADRO 6 muestras las bolsas que fueron expuestas a diferentes dosis de
rayos X para el plano XY como para el plano ZX. Estas muestras estaban en las

mismas condiciones con las que fueron expuestos los conos de jurel envasados



FIGURA 17. Equipo de rayos X General Electric.

FIGURA 18. Equipo revelador DAITO.
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al vacio utilizados en este trabajo (precoccién, dimensiones de los conos,
envasado al vacio, etc.). Luego de expuestos se realiz6 un recuento de las
esporas sobrevivientes comparando con un blanco que no fue expuesto a la
accion de estos rayos. Para determinar si existian diferencias significativas
entre recuentos, se realiz6 un andlisis de varianza, y una prueba de Tukey al

95% de confianza.

CUADRO 6. Pruebas de exposicion a rayos X.

Dosis de exposicion
Muestras _ _
(a 8 cm de distancia)

Plano XY: 42 kV; 0,03 s; 100 mA
Plano ZzX: 52 kV; 0,03 s; 100 mA

Conos bolsa 1

Conos bolsa 2 Plano XY: sin exposicion a rayos X

Plano ZX: sin exposicion a rayos X

Plano XY: 82 kV; 0,1 s; 100 mA
Plano ZX: 82 kV; 0,1 s; 100 mA

Conos bolsa 3

Plano XY: 42 kV; 0,03 s; 100 mA
Plano ZX: 52 kV; 0,03 s; 100 mA

Conos bolsa 4

Conos bolsa 5 Plano XY: sin exposicion a rayos X

Plano ZX: sin exposicion a rayos X

Plano XY: 82 kV; 0,1 s; 100 mA
Plano ZX: 82 kV; 0,1 s; 100 mA

Conos bolsa 6

3.1.4 Influencia del capilar en la distribucion de temperatura durante el
tratamiento térmico. Con el objetivo de determinar si el flujo de calor que se
distribuye al interior del capilar es el mismo que se distribuye en el resto del
alimento durante el tratamiento térmico, se sometieron 3 muestras (I, Il, Ill) con

dos conos cada una de aproximadamente 35 mm de didmetro a un proceso de
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esterilizacion de 40 min de tiempo de operador. En cada una de las bolsas se
insertaron 2 termocuplas, una al interior capilar y otra fuera, luego fueron unidas
con silicona roja para ser ubicadas y fijadas en el punto medio del capilar, a su
vez el capilar fue llenado con agua para imitar el medio donde se encontraban

las esporas suspendidas.

3.1.5 Cuantificacion de la cantidad de esporas sobrevivientes después
del tratamiento térmico. Una vez finalizado el tratamiento térmico se realiz6 un
recuento de esporas de Bacillus stearothermophilus que resistieron el
tratamiento térmico, sembrando directamente en superficie sobre placas con

agar dextrosa peptona 0,01 ml de cada capilar por triplicado (FIGURA 19).

La cantidad de esporas recuperadas después del tratamiento térmico

correspondieron al valor de N; utilizado en la seccion 3.5.2

0,01 ml de suspension

O

0.01 ml de suspension

Capilar

0.04 ml de

suspension \ ©

001 ml de suspension

C 0

FIGURA 19. Procedimiento a seguir para la cuantificacién de la cantidad
de esporas sobrevivientes.
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3.2 Parte experimental planta.

Consiste basicamente en la preparacion y ejecucion del tratamiento térmico de
esterilizacion. El tiempo de proceso utilizado se ajusté al previamente estimado
con una bolsa tipo, obtenido por simulacion computacional para una Frequerido de

8,4 min (aprox. 4 ciclos logaritmicos).

3.2.1 Insercién y envasado del alimento

3.2.1.1 Seleccién y preparacion del alimento. El alimento empleado para la
investigacion fue jurel (Trachurus symmetricus murphyi) obtenidos de la feria
fluvial de Valdivia (FIGURA 20). El cual fue cortado en forma de conos
truncados que luego fueron envasados cada dos unidades para su posterior
procesamiento. Los envases utilizados en la investigacion fueron bolsas
esterilizables proporcionadas por la Pesquera San José® (FIGURA 21). Estos
envases estan compuesto de 4 laminas, desde interior al exterior del envase
son; polipropileno, ldmina de aluminio, nylon y poliéster (CUADRO 7). Que
permiten conservar un producto alimenticio por un periodo de tiempo
prolongado que va desde 18 meses hasta 4 afios. Su estructura ha sido
diseflada para soportar temperaturas sobre los 121 °C por lo que tiene una gran

fuerza de tension e impermeabilidad a los gases (ALUSA S.A.%).

3 Pesquera San Jose S.A. Avda el Bosque Norte 0440 p10; Las Condes Santiago. Sitio Web
http://www.sanjose.cl.

* Alusa S.A. Av. Pdte Eduardo Frei M. 9160, Quilicura Santiago. Sitio Web http://www.alusa.cl.




62

FIGURA 20. Jurel (Trachurus symmetricus murphyi).

FIGURA 21. Bolsa flexibles esterilizables utilizadas.




CUADRO 7. Especificaciones bolsas esterilizables.
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SAN PEDRO JACK MACKEREL (ROJO)

PET 12u impreso en reversa laminado a

cara opaca de Al. 9y, laminado a OPA. 15y

Descripcion por cara brillante del Al. Y laminado a CP
P70p.

Peso completo (g/m?) 137,1

Resistencia del sello (kg/15 mm) 6

Ancho total de la bolsa (mm) 170

Alto total de la bolsa (mm) 200

Control de explosion (PSI/ 30 s) 18

Ancho sello lateral (mm) 10

Espesor (pulg) 0,0043

FUENTE: ALUSA (2006).

Los conos de jurel se clasificaron de acuerdo a largo y diametro donde el largo
utilizado fue de 11,3 cm y el diametro escogido de 33 a 37 cm (FIGURA 22). Se

mantuvieron congelados hasta su utilizacion. Antes del envasado del alimento

se realizar una precoccion del alimento a 95 °C por 7 minutos a fin de

deshidratar parcialmente la carne y evitar que durante el tratamiento en

autoclave se liberen fluidos que se acumularian en el envase (WARNE 1989),

evitar la excesiva variacion del peso drenado del producto después del

tratamiento térmico (LAROUSSE, 1997) y eliminar el aire ocluido en el tejido del

producto MAFART (1991).
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FIGURA 22. Jurel cortado en forma de conos truncados.

3.2.1.2 Insercion de los capilares en el alimento. Los capilares se ubicaron
en la parte mas gruesa de los conos de jurel en lo que podria ser la proximidad
al punto mas frio luego se metieron en bolsas esterilizables y finalmente se
pasaron por una envasadora al vacio Plaspak Modelo KVP-650T, (Plaspak
Maquinarias Ltda., Santiago, Chile) (FIGURA 24) para su posterior
esterilizacion, cuando no fueron esterilizadas inmediatamente, se almacenaron

en condiciones de refrigeracion a una temperatura de +2 hasta +8 °C.
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3.2.1.3 Insercion de las termocuplas. Antes del envasado al vacio de instalé
un dispositivo de cobre (FIGURA 23) en la bolsas esterilizables por medio del
cual se permitio la entra de la termocupla a la bolsa. Se instalo la termocupla en
la parte mas gruesa de los conos de jurel, pensando siempre en el punto de
mas lento calentamiento/enfriamiento, tanto la termocupla como el capilar se

insertaron juntos en los conos de jurel, posterior a esto se sellaron la vacio.

FIGURA 23. Dispositivo de bronce parala entrada de termocupla.



66

(b)

()

FIGURA 24.

Envasado al vacio. (a) Conos truncados en bolsas.
esterilizables. (b) selladora a vacio. (¢c) Conos de jurel
envasados al vacio.
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3.2.2 Preparacion del sistema de adquisicién de datos.

3.2.2.1 Calibracién de las termocuplas. Para la medicion de temperatura se
utilizaron termocuplas tipo T flexibles (cobre-constantan) Kapton® calibre 30 y
36 cuyas especificaciones se detallan en el CUADRO 8, estas fueron
conectadas mediante cables compensados tipo T, calibre 20 Modelo A-93785-
14 a un registrador de temperatura de 12 canales DIGI-SENSE (Data Logger),
Modelo IL 60010 (Barnant Co., Barrington, U.S.A) (FIGURA 25). Las
termocuplas fueron calibradas mediante un termometro patrén por el método de
puntos fijos, es decir, al punto de ebullicion del agua a 100 °C y al punto del
fusion del hielo a 0 °C a condiciones de presion atmosférica a nivel del mar,
este método de calibracion es recomendado por NICHOLAS y WHITE, (1994)

para cualquier tipo de termocupla y se realiza previo a cada ensayo.

3.2.2.2 Configuracion del registrador de temperatura. Se registraron los
datos de temperaturas de todas las termocuplas a un intervalo de cada 4
segundos, para lo cual se utilizo el programa de captura de datos Scanlink V2.0
(Copyright© Barnant Company 2001) y un computador portéatil Pentium 3 con
sistema operativo Microsoft® Windows® XP Profesional (FIGURA 24).

CUADRO 8. Especificaciones de las termocuplas Kapton®.

TIPO T
Rango de temperatura -418 a 759 °F (-250 a 404 °C)
Diametro 0,010” (0,508 mm)
Longitud del Cable 5ft (1,524 m)
Conexiones Mini conector
Empalme Expuesto
Tiempo de Respuesta 0,5s
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(m) (b)

FIGURA 25. Sistema de medicion y captura de datos. (a) Termocuplas tipo
T (cobre-constantan) calibre 30 y 36. (b) Cables compensados
tipo T. (c) Computador personal, software Scanlink V2.0 y
registrador de temperatura de 12 canales DIGI-SENSE.

3.2.3 Preparacion del sistema de esterilizacion. El sistema de esterilizacion
utilizado (FIGURA 26) estaba compuesto por un autoclave vertical Dixie Canner
Equipment Modelo RDSW-3 (Dixie Canner Co., Georgia, U.S.A) que ademas
disponia de un sistema de medicién de presion y temperatura incorporado,

Mandémetro “USG”, con un rango de presién de 0 a 60 psi y un termémetro
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“TRERICE” con una rango de temperatura de 80 - 130 °C. Un compresor 50 L
Modelo 550Ipurs 10-2415D111, (CompAir Hydrovane Ltda, Redditch, Reino
Unido) y un sistema auxiliar de alimentacion de agua a alta presion, bomba
centrifuga “PEDROLLO” de un 1 HP de potencia (PEDROLLO S.p.A, San
Bonifacio, Verona, Italia).

e Acondicionamiento del sistema de aire comprimido. El objetivo fue
comprobar que la presion de vapor de suministro de la caldera junto con
la presion de carga del compresor estaba funcionando correctamente.
Debiendo estar entre 90 y 100 psig para la primera y para la segunda de
15 psig. Esto es de vital importancia para suministrar correctamente el
aire comprimido y lograr la sobrepresion durante el tratamiento térmico
realizado.

3.2.4 Tratamiento térmico en autoclave. Los tratamientos térmicos aplicados
fueron dos a 116 + 0,5 °C (CUADRO 9) con un tiempo de operador de 71 £ 0,5

min y un tiempo de elevacion de la temperatura (CUT) de 8 a 9 min.

CUADRO 9. Numero de muestras tratadas para cada temperatura.

Temperatura de
Producto Muestras tratadas
autoclave (°C)
Conos de jurel 116 3

Durante el periodo de calentamiento, es necesario vencer la tendencia de los
gases dentro de los envases flexibles o semirigidos a expandir y retardar la
transferencia de calor y durante el periodo de enfriamiento impedir que las
presiones de vapor internas pudieran tender a deformar o hacer estallar el
envase MITCHELL (2002).



FIGURA 26. Sistema de esterilizacion. (a) Autoclave vertical. (b) Sistema de medicion de presiéon y
temperatura. (c) Compresor Hydrovane. (d) Bomba centrifuga Pedrollo.

0.
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En base a lo anterior la sobrepresién que se utilizé fue de 0,2 a 0,7 kg/cm?
segun lo recomendado por LAMPI, (1977). Esta sobrepresion se aplico a partir
del término del CUT sobre la presion de equilibrio del vapor (14 psi) a la
temperatura de proceso, hasta que el producto llegé aproximadamente a 100 °C

en la etapa de enfriamiento, mejorando de esta forma la transmision de calor.

3.2.5 Ubicacion espacial de la termocupla y el capilar en el producto. Si
bien capturar los datos tiempo/temperatura del punto de méas lento
calentamiento/enfriamiento es casi imposible de forma experimental y se
convierte mas en un factor de suerte que de estrategia de procedimiento, es de
mayor utilidad validar el tratamiento térmico en base a los datos
tiempo/temperatura del punto donde se encuentra el extremo sensible de la
termocupla en el interior del alimento y el capilar. Con la localizacién exacta de
estos punto en el alimento (coordenadas X, y, z) por medio de radiografias, se
pudo obtener las coordenadas y el nodo correspondiente a estas coordenadas
en modelo digital simulado en ALGOR® De la misma forma se pudo obtener por
medio de radiografias las coordenadas de cada punto (P1, P2, P3) de los

capilares y su correspondiente nodo.

Con el objetivo de obtener la ubicacion espacial de la termocupla y del capilar al
interior del alimento y posterior ubicacién del nodo, se utilizé la técnica de
ubicacion por medio de radiografias implementada por PEREZ (2007). Las
radiografias fueron tomadas en dos planos XY y XZ para cada bolsa, una vez
obtenidas las coordenadas fisicas se llevo a coordenadas de Rhinoceros®, y se
buscaron los nodos correspondientes a estas coordenadas en modelo digital
simulado en ALGOR®.
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3.3 Modelacién matemética del proceso de transferencia de calor.

El modelo matematico utilizado para la representacion del proceso de
esterilizacion (etapas de calentamiento y enfriamiento) de alimentos soélidos
envasados al vacio de formas irregulares complejas considerar los siguientes
supuestos para la solucion numérica del modelo mateméatico en elementos

finitos:

- El alimento se considera como un solido de composicién uniforme e
isotropica.

- La transferencia de calor al interior del alimento se realiza
exclusivamente por conduccion, desde que no se afiade liquido de
cobertura a la conserva.

- Las bolsas poseen un alto grado de vacio, lo cual indica que no es un
factor critico que afecte la transferencia de calor por conduccion.

- La variacion de volumen y de area superficial por efecto del tratamiento
térmico son despreciables.

- Las propiedades termofisicas, conductividad térmica (k) y calor
especifico (Cp) del producto son funcién de la temperatura.

- La densidad (p) del producto es considerado constante dado que el

cambio de volumen del producto es despreciable.

Se considerd un proceso de conduccion de calor transiente con propiedades
termofisicas variables con la temperatura y sujeto a condiciones de borde
(temperatura del medio y coeficiente global de transferencia de calor) variables

con el tiempo.

Se consider6 ademas simetria térmica debido a que la carga (numero de
bolsas) puesta en el autoclave era menor y el tamafio de las bolsas era

pequefio lo que provocd una distribucion de vapor uniforme.
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3.3.1 Ecuacién de gobierno. La ecuacion tridimensional general que
representa el fendmeno de transferencia de calor por conduccién en el interior
del alimento solido, isotrOpico y composicion uniforme, con propiedades
termofisicas (k, Cp) dependientes de la temperatura, expresada en

coordenadas rectangulares, puede ser descrita como sigue:
0 oT 0 oT 0 0 oT
— k(T)— |+—| k(T)— |+ —| k(T)— |=C(T)— 3.1
°(xm ] ay(()ayJ S[km)-em? G
Siendo:
C(T) = p-Cp(T), el calor especifico volumétrico (J/m* K).

3.3.2 Condiciones iniciales.

Etapa de calentamiento: T(x, Yy, z, 0) = Ti,; paratodo x,y, z,t =0 (3.2)
Etapa de enfriamiento: Tin(X, Y, Z, tg) = T¢(X, Y, Z); paratodo X, y, z, t = tg (3.3)
La ecuacion (3.2) indica que la temperatura inicial es uniforme en todos los
puntos (nodos) del dominio, en tanto que la ecuacion (3.3) muestra que la
temperatura inicial de cada nodo del dominio para la etapa de enfriamiento es la
condicion alcanzada al finalizar la etapa de calentamiento (tiempo tg).

3.3.3 Condiciones de borde considerando un dominio 3D.

Etapa de calentamiento:

k -Z_;(X, y,z,t) =U,(t)-[Ta,(t) - T.,] x, y, z sobre la superficie limite S1,t > 0 (3.4)

k -ZT(X, y,z,t) =U, (t)-[Ta, (t) - T, ]| x, y, z sobre la superficie limite S2,t >0 (3.5)
n



74

Etapa de enfriamiento:

k g-;(x, y,z,t) =U, (t)-[Ta, (t) - T, ] .y, z sobre la superficie limite SL,t >0  (3.6)

k -(Z;(x, y,z,t) =U, (t)-[Ta, (t) - T,] x, y, z sobre la superficie limite S2,t >0 (3.7)

Donde:

U = coeficiente global de transferencia de calor

Ta  =temperatura del medio

Ts = temperatura de la superficie del material

S = superficie limite de la bolsa esterilizable expuesta a la condicién de
frontera (porciones superficiales S; y S»)

oT

o = gradiente de temperatura normal a la superficie
n

Las ecuaciones (3.4 - 3.7) representan las condiciones de simetria térmica, en
todas las etapas (CUT, calentamiento y enfriamiento). EI modelo matematico
toma en cuenta la variacion del coeficiente global de transferencia de calor y la
temperatura del autoclave durante las etapas de CUT, calentamiento, y
enfriamiento [U (t) y T, (t)]. El coeficiente U incorpora el efecto de la resistencia
térmica convectiva del medio y la resistencia térmica conductiva del envase
flexible. EI dominio irregular complejo compuesto por las superficies S; y Sy,

representa las condiciones de asimetria geométrica (FIGURA 27).
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Supreficie 31 —]

Superficie 52 4]

FIGURA 27. Superficies expuestas al medio de esterilizacion.

3.4 Simulacion del tratamiento térmico

La simulacion del proceso térmico se realiz6 en una primera instancia con el
objetivo de estimar el tiempo de proceso disminuyendo la cantidad de pruebas
experimentales a realizar. El tiempo de proceso obtenido por simulaciones
preliminares fue el que alcanz6 un valor esterilizante de 4 ciclos logaritmicos
(para un Fy requerido de 8,4 min) para una poblacién inicial de
aproximadamente 10° esporas. Una vez hallado el tiempo de 71 min y aplicado
el tratamiento térmico se realizaron las simulaciones definitivas para cada bolsa
bajo las mismas condiciones a las que fueron procesadas, esto permitio obtener
los datos simulados tanto para la termocupla como para el capilar que se utilizo
para la validacion.

Los procedimientos que se enumeran y describen en esta etapa, se realizaron

tanto para las simulaciones preliminares como para las definitivas.
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3.4.1 Obtencién del modelo digital 3D.

3.4.1.1 Trazado de malla. Para la obtencién del modelo digital primero se
realiz6 un trazado de la malla (FIGURA 28) que cubri6 toda la superficie del
alimento, de preferencia el trazado debe realizarse antes del envasado del
alimento, para logar una malla lo mas homogénea y pareja posible. Se dibuja
por lo general de 1 cm? o menos de pendiendo del tamafio del envase o del
alimento, mientras menor sea el tamafio de malla mayor sera similitud del
modelo real al modelo digital obtenido. A su vez mientras menor es el tamafo
del alimento o envase menor debera ser el tamafio de malla para capturar la
mayor cantidad de detalles del modelo real.

Figura 28. Trazado de mallade 1 cm?
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3.4.1.2 Captura de puntos. Para la captura de puntos se utilizdé el
procedimiento de reconstruccion de superficies implementada por PINO (2004),
gue divide la bolsa en dos superficies para una digitalizacion mas facil del
modelo. Un computador personal (PC) Pentium 4 de 3.0 MHz, 2Gb de RAM y
256 Mb en video, con sistema operativo Microsoft® Windows® XP profesional,
Service Pack 2, con puerto serial RS-232 al cual fue conectado a un brazo
digitalizador 3D Microscribe-G2L™ (Inmersion Co., San José, CA, USA), con
exactitud de punta aguja de 0.64 mm y también se utilizd6 una plataforma de
madera donde se fij6 el modelo real con masilla adhesiva removible para evitar

gue se mueva durante la captura (FIGURA 29).

FIGURA 29. Captura de puntos.
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3.4.1.3 Generacion del modelo digital. Finalizada la captura de puntos de
ambas superficies en el software de disefio y modelado 3D de superficies
NURBS Rhinoceros® 4.0 (Robert McNeel & Associates, Seattle, WA, USA) fue
necesario recurrir a las técnicas de modelado (FIGURA 30 y 31) para juntar

ambas partes y afinar detalles con el fin de obtener un modelo digital lo méas

parecido en lo posible al modelo original (FIGURA 32).

| Command; _PrirtsOn
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ﬁl i Left Right
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FIGURA 30. Superficie superior e inferior obtenidas del modelo real por
medio de digitalizacién.
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FIGURA 31. Modelado 3D en Rhinoceros 4.0.
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FIGURA 32. Modelo digital.
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3.4.2 Parametros de simulacion.

3.4.2.1 Propiedades termofisicas. A partir de la composicion proximal que se
muestra en el CUADRO 10 se obtuvieron las propiedades termofisicas por
medio del Software FoodProperty® v1.0, disponible en el sitio Web

http://www.wamfoodlab.uach.cl/

CUADRO 10. Composicién proximal del jurel

Composicion Fraccion masica
Agua 0,73
Proteinas 0,219
Lipidos 0,038
Carbohidratos 0,012
Extracto no nitrogenado 0,001

FUENTE: SCHMIDT y HEBBEL (1992).

La densidad del jurel utilizada a 100 °C es de 1017 kg/m? el resto de las
propiedades termofisicas variables con la temperatura, calor especifico (Cp) y
conductividad térmica (k) en el rango de temperatura utilizado en esta

investigacion, se incluye en el ANEXO 1.

3.4.2.2 Determinacion del coeficiente global de transferencia de calor (U).
Para la determinacion del coeficiente global de transferencia de calor (U) se
utilizé el Método de la Capacidad Calorifica Global “Lumped Capacitance
Analysis”. Segun DIAZ (2000) el coeficiente convectivo de transferencia de calor
constituye el factor proporcional que representa la resistencia a la transferencia
de calor entre el fluido de calentamiento/enfriamiento y la superficie de un
sélido; por ello, es el factor fisico que controla la razén de intercambio de calor

entre el medio y el producto.
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ZURITZ y SASTRY, (1990); SIMPSON et al.,( 2004) citado por PEREZ (2007)
afirman que en el caso de los alimentos envasados en bolsas esterilizables,
existe una resistencia adicional otorgada por el envase, razén por la cual se
utiliza el coeficiente global de transferencia de calor (U) que involucra todas las

resistencias desde afuera hasta el alimento.

Para tomar en cuenta esta resistencia adicional de la bolsa, se utiliz6 la
siguiente (SIMPSON et al, 2004):

Llj _ [i . E*j (3.8)
Donde:
U = coeficiente global de transferencia de calor (W/m? K).
h = coeficiente convectivo de transferencia de calor (W/m? K).
€p = espesor del material (m).
Kp = conductividad del material (W/m K).

La determinacion del coeficiente global de transferencia de calor (U) se llevo a
cabo mediante el registro del historial tiempo — temperatura de cilindros de
cobre (99% pureza), de dimensiones y propiedades conocidas, envasados al

vacio en bolsas esterilizables.

El coeficiente global de transferencia de calor (U) se determind para intervalos

de tiempo mediante la siguiente ecuacion:

y =_K0p.p.vj.l_n(tﬂ -7 ﬂ 3.9)
At T,-T,
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Donde:

Tw = Temperatura del medio (°C).

T = Temperatura en el tiempo t (°C).

To = Temperatura inicial en el intervalo evaluado (°C).

C, = Calor especifico (J/kg °C).
o = Densidad (kg/m?).

v = Volumen (m®).
A

= Area (m?).

—+

= tiempo de intervalo (s).

3.4.3 Simulacion del proceso térmico en ALGOR. Una vez creado el modelo
digital Rhinoceros® se procedi6 a simular el tratamiento térmico de
esterilizaciébn con el modelo obtenido. Para lo cual fue necesario llevar el
modelo obtenido desde el software Rhinoceros® a un software CAE como es el
software de simulacion por método de Elementos Finitos ALGOR v20.1 SP1
(ALGOR, Inc., Pittsburg, PA). Una vez importado el modelo el escenario de
disefio elegido fue un “analisis de transferencia de calor transiente” (FIGURA
33), ya que la transmision de calor por conduccidon en conserva tiene lugar
siempre en estado no estacionario, es decir, que la temperatura en un punto del
alimento es funciébn de su posicion geométrica y del tiempo transcurrido
(RODRIGO y SAFON, 1982).

Choose Analysis Type

ransient Heat Transfer

FIGURA 33. Escenario de disefio.
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3.4.3.1 Generacion de la malla. ALGOR® muestra dos formas de elegir el

tamano de la malla.

e la primera en porcentaje, donde el generador de malla del software
calcula automaticamente un tamafio de malla basado en el porcentaje
ingresado multiplicado por el tamafio de malla por defecto.

e La otra opcion es ingresar el tamafio absoluto de malla, donde el
generador de malla intentara hacer la malla sobre el modelo usando
aproximadamente el tamafio de malla ingresado. El nUmero ingresado
aqui corresponde a la longitud aproximada de los lados de los
elementos. El tamafio absoluto de malla elegido fue de 0,003 mm
(FIGURA 34 Y 35).

r

2 Model Mesh Settings

aeneral | Options

Mesh size

Size 0.003

Type |&bsolute mesh size »

Retries

Murmber of retries | 6 — Retry reduction Factor | 0.75

[]=enerate znd order elements

=

FIGURA 34. Generaci6on de la malla.
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FIGURA 35. Modelo mallado.

3.4.3.2 Tipo y definicion del elemento. Existe también la opcion de elegir qué
tipo de elementos que deseamos en la malla: ladrillos, tetraedros, o una mezcla
de ellos. Se eligi6 el método de mallado mixto “Bricks/Tetrahedra”
(Ladrillos/Tetraedros), que corresponde a la opcion por defecto, ya que genera

una malla de la mas alta calidad y con el menor nimero de elementos.

Se defini6 un modelo ortotropico (FIGURA 36) segun las limitaciones del

software previamente estudiadas por NAVARRO (2007).
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Element Definition - Thermal Brick

General l Elrientatinnl

General Settings

M aterial model Orthatropic

Midzide Nodes Mat ncluded

13t Integration Order Znd Order

2nd Integration Order 2nd Order

Heat Flow Calculation Frojected at Centroid

B ody-to-Bady Radiation Mar-transparent

’ Feset From Model ]

ar. H Cancel H Help ] ’ Reset From Default ]

FIGURA 36. Definicion de los elementos.

3.4.3.3 Especificacién del material de los elementos. Se especificaron las
propiedades termofisicas del alimento en funcién de la temperatura, las cuales
fueron obtenidas por medio del software FoodProperty para un rango de
temperatura desde la inicial del producto a la mas alta alcanzada en la etapa de
calentamiento (FIGURA 37).

3.4.3.4 Tiempo y temperatura nodal. Se especifico la cantidad de pasos de
tiempo que fueron ejecutados (Steps), el tiempo total de andlisis (Time). Esto
determinara el tamafio de cada paso (en segundos) del proceso simulado.
Ademas se debid especificar el intervalo de salida de los resultados (Output

interval).
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FIGURA 37. Ingreso de propiedades termofisicas.

Los parametros ingresados son especificos para conos de jurel envasados al
vacio donde se alcanzé un tiempo de proceso de 6140 s para un Fo de 8,4, el
tamano de paso de tiempo fue de 4s por lo cual la cantidad de pasos de tiempo
fue de 1535. Ademas se ingreso la temperatura nodal que es la temperatura
inicial experimental del producto (FIGURA 38).
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FIGURA 38. Ingreso de parametros de tiempo y temperatura nodal.

3.4.3.5 Curvas de carga de superficie. Se selecciona las superficies donde se
realiza la transferencia de calor por conveccion. Experimentalmente la bolsa
esterilizable es sometida en todas sus superficies a la accion del vapor saturado
y finalmente a la accion del agua fria, por lo tanto en el modelo, se
seleccionaran todas aquellas superficies que estén en contacto con el medio de

calentamiento y/o enfriamiento.

Finalmente se asignaron la curva de coeficiente global de transferencia de calor
(V) en funcion del tiempo, ademés de otra curva de carga de temperatura del

medio de calentamiento y enfriamiento en funcion del tiempo (FIGURA 39 a 42).
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coeficiente global de transferencia de calor (U).
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3.4.3.6 Analisis. Una vez que empieza el andlisis ALGOR comienza a mostrar
el numero de pasos, el tiempo transcurrido. Ademas del gasto computacional
etc. (FIGURA 43).
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FIGURA 43. Ventana de andlisis.

3.4.4 Resultados. Una vez finalizado el analisis se pudieron obtener los

siguientes resultados:

e Busqueda nodo termocupla. Con una paso exportado del analisis y con
las coordenadas del alimento (x, y, z) obtenidas por radiografia se
pudieron obtener los posibles nodos mas cercanos a las coordenadas
del modelo digital analizado y se supo cual era el nodo correcto cuando
sus curvas elaboradas con los datos tiempo temperatura se
superpongan.

e Busqueda de los nodos del capilar. Igual que en la busqueda del nodo
de la termocupla se buscaron los nodos para cada punto evaluado en

cada capilar (P1, P2, P3), pero como no existe un historial
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tiempo/temperatura experimental para cada punto del capilar, se supo
que el nodo es el correcto cuando al ubicar las coordenadas del los
nodos elegidos en el modelo digital de Rhinoceros® se encontré una
tendencia lineal respectiva para cada una de las bolsas, tanto para plano
XY como para el plano XZ, ademés de encontrarse dentro de los limites
respectivos del capilar.

e Busqueda del nodo mas frio. Para la obtencion del punto mas frio de la
etapa de calentamiento se exportaran los datos obtenidos del analisis,
desde ALGOR® hasta el software Microsoft® Excel. Exportando a
intervalos de tiempo desde el tiempo inicial de calentamiento hasta el
tiempo final de calentamiento segun la cantidad de intervalos que se
estimd conveniente, una vez exportados se determiné cual era el nodo
gue mas se repetia durante estos intervalos. A modo de comprobacion,
se pudo buscar en la etapa de enfriamiento bajo el mismo procedimiento,
el nodo mas caliente, el cual debera ser el mismo nodo obtenido en la
etapa de calentamiento.

e Obtencion del perfil de temperatura del nodo. Una vez determinado el
nodo mas frio, el de la termocupla y los nodos de los capilares se exporta
desde ALGOR® a Microsoft® Excel, los datos de tiempo temperatura de

la etapa de calentamiento y enfriamiento de cada nodo.

3.5 Validacion y evaluacion de los tratamientos térmicos

Consistié basicamente en; primero verificar el ajuste de curvas experimentales y
simuladas de la termocupla obtenidas por simulacion computacional
confirmando de esta forma que el coeficiente global de transferencia de calor
(V) es vélido para el tratamiento térmico aplicado. Segundo una vez verificado
el ajuste y ubicados los 3 puntos del capilar con sus respectivos datos
tiempo/temperatura simulados, se calcul6 las reducciones decimales (S) tanto

para los datos simulados como para los experimentales, que permitieron validar
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la veracidad de los resultados obtenidos experimentalmente y evaluar
finalmente el punto de mas lento calentamiento/enfriamiento que indicé la

letalidad del proceso.

3.5.1 Ajuste de perfiles de temperatura simulados y experimentales. El
ajuste entre las curvas obtenidas a través de procedimientos experimentales y
las curvas simuladas fue expresado mediante el valor RMSE (Root Mean
Square Error, Raiz Cuadrada del Error Cuadratico Medio), el cual fue

presentado en forma absoluta (°C) y en porcentaje (%):

(3.10)

%RMSE = (3.11)

N

Donde N es el niamero total de puntos o numero total de temperaturas
experimentales, Ti son las temperaturas experimentales y Ti* son las

temperaturas obtenidas mediante las simulaciones.

En todos los casos los valores RMSE (°C) y RMSE (%) para la etapa de
calentamiento fueron determinados hasta el momento en que el producto
comienza a enfriarse con agua y para la etapa de enfriamiento hasta el final del
proceso. Ademas se adoptd un criterio de un valor maximo de 5% para el valor
de RMSE (%) (CALIFANO, 1981; CLELAND y EARLE, 1984; ZHANG vy
CAVALERI, 1991; MORALES — BLANCAS et al., 1999).
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3.5.2 Comparacion datos simulados y experimentales del capilar. En base
a lo expuesto en la seccion 2.5.2.2.4 se pudo evaluar el efecto esterilizante
logrado en los puntos del capilar, que se utilizo para validar la veracidad de los

datos obtenidos experimentalmente.

Para la obtencion del numero de reducciones decimales experimentales
(Sexperimental) S€ UtilizO la ecuacion (2.14) de la seccion 2.5.2.2.4, y para la
obtencion del numero de reducciones decimales estimadas (Sestimado) S€ UtilizO

la ecuacion (2.15) de la misma seccion.

Es de esperarse que las reducciones alcanzadas por el tratamiento térmico en
el capilar tienda a ser iguales las reducciones estimadas por simulacion

computacional en el capilar para cada bolsa evaluada.

S

experimental ~ Sestimado (3.12)

Una vez comparados y validados los resultados obtenidos experimentalmente,
se pudo obtener la efecto esterilizante esperado del proceso en el punto mas
frio, que corresponde al de mayor importancia en la esterilizacién de alimentos,

al momento de evaluar la eficiencia de un tratamiento térmico determinado.

3.5.3 Evaluacién del tratamiento térmico. Se calculard la letalidad del
proceso basado en el microorganismo con esporulamiento econdmico es decir
se calculara en base a la probabilidad de esporulamiento de microorganismos
no patdgenos que no causan dafio a la salud si son consumido y que
frecuentemente tiene una mayor resistencia al térmica que el C. botulinum
(PFLUG, 1987).
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Se calculo finalmente el valor Fo del proceso a partir del punto mas frio del
alimento para lo cual se utilizaron los datos tiempo temperatura obtenidos de la
simulacion del tratamiento térmico para la inactivacion de esporas de B.

stearothermophilus, responsable del esporulamiento econémico.

El valor Fy de proceso se calculard a partir de la siguiente ecuacion
(MORALES-BLANCAS y TORRES, 2003b)

) t dt
(FTref )proceso = J‘ 1O(Tref ~T(t))/z (3.13)

0

Se utilizard el método de integracibn numérica del trapecio para calcular el Fy
de proceso para lo cual sera necesario encontrar un tiempo de proceso para

una letalidad pre establecida.

(FTief )requerido ~ (FTief )proceso (3.14)

En base a lo anterior y utilizando los conceptos de la seccion 2.5.2.2.4 se podria
evaluar la letalidad del proceso en el punto de mas lento

calentamiento/enfriamiento de la siguiente forma:

- F proceso S proceso
Letalidad = = S (3.15)

requerido requerido



4. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

En este capitulo se presentaran y discutiran los resultados obtenidos tanto para
los experimentos realizados en laboratorio como los realizados en planta, para
el proceso de esterilizacidon de conos de jurel envasados al vacio en bolsas
esterilizables. Se realizaron dos experimentos (Ay B) de 71 + 0,5 min de tiempo
de operador, en cada uno de ellos se procesaron 3 muestras que contenian
conos de jurel de caracteristicas similares en cuanto a; forma, tamafo,
humedad etc. Cada una de las bolsas contenia un capilar con esporas de B.
stearothermophilus que se insertaron con la finalidad de que por medio de estos

se pudiera validar el proceso térmico.
4.1 Concentracion de la solucion madre y cantidad inicial del capilar

La concentracion de esporas de Bacillus stearothermophilus de la solucion
madre arroj6 un promedio de 2,6x10° + 0,25x10° esporas/ml (log 8,41 + 0,04).
Por lo que se determind que era necesario extraer 0,04 ml de la solucion madre
para tener aproximadamente 10° esporas en cada 0,01 ml de suspension. La
poblacion inicial utilizada en cada capilar es mucho mas alta que la que
establece cominmente PFLUG (1987) y WARNE (1988) de (No) 10? para una
reduccion de 4 ciclos logaritmicos (Ng: 107), ya que, si se utilizara la poblacion

inicial recomendada, la poblacién final seria imposible de cuantificar.

Los recuentos obtenidos de la solucion madre, utilizados para calcular el

promedio, se detallan en el ANEXO 2.

El recuento inicial de los capilares se utilizd6 para confirmar que la solucion

madre fue correctamente homogeneizada antes de la confecciébn de los

95
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capilares, los recuentos obtenidos indicaron un promedio de 2,4x10° + 0,4x10°
esporas en 0,01 ml (log 6,38 + 0,07), para el calculo de reducciones decimales

(S) se utilizé un valor de 2,4x10° esporas en 0,01 ml se suspension.

Los recuentos iniciales obtenidos, utilizados para calcular el promedio, se
detallan en el ANEXO 2.

4.2  Evaluacién de la influencia de los rayos X sobre la cantidad final de

Bacillus stearothermophilus

En general las bacterias Gram negativas son mas sensibles a las radiaciones
gue las Gram positivas y todas ellas mas sensibles que las formas esporuladas
de bacterias mohos y virus, sin embargo, no se puede generalizar los efectos
de las radiaciones ionizantes si no se especifican las dosis y las condiciones del
producto a tratar. La gama de factores que influye en la sensibilidad de
bacterias y esporas bacterianas son muchas, entre ellas, tamafio del in6culo,
tipo de organismo, tratamiento pre-irradiacion, presencia 0 ausencia de
oxigeno, medio de suspension de las esporas, temperatura, etc., que pueden

hacerlas mas o menos susceptible a la radiacion aplicada por poca que sea.

En el CUADRO 11 se presentan los recuentos obtenidos para cada una de las
muestras expuestas y también los recuentos obtenidos para los blancos. Se
evalud la exposicion a dos tipos de dosis aplicadas, la primera denominada
“normal” que es la que habitualmente se aplica a las bolsas de este tamafio al
tomar las radiografias y la otra dosis denominada “maxima” que excede a la
dosis habitual aplicada y que es la dosis maxima que se utiliza en la toma de

radiografias.

Para determinar si hay diferencias estadisticamente significativas en los

recuentos obtenidos se realiz6 un Andlisis de Varianza con el software
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STATGRAPHICS plus 5.1. Puesto que el p-valor es inferior a 0,05 (ANEXO 3),
existen diferencias estadisticamente significativas entre las medias de los
recuentos entre una muestra y otra para un nivel de confianza del 95%. Para
determinar cuales muestras son significativamente diferentes unas de otras, se
realizé el Test de Rangos Mudltiples (Test de Tukey) a un nivel de confianza del
95%. Dentro de cada columna, las muestras que tienen signo X forman un
grupo de medias entre las cudles no hay diferencias estadisticamente
significativas tal como se muestra en el ANEXO 3. Este test de rangos multiples
indica que solo la muestra 6 presenta diferencias estadisticamente significativa
en comparacion con el resto de las muestras. Sin embargo, de las cuatro
muestras tratadas ninguna presentd una disminucion significativa en el nimero
de esporas recuperadas después de la exposicion, a pesar de que la muestra 6
indica diferencia significativa esta no se debe a una disminucion de la poblacion
sino a recuentos mayores a los esperados. Esto ultimo puede ser causa de que
no fue bien homogenizada antes de su siembra obteniéndose recuentos

errados.

CUADRO 11. Recuentos obtenidos después de la exposicion a rayos X.

Blancos (UFC/0,01 ml)

Muestras / repeticiones 1 2 3
Conos bolsa 2 2,58 x10° 2,8 x10° 2,51 x10°
Conos bolsa 5 2,6 x10° 2,63 x10° 2,3 x10°

Muestras tratadas (UFC/0,01 ml)

Muestras / repeticiones 1 2 3

Conos bolsa 1 (normal) 2,22 x10° 2,6 x10° 2,4 x10°

Conos bolsa 3 (méxima) 2,64 x10° 2,28 x10° 2,15 x10°

Conos bolsa 4 (normal) 2,8 x10° 2,48 x10° 3,02 x10°

Conos bolsa 6 (maxima) 3,45 x10° 2,8 x10° 3,4 x10°
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En el CUADRO 12 se presentan las dosis de radiacion absorbidas (kGy) para
cada unas de las muestras expuestas. La cantidad de energia absorbida no
sobrepasa los limites establecidos de radiacion para la esterilizacion de
microorganismos resistentes (25 kGy) ni tampoco la dosis maxima permitida por
la Comision FAO/OMS de 10 kGy. Esto ratifica aun mas que la poblacion de
esporas expuestas no sufri6 cambio alguno en su poblacion, ya que la dosis de

radiacién absorbida esta por debajo de los limites establecidos.

CUADRO 12. Dosis absorbida de energia ionizante en cada muestra
evaluada.
Energia Energia Total de
Muestra absorbida (kGy) | absorbida (kGy) energia
plano XY plano ZX absorbida (kGy)
Conos bolsa 1 0,574 0,711 1,285
(normal)
Conos bolsa 3 3,994 3,994 7,988
(maxima)
Conos bolsa 4 0,566 0,701 1,267
(normal)
Conos bolsa 6 3,760 3,760 7,52
(maxima)

4.3 Influencia del capilar en la distribucién de temperatura durante el

tratamiento térmico

Los resultados obtenidos se observan en el CUADRO 13 donde se presentan
los valores Fy calculados en base a los datos tiempo temperatura de cada una
de las muestras tratadas térmicamente.

Como se aprecia en el CUADRO 13 los valores F, obtenidos para las

termocuplas de una misma muestra, presentan un error relativo maximo de
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3,026% en la muestra I, el resto de las muestras se encuentran por debajo de

este valor.

En las FIGURAS 44, 45 y 46 se presentan las curvas experimentales para cada
muestra con la superposicion de la curva de la termocupla ubicada al exterior
del capilar y la termocupla ubicada al interior del capilar. Esto confirma que el
material del capilar en este caso vidrio no actia como barrera 0 no opone
ninguna resistencia a la penetracion de calor durante el tratamiento térmico, es
decir, se descarta la posibilidad de que la suspension de esporas insertada en
el alimento, alcance una letalidad menor a la esperada, ya que la diferencia de
Fo entre la termocupla ubicada al interior del capilar y fuera de éste es
practicamente despreciable.

muestras tratadas

CUADRO 13. Valores Fy obtenidos las

térmicamente.

para

Conos de jurel
Etapa
| Il 1

Ubicacién con _ . i . . .
respecto al capilar Interior | Exterior | Interior | Exterior | Interior | Exterior
Tiempo cal. (min) 1,119 1,22 1,622 1,633 1,781 1,68
Tiempo enf. (min) 1,178 1,149 1,044 1,019 0,887 1,053
Tiempo total (min) 2,307 2,379 2,677 2,663 2,679 2,733

Error relativo % 3,026 0,523 1,976
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4.4 Curvas experimentales de los tratamientos térmicos aplicados

En la FIGURA 47 se muestran las curvas experimentales para las muestras
sometidas al proceso de esterilizacion A de 71 min y en la FIGURA 48 se
pueden observar las curvas experimentales para las muestras sometidas al
proceso de esterilizacibon B de 71 min, como se puede apreciar la curva
experimental de la muestra B-8 es mas cercana al centro térmico del producto,
mientras que las curvas de la muestras B-6 y B-7 se encontraban mas cerca de

la superficie del alimento.

4.5 Ubicacién coordenadas fisicas de latermocuplay capilar

Para la ubicacién del nodo correspondiente a la termocupla, se buscaron las
coordenadas (X, y, z) de la termocupla en el producto, por medio radiografias en
dos planos; XY y ZX. Para la obtencion de la ubicacién fisica (x, y, z) del
capilar se siguié la misma metodologia que se utilizd para la ubicacion del
extremo sensible de la termocupla. Pero en este caso se buscé la ubicacion de
3 puntos del capilar (de izquierda a derecha de las figuras siempre P1, P2 y P3)
para cada una de las muestras tratadas. Los puntos evaluados corresponden a
un punto ubicado en cada extremo del capilar (P1 y P3) y otro en el punto
central del capilar (P2) a una misma distancia para todos. La ubicacion de las
coordenadas (x, y, z) para las termocuplas y cada punto del capilar en la
radiografia para ambos planos (XY y ZX) se puede observar en las FIGURAS
49, 50 y 51 para las muestras A-3, A-4 y B-7 respectivamente. Las demas

muestras se pueden encontrar en el ANEXO 4.

Las coordenadas (x, y, z) encontradas tanto para las termocuplas como para
cada punto del capilar evaluado, se presentan el los CUADROS 14 y 15

respectivamente.
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FIGURA 49. Ubicacién coordenadas (X, y, z) de la termocupla y capilar

por medio de radiografia para la muestra A-3. (a) Plano XY.
(b) Plano XZ.
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FIGURA 50. Ubicacién coordenadas (X, y, z) de la termocupla y capilar
por medio de radiografia para la muestra A-4. (a) Plano XY.

(b) Plano XZ.
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FIGURA 51. Ubicacién coordenadas (X, Yy, z) de la termocupla y capilar
por medio de radiografia para la muestra B-7. (a) Plano XY.

(b) Plano XZ.



CUADRO 14. Coordenadas (X, Y, z) de latermocupla para las muestras evaluadas.

Coordenadas nodo (m)

Muestra
X y z
A-1 0,103114 0,0843657 0,00831716
A-3 0,0737857 0,0806848 0,0070364
A4 0,0664183 0,0778679 0,00540558
B-6 0,0933438 0,0542628 0,0109417
B-7 0,0773538 0,0748399 0,00799327
B-8 0,0811649 0,0927598 0,00631129

60T



CUADRO 15. Coordenadas (X, y, z) correspondientes al capilar ubicado en cada una de las muestras

evaluadas.
Muestra Ubica}cién Coordenadas nodo (m)
capilar « y 7
P1 0,0624931 0,081241 0,00052829
A-1 P2 0,0749917 0,0874903 0,00052829
P3 0,0937396 0,0874903 0,0067776
P1 0,06117 0,067378 0,00178193
A-3 P2 0,0807876 0,0666174 -0,00010303
P3 0,0976281 0,0671193 0,0001257
P1 0,055847 0,0810822 0,0111886
A-4 P2 0,0728107 0,0805209 0,00563734
P3 0,0898881 0,0811637 0,0039549
P1 0,0598227 0,057247 0,00089483
B-6 P2 0,0817989 0,0529058 0,00192557
P3 0,101021 0,049272 0,00556948
P1 0,0607383 0,0780921 -0,00156887
B-7 P2 0,0809844 0,0809844 -2,78E-05
P3 0,101231 0,0838767 -0,00156887
P1 0,0579749 0,110152 0,0005138
B-8 P2 0,0811649 0,0985573 0,0005138
P3 0,0985573 0,0927598 0,0005138
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4.6 Simulacién de los tratamientos térmicos aplicados

4.6.1 Modelos digitales 3D. En la FIGURA 52, 53 y 54 se muestran los
modelos digitales 3D de las bolsas A-3 y A-4 del primer tratamiento térmico y la
muestra B-7 del segundo tratamiento térmico aplicado, estos modelos fueron
obtenidos a partir del modelo real por medio de digitalizacion 3D y posterior
modelado. En algunas bolsas como la muestra B-6 (ANEXO 5) del tratamiento
térmico A se logro capturar claramente la forma de los dos conos envasados al
vacio debido a que los conos quedaron un poco mas separados y el vacio
logrado fue mejor, mientras que en otras como la muestra B-7 adquirio la forma
casi de un filete sin diferenciarse muy claramente donde empiezan y terminan
ambos conos, por encontrarse mas juntos. Los modelos digitales de las bolsas
A-1, B-6 y B-8 seran presentados en el ANEXO 5.

4.6.2 Modelos mallados FEA. Para obtener una solucion lo mas exacta
posible se debe dividir el modelo geométrico en elementos lo mas pequefios
posible, el nimero de elementos que se requieran dependeran de la estructura
del modelo en estudio. En este caso como se tratan de geometrias irregulares
complejas el numero de elementos sera mayor y el tamafio de los elementos

generados serd mucho menor que si se tratase de una figura regular.

Al realizarse la malla, si bien hay en partes que se necesita una generacion de
elementos mas pequefos por la irregularidad del modelo hay en otras donde se
generaron elementos de mayor tamafo, sin embargo esta generacion de
elementos mas grandes entorpece al momento de ubicar el punto de mas lento
calentamiento en el modelo analizado, ya que se ubicara el nodo que

concuerde en su mayor grado con las coordenadas encontradas en
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FIGURA 52. Modelo digital 3D de la muestra A-3.
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FIGURA 53. Modelo digital 3D de la muestra A-4.
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FIGURA 54. Modelo digital 3D de la muestra B-7.
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Rhinoceros®, este punto puede variar bastante debido al mayor tamafio del
elemento y por ende ubicar otro nodo mucho mas lejano. Este fendmeno de
generacion de malla con elementos mas grandes se ve claramente en las

figuras de la seccion 4.7.

En el CUADRO 16 se muestran las estadisticas para los modelos analizados en
ALGOR® y en la FIGURA 55, 56 y 57 se muestran los modelos mallados de
muestras A-3, A-4 y B-4 respectivamente el resto de los muestras se
presentaran el ANEXO 6.

4.6.3 Diagrama de contorno. Este diagrama permite ver paso a paso como va
ocurriendo el desarrollo del proceso térmico es decir permite tener un andlisis
visual del proceso de transferencia de calor en los conos de jurel envasados al
vacio. En las FIGURAS 58, 59 y 60 se presenta el estudio visual de distribucion
de calor para los cortes longitudinales (plano ZX) de las muestras A-3, A-4 y B-
7, los cortes longitudinales para cada muestra, se realizaron exactamente
donde se ubica el nodo mas frio, para asi tener una mejor apreciacion del
andlisis. Los diagramas de contorno de las muestras restantes se presentaran
en el ANEXO 7.



CUADRO 16. Estadisticas de los modelos digitales de las 6 muestras evaluadas.

Conos de jurel

simulacién (h)

A-1 A-3 A-4 B-6 B-7 B-8
Numero de 13230 21376 13518 14811 13743 18447
nodos
Numero de 40106 52294 30617 45357 39118 41268
elementos
Volumen (m®) 0,000243 0,000255 0,000227 0,000245 0,000213 0,000236
HDD total (Gb) 6,04 8.44 5,08 7.03 6,20 6,68
liempo 26,54 30,84 1581 25,57 19.77 26,36
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Time: 540 s

Time Step: 270 of 3070
Maximum Yalue: 116463 deg C
mMinimum Value: 19.9635 deg C
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FIGURA 58. Corte longitudinal del diagrama de contorno de la muestra A-3.
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FIGURA 59. Corte longitudinal del diagrama de contorno de la muestra A-4.
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FIGURA 60. Corte longitudinal del diagrama de contorno de la muestra B-7.
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4.7 Recuento de la poblacion sobreviviente al tratamiento térmico

Después del tratamiento térmico aplicado para las 6 muestras evaluadas, se

sembraron por triplicado sobre agar dextrosa peptona para el recuento de

esporas. En el CUADRO 17 se muestran los recuentos obtenidos para las 6

muestras evaluadas donde las muestras A-1, A-3 y A-4 corresponden al primer

tratamiento y las muestras B-6, B-7 y B-8 al segundo tratamiento. En las
FIGURAS 61, 62, 63 se muestran las unidades formadoras de colonias (UFC)

de suspension obtenidas para las muestras A-3, A-4 y B-7 respectivamente y

los recuentos obtenidos para las muestras A-1, B-6 y B-8 se incluyen en el

ANEXO 8.

CUADRO 17. Cuantificacion de esporas de B. stearothermophilus
recuperadas después de los tratamientos térmicos
aplicados.

Recuento primer tratamiento
(UFC/0,01 ml)
Muestras / repeticiones 1 2 3
A-1 9x10 2,7x10 3,2 x 10?
A-3 3.5 x 10? 2,6 x 10° 2,6 x 107
A-4 1,3 x 10° 1,5 x 10° 1,6 x 10°
Recuento segundo tratamiento
(UFC/0,01 ml)
Muestras/ repeticiones 1 2 3
B-6 1,2 x 10° 1,6 x 10° 1,8 x 10?
B-7 6,3 x 10 8,8 x 10 4,5x10
B-8 3,2 x 10° 4,2 x 10° 4 x 10°




124

FIGURA 61. UFC de B. stearothermophilus obtenidos en la muestra A-3
después del tratamiento térmico.

FIGURA 62. UFC de B. stearothermophilus obtenidos en la muestra A-4
después del tratamiento térmico.
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i L3

A

FIGURA 63. UFC de B. stearothermophilus obtenidos en la muestra B-7
después del tratamiento térmico.

4.8 Validacién de los datos obtenidos por simulacion

La validacion del tratamiento térmico por métodos microbioldgicos se realizé en
conjunto con la técnica ya implementada de uso de termocuplas con ajuste de
perfiles simulados y experimentales, solo con la finalidad, de apoyar la teoria de
que esta técnica serd implementada en forma individual en un futuro para el
mismo tipo de producto con la misma forma y el mismo tipo de bolsas, es decir,
para verificar que el coeficiente global de transferencia de calor U usado para

este tipo de envases es el adecuado.

4.8.1 Ubicaciéon nodo de la termocuplay ajuste de perfiles de temperatura
experimentales y simulados. Una vez encontradas las coordenadas se

exporté un paso cualquiera de la simulacién correspondiente y se buscé el nodo
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que concuerde en su mayor grado con las coordenadas (X, y, z) halladas en el
producto, es posible no encontrar las mismas coordenadas ubicadas en el
modelo fisico ya que la malla fue generada cada 3 mm. De esta manera se
pudo identificar el nodo correspondiente a la ubicacién de la termocupla en
modelo digital analizado en ALGOR® como se observa en la FIGURA 64, 65y
66. En el CUADRO 18 se presentan los nodos correspondientes a las
termocuplas de cada muestra como también los nodos correspondientes a cada

punto del capilar evaluado.

En el CUADRO 19 se presenta el ajuste entre las curvas simuladas y
experimentales expresada mediante el estadistico RMSE tanto en términos
absolutos (°C) como en términos relativos (%). De las 6 muestras tratadas la
que presenta el mayor valor de RMSE en la etapa de calentamiento es la
muestra B-7 con un valor de 2,08 % (0,66 °C) y en la etapa de enfriamiento la
muestra A-3 con un valor 3,86 % (2,53 °C). Ahora si analizamos lo valores de
RMSE del proceso completo, la muestra que presenta el mayor valor es la
muestra B-7 con un valor de 2,17 % (1.12 °C). De los resultados mostrados se
puede inferir que no existen diferencias entre los perfiles simulados y
experimentales de las muestras del tratamiento A ni del tratamiento B ya que
los valores de RMSE absolutos y relativos indican un buen ajuste al encontrase

muy por debajo del criterio ingenieril adoptado (<5%).

En la FIGURA 67, 68 y 69 se muestra el perfil de temperatura experimentales y
simulados para las muestras A-3, A-4 y B-7 respectivamente. El resto de
ubicacién de los nodos en los modelos analizados y perfiles de temperatura de

la muestras A-1, B-6 y B-8, se incluyen en el ANEXO 9y 10, respectivamente
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4.8.2 Ubicacion nodo y comparacién de los datos experimentales y
simulados del capilar. Posterior a la ubicacion de la coordenadas se ubico el
nodo correspondiente a cada punto del capilar en modelo digital analizado en
ALGOR® en base a los limites del capilar y una tendencia lo mas lineal posible
entre los 3 puntos, como se explica en la seccién 3.5.5 se pudo identificar el
nodo correspondiente en el modelo digital como se observa en la FIGURA 64,
65 y 66. Para las muestras A-3, A-4 y B-7 respectivamente. Las demas

muestras evaluadas se incluiran en el ANEXO 9.

En CUADRO 20 se presentan las reducciones decimales (S) obtenidos de cada
muestra a partir de los recuentos realizados después del tratamiento térmico, y

también una tabla de comparacion de los valores S promedio estimados

(S estimado ) Y S promedio experimentales (Sexperimenal) que permitieron validar

los resultados obtenidos como se aprecia en CUADRO 21, los valores S que

validan los resultados, presentan un error relativo mas alto de 7,35% en cuanto

a promedios para la muestra A-6 con un S experimenal de 4,216 y un S estimado

de 4,526, mientras que el error relativo mas bajo lo presenté la muestra A-3 con

un error relativo de 0,13% para un Sexperimemaml de 3,928 y un S estimado  de

3,933 respectivamente. En el ANEXO 11 se puede apreciar en detalle como

fueron obtenidos los valores S estimado

Los resultados simulados se obtuvieron en 3 puntos distintos del capilar
tratando de abarcar siempre toda la posible gama de reducciones decimales
que se pudiesen dar debido al largo del capilar y por ultimo los recuentos
obtenidos experimentalmente se realizaron en triplicado asegurandose que los
resultados utilizados para validar biologicamente el proceso térmico son de
completa fidelidad. En alguna oportunidad los recuentos obtenidos por triplicado

en una bolsa no fueron tan parejos (tal como lo indica la desviacion asociada al
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promedio), esto pudo ser causado por una homogenizaciéon insuficiente del
contenido del capilar debido a su reducido tamafio. Sin embargo el rango de
desviacion de los resultados experimentales siempre se encuentra dentro del

rango obtenido por simulacion que era lo esperado.

Era de esperarse que el rango de desviacién de los S experimentales se
encuentre dentro del rango de desviacion de los S estimados. Debido a que, si
bien, se alcanza diferentes valores letales en cada punto del capilar tratado
térmicamente, al realizar el recuento esta cantidad de esporas recuperadas se
distribuye en partes iguales al ser homogenizada la suspension. Por lo que, los
recuentos obtenidos a partir de cada triplicado seran siempre muy parecidos y
por ende sus S calculados también. Esto no ocurre al obtener los S estimados
obtenidos por simulacion ya que en cada punto del capilar se pueden obtener
los valores letales puntuales, por lo tanto, su rango de desviacion es mayor pero

siempre abarca el rango de desviacion de los S experimentales.

Una vez comparados los resultados experimentales de los capilares con los
estimados como se muestra en el CUADRO 21 y confirmado el ajuste de curvas
se puede afirmar que el nodo mas frio obtenido del modelo digital por

simulacion corresponde al nodo mas frio del alimento.
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FIGURA 64. Localizacion del nodo de la termocupla, capilar y nodo mas

frio en el modelo digital para la muestra A-3.
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CUADRO 18. Nodos de latermocuplay del capilar ubicado en cada una de las muestras evaluadas.

Muestra Ubicacion capilar Nodo capilar Nodo termocupla

P1 9813

A-1 P2 9850 11425
P3 9966
P1 20300

A-3 P2 21292 16641
P3 17709
P1 6054

A-4 P2 6666 6668
P3 8994
P1 13868

B-6 P2 12644 9163
P3 14477
P1 12121

B-7 P2 10855 12686
P3 12067
P1 12791

B-8 P2 12735 12942
P3 12709
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CUADRO 19. Valores de RMSE para las etapas de calentamiento, enfriamiento y proceso completo.

Etapa calentamiento

Etapa enfriamiento

Proceso completo

Muestras
RMSE (°C) RMSE (%) RMSE (°C) RMSE (%) RMSE (°C) RMSE (%)
A-1 0,675 1,452 2,859 3,55 1,119 2,084
A-3 0,466 1,121 2,525 3,864 1,236 2,042
A-4 0,303 0,448 2,311 2,760 1,099 1,334
B-6 0,559 1,281 1,434 2,103 0,833 1,500
B-7 0,658 2,076 2,055 2,488 1,124 2,173
B-8 0,279 0,481 2,132 2,708 1,028 1,336

eeT
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CUADRO 20. Reducciones decimales experimentales (S, ,.«) Obtenidas

a partir de los recuentos de las muestra evaluadas.

Muesta | ogidto | Segenmenst | Sexerimensi | o
1 4,433

A-1 2 3,956 4,090 10,299
3 3,882
1 3,842

A-3 2 3,974 3,928 10,074
3 3,967
1 4,270

A-4 2 4,220 4,229 +0,037
3 4,197
1 4,327

B-6 2 4,186 4,216 10,099
3 4,135
1 4,588

B-7 2 4,443 4,588 +0,146
3 4,734
1 3,882

B-8 2 3,764 3,810 10,063
3 3,785

% Desviacion estandar.
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CUADRO 21. Comparacion S promedio experimental con S promedio
estimado del capilar.

Experimental Estimado Error
Muestra S oparimeie o S estimado o relativo %

A-1 4,090 +0,299 4,155 +0,154 1,589
A-3 3,928 +0,074 3,933 +0,182 0,127
A-4 4,229 +0,037 4,483 +0,740 6,006
B-6 4,216 +0,099 4,526 +0,154 7.353
B-7 4,588 +0,146 4,754 +0,152 3.618
B-8 3,810 +0,063 4,097 +0,336 0.075

4.9 Evaluacion microbiolégica de la letalidad de los tratamientos térmicos

aplicados

El basar un tratamiento térmico en la ubicacion exacta del punto mas frio no se
logra en su gran mayoria con buen éxito, debido a la forma irregular del
producto y ademas de lo extremadamente dificil que es ubicar el extremo
sensible de la termocupla en un punto fijo del producto con total exactitud, sin
evitar su desplazamiento durante esta maniobra. Es por esto que una vez
validados los resultados experimentales con los simulados, se procedid a
obtener el nodo correspondiente al punto de mas lento calentamiento/
enfriamiento en cada muestra tratada para poder evaluar la letalidad del

proceso térmico. En el CUADRO 22 se presentan el nodo mas frio
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correspondiente a cada muestra tratada, con su respectivas coordenadas

tridimensionales (x, y, z).

Una vez validado los resultados y con el nodo mas frio ya ubicado se obtuvo el
historial tiempo/temperatura de cada una de las muestras simuladas. A partir de
estos se calculd la letalidad del proceso considerando los parametros cinéticos
del Bacillus stearothermophilus, para lograr un valor esterilizante de 8.4 min (4
ciclos) que se puede observar en el CUADRO 23. El mayor aporte a la letalidad
del proceso completo lo otorga en su mayor grado el tiempo del operador, sin

ser despreciable el valor que otorga la parte de enfriamiento.

Por otro lado de las 6 muestras evaluadas, solo las muestras B-6 y B-7 cumplen
con las reducciones decimales previamente establecidas de 4 ciclos
logaritmicos (8,4 min) o superior, el resto de las muestras evaluadas se
concentran por debajo del valor esterilizante requerido. Esto era de esperarse,
porque si bien, se utilizé una bolsa tipo para establecer el tiempo de
procesamiento la bolsa tipo utilizada no se eligié en base a la peor condicién (la
de mayor diametro), sino mas bien a la de menor diametro, esto ultimo con la
finalidad de obtener apromidamente 4 reducciones decimales como maximo en
las de menor diametro y en las de mayor didmetro valores esterilizantes mas

bajos, es decir, obtener siempre recuentos cuantificables.

Las ventajas del uso de capilares se atribuye especificamente a lo demostrado
en el CUADRO 24 donde podemos observar que las letalidades alcanzadas en
cada una de las bolsas son muy similares, por lo que se podria establecer que
seria necesario aproximadamente una letalidad de 1,15 en los capilares, para
lograr el valor esterilizante previamente establecido de 4 en el punto de mas
lento calentamiento/enfriamiento. Entonces, podriamos basar nuestro proceso
en el valor esterilizante obtenido para la ubicacion del capilar e indirectamente

alcanzar la letalidad requerida en el punto mas frio con un factor de seguridad
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del 15% el cual seria notoriamente mas bajo que el factor que actualmente se

utiliza en las industrias conserveras de aproximadamente el 50%.

En el CUADRO 25 se presenta una comparacion de los valores esterilizantes
obtenidos por simulacién para el nodo mas frio, el nodo de la termocupla y los 3
puntos de los capilares para cada muestra tratada térmicamente. Como se
puede observar la termocupla de la muestra B-8 con el nodo mas frio se
encuentra bastante cerca con valores S muy cercanos (3,724 y 3,838) en
comparacion con el resto de las muestras, esto se puede confirmar en forma
fisica en el ANEXO 9.

En el CUADRO 25 se observa que las termocuplas de las muestras A-4, B-7 y
B-8 son las que se encuentran mas cercanas al capilar por la similitud en sus S.
El punto P2 con la termocupla de la muestra A-4, el punto P1 con la termocupla
de la muestra B-7 y el punto P2 con la termocupla de la muestra B-8
respectivamente. Mientras que el punto P3 de la muestra A-3 se encuentran lo

bastante cercano a su nodo mas frio respectivo.

La concordancia de los datos simulados obtenidos en cuanto a valores
esterilizantes concuerda con lo esperado experimentalmente segun la ubicacion
del capilar en las radiografias o la cercania de éste con el nodo de la
termocupla y nodo mas frio, confirmando la veracidad de los datos obtenidos.
Ademéas en el CUADRO 25 se puede observar que los valores esterilizantes
de cada bolsa, obtenidos en cualquier otro punto (como son el nodo de la
termocupla y los nodos del capilar) que no sea el nodo mas frio son superiores
al valor esterilizante logrado en el punto mas frio, lo que muestra, que en
ninguna bolsa se logré ubicar con exactitud el punto de mas lento
calentamiento/enfriamiento por lo que se hace necesario utilizar factores de

seguridad para incluir las incertidumbres del método. De acuerdo a los



141

resultados obtenidos se recomienda utilizar un factor de seguridad del 15%
(letalidad = 1,15).

Finalmente, el siguiente paso para futuras investigaciones deberia estar
enmarcada en la posibilidad de complementar la metodologia propuesta
mediante el uso de capilares confeccionados a partir de BlUs (Biological
Indicator Units) disponibles comercialmente en la actualidad cuyo fundamento

es el viraje de color para indicar la supervivencia de las esporas microbianas.

Por lo general las industrias conserveras enfocan sus tratamientos térmicos
hacia el microorganismo que causa dafio a la salud, es decir, realizan sus
tratamientos térmicos en base a la destruccion de patégenos como el
Clostridium botulinum. Esto conlleva a otra de las ventajas del uso de capilares,
que a pesar de no utilizar esporas de este microorganismo, permite calcular y
conocer los ciclos que serian necesarios reducir de esporas de B.
stearothermophilus para alcanzar el efecto esterilizante deseado para las
esporas de Clostridium botulinum y de esta forma evitar correr riesgos con la
manipulacion de capilares con esporas de microorganismos patogenos. Sin
embargo al considerar esta ventaja en el desarrollo de los BIUs (Biological
Indicator Units) se debe tomar en cuenta, que la poblacion inicial a utilizar
estaria enfocada a la cantidad de esporas que logre después del tratamiento
térmico a una reduccién tal que no implique cambio de color confirmando la
ausencia de las esporas de este microorganismo. Por lo tanto si se quisiera
lograr una reduccion de 4 ciclos la poblacion a utilizar deberia ser mucho mas
baja (No= 10% 0.04 ml) para lograr la reduccién total en el capilar (N;= 10/0.04
ml). En el ANEXO 12 se incluyen algunos valores referenciales calculados en
base a la destruccion de capilares con esporas de B. stearothermophilus.

Ademas de ejemplos de calculo.



CUADRO 22. Coordenadas (X, Y, z) correspondientes al nodo més frio en las muestras evaluadas.

Coordenadas nodo (m)

Muestra Nodo mas frio
X y z
A-1 9790 0,0874903 0,0749917 0,00052829
A-3 17851 0,0915264 0,0732211 0,0001257
A-4 10622 0,0889098 0,0729465 0,00229458
B-6 13055 0,0625479 0,0738377 -0,00023494
B-7 10778 0,0983382 0,0751998 -2,78E-05
B-8 12675 0,0811649 0,0869624 0,0005138

44"
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CUADRO 23. Valores de Fy y S estimados en el punto mas frio para las 6 muestras evaluadas.

Muestras tratadas

nodo mas frio

Etapa
A-1 A-3 A-4 B-6 B-7 B-8

cuUT 7.62E-12 3,331E-12 5,913E-12 8,047E-12 1.460E-11 6,480E-12

UEEmE 6,908 6,811 7,390 7,768 8,605 6,848
operador

Enfriamiento 1,020 1,081 0,880 1,098 1,030 0,696
Proceso total 7,937 7,900 8,270 8,874 9,643 7,821
S estimado 3781 3.762 3.038 4.224 4.590 3.724

evi



CUADRO 24. Letalidad obtenida para cada una de las muestras tratadas.

Vuestra Capilar Letalidad
S experimenta - (Srequerido = 4)
A-1 4,090 +0,299 1,08
A-3 3,928 +0,079 1,02
A-4 4,229 +0,037 1,06
B-6 4,216 +0,099 1,07
B-7 4,588 +0,146 1,15
B-8 3,810 +0,063 1,01
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CUADRO 25. Comparacion S nodo més frio, termocuplay puntos del capilar obtenidos por simulacion.

PRIMER PROCESO

S estimado nodo mas

S estimado nodo

S estimado capilar

Muestra frio termocupla P1 P2 p3
A-1 3,781 4,229 4,330 4,038 4,097
A-3 3,762 4,838 4,141 3,849 3,808
A-4 3.938 4,171 5,334 4,112 4,003

SEGUNDO PROCESO
B-6 4,224 4,810 4,473 4,405 4,700
B-7 4,590 4,914 4,930 4,670 4,662
B-8 3,724 3,838 4,482 3,859 3,952

14



5. CONCLUSIONES

A partir de una suspension de esporas de Bacillus stearothermophilus
disponible comercialmente, es posible elaborar capilares de tamafio

definido para ser expuestos a un proceso de esterilizacion.

Con la ayuda de las herramientas de digitalizaciéon y modelado 3D en
conjunto con la tecnologia CAD/CAE es posible capturar la geometria y
simular el tratamiento térmico de una bolsa tipo que sera utilizada para
estimar el tiempo de procesamiento térmico de conos de jurel envasados

al vacio en bolsas esterilizables.

En cuanto a la validacién, los perfiles de temperatura experimentales y
simulados obtenidos en la ubicacidn fisica de la termocupla, demostré un
buen ajuste con valores de RMSE por debajo del criterio ingenieril
establecido del 5%. Con un maximo valor de RMSE de 2,17% (1,12 °C) y

un valor minimo de 1,33% (1,1 °C).

En cuanto a la validacion, los valores esterilizantes (S) experimentales y
estimados obtenidos en la ubicacion del capilar, son bastante cercanos,
con un diferencia minima de 0,13% y una maxima de 7,35% entre todas
las muestras procesadas térmicamente. Ademas, el rango de desviacion
de los resultados experimentales se encuentra dentro del rango de

desviacion de los resultados estimados
Los capilares que contienen microorganismos indicadores pueden ser

utilizados para evaluar la letalidad del proceso con un factor de seguridad

del 15%. Asi, el siguiente paso deberia estar enmarcado en el desarrollo

146
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de capilares BIU (Biological Indicador Unit) para ser utilizadas en forma

masiva en la industria conservera.

La metodologia propuesta donde se utilizan capilares con esporas de
Bacillus stearothermophilus y que utiliza los principios de ingenieria
reversa y como herramientas la tecnologia CAD/CAE y el método de
elementos finitos (FEM), se puede utilizar para validar
microbiolégicamente el tratamiento térmico de otros tipos de producto

que varien en cuanto a tamafo, forma, composicion e inclusive envase.

Si bien existen trabajos en el area, que se enfocan principalmente a la
optimizacion de proceso térmicos en alimentos y vagamente al uso de
capilares, no existen en la actualidad investigaciones que propongan y
desarrollen un método bioldgico de evaluacion de tratamientos térmicos
a un nivel practico en las industrias conserveras, que ademas valide y
respalde el desarrollo futuro de capilares BIU que puedan ser obtenidos
de forma masiva comercialmente. Dandole un uso mas rapido y facil de

implementar.



6. RESUMEN

El principal objetivo de la presente investigacion fue validar microbiol6gicamente
el tratamiento térmico de esterilizacion de conos truncados de jurel envasados
al vacio en bolsas esterilizables, mediante la confeccion de capilares con
esporas de Bacillus stearothermophilus. Por medio de la Ingenieria Reversa y
de la tecnologia CAD/CAE fue posible capturar la forma irregular compleja de
las muestras evaluadas y simular los tratamientos térmicos de esterilizaciéon. La
ubicacion fisica (coordenadas x, y, z) de los capilares en las muestras se
obtuvieron mediante Rayos X. Las reducciones decimales estimadas (Sestimado)
de cada tratamiento térmico obtenidas en la ubicacion fisica del capilar fueron
determinadas previamente mediante simulacion 3D. Las reducciones
decimales logradas experimentalmente (Sexperimenta) €N €l capilar para cada
tratamiento térmico y muestra, fueron calculadas en base a la cantidad de
esporas inicial y residual determinada por recuento en placas. Los valores S
promedio experimentales y estimados mostraron una buena concordancia con
un error relativo que oscil6 en el rango de 0,13% y 7,35%. Ademas, el rango de
desviacion de los datos S experimentales confirma la concordancia con los
valores S estimados al encontrarse dentro del rango de desviacion de éstos.
Los resultados obtenidos demostraron que es posible evaluar el tratamiento
térmico de esterilizacion de conos de jurel envasados al vacio en bolsas
esterilizables mediante el uso de capilares bioldgicos con un factor de seguridad
del 15%, equivalente a una letalidad de 1,15. La metodologia propuesta puede
utilizarse para evaluar microbiologicamente la letalidad de un tratamiento
térmico de cualquier producto que requiera ser esterilizado y para desarrollar

unidades de indicadores bioldgicos.
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SUMMARY

The main objective of this research was to validate microbiologically the thermal
treatment of sterilization of Jack Mackerel cone frustum shape vacuum-packed
in retortables pouches, by manufacturing capillaries with Bacillus
stearothermophilus spores. By using Engineering Reverse principles and
CAD/CAE technology was possible to capture irregular odd shape of evaluated
samples and to simulate the thermal treatments of sterilization. Physical location
(coordinates x, y, z) of capillaries inside pouches were obtained by means of X-
rays. The estimated decimal reduction values (Sestimado) Of each thermal
treatment obtained for the capillary physical location were previously determined
by using simulation 3D. The decimal reductions achieved experimentally
(Sexperimental) IN the capillary for each thermal treatment and samples were
calculated on the basis of the initial and residual quantity of spores determined
by recount in plates. The S average experimental and estimated values showed
a good agreement with a relative error ranged between 0,13 % and 7,35 %. In
addition, the deviation range of S average experimental data confirms
agreement with S average estimated values since they fell inside the deviation
range of the latter. The obtained results demonstrated that it is possible to
evaluate sterilization processes of jack mackerel frustum cones vacuum-packed
in retortables pouches by using Bacillus stearothermophilus capillaries with a
safety factor of 15%, equivalent to a lethality of 1,15. The proposed methodology
can be used to validate microbiologically thermal treatments of other food

products that need to be sterilized and to develop biological indicator unit.
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ANEXO 1

Propiedades termofisicas del jurel (Trachurus symmetricus murphyi) en

funcion de la temperatura generadas en Foodproperty v1.0

Temperatura Kx Ky K; Co
(°C) (W/m °C) (W/m °C) (W/m °C) (J/kg °C)
12 0,499 0,499 0,499 3588,1
13 0,5 0,5 0,5 3588,5
14 0,502 0,502 0,502 3588,8
15 0,503 0,503 0,503 3589,2
16 0,504 0,504 0,504 3589,6
17 0,505 0,505 0,505 3590
18 0,507 0,507 0,507 3590,4
19 0,508 0,508 0,508 3590,8
20 0,509 0,509 0,509 3591,2
21 0,51 0,51 0,51 3591,6
22 0,512 0,512 0,512 3592,1
23 0,513 0,513 0,513 3592,5
24 0,514 0,514 0,514 3593
25 0,515 0,515 0,515 3593,4
26 0,516 0,516 0,516 3593,9
27 0,517 0,517 0,517 3594,3
28 0,519 0,519 0,519 3594,8
29 0,52 0,52 0,52 3595,3
30 0,521 0,521 0,521 3595,8
31 0,522 0,522 0,522 3596,2
32 0,523 0,523 0,523 3596,7
33 0,524 0,524 0,524 3597,2
34 0,525 0,525 0,525 3597,8
35 0,526 0,526 0,526 3598,3
36 0,527 0,527 0,527 3598,8
37 0,528 0,528 0,528 3599,3
38 0,529 0,529 0,529 3599,9
39 0,53 0,53 0,53 3600,4
40 0,531 0,531 0,531 3601
41 0,532 0,532 0,532 3601,5
42 0,533 0,533 0,533 3602,1
43 0,534 0,534 0,534 3602,7
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44 0,535 0,535 0,535 3603,2
45 0,536 0,536 0,536 3603,8
46 0,537 0,537 0,537 3604,4
47 0,538 0,538 0,538 3605
48 0,539 0,539 0,539 3605,6
49 0,54 0,54 0,54 3606,2
50 0,541 0,541 0,541 3606,9
51 0,542 0,542 0,542 3607,5
52 0,542 0,542 0,542 3608,1
53 0,543 0,543 0,543 3608,8
54 0,544 0,544 0,544 3609,4
55 0,545 0,545 0,545 3610,1
56 0,546 0,546 0,546 3610,7
57 0,547 0,547 0,547 3611,4
58 0,547 0,547 0,547 3612,1
59 0,548 0,548 0,548 3612,8
60 0,549 0,549 0,549 3613,5
61 0,55 0,55 0,55 3614,2
62 0,551 0,551 0,551 3614,9
63 0,551 0,551 0,551 3615,6
64 0,552 0,552 0,552 3616,3
65 0,553 0,553 0,553 3617
66 0,554 0,554 0,554 3617,7
67 0,554 0,554 0,554 3618,5
68 0,555 0,555 0,555 3619,2
69 0,556 0,556 0,556 3620
70 0,556 0,556 0,556 3620,7
71 0,557 0,557 0,557 3621,5
72 0,558 0,558 0,558 3622,3
73 0,558 0,558 0,558 3623,1
74 0,559 0,559 0,559 3623,8
75 0,56 0,56 0,56 3624,6
76 0,56 0,56 0,56 3625,4
77 0,561 0,561 0,561 3626,2
78 0,561 0,561 0,561 3627,1
79 0,562 0,562 0,562 3627,9
80 0,563 0,563 0,563 3628,7
81 0,563 0,563 0,563 3629,5
82 0,564 0,564 0,564 3630,4
83 0,564 0,564 0,564 3631,2
84 0,565 0,565 0,565 3632,1
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85 0,565 0,565 0,565 3633
86 0,566 0,566 0,566 3633,8
87 0,566 0,566 0,566 3634,7
88 0,567 0,567 0,567 3635,6
89 0,567 0,567 0,567 3636,5
90 0,568 0,568 0,568 3637,4
91 0,568 0,568 0,568 3638,3
92 0,569 0,569 0,569 3639,2
93 0,569 0,569 0,569 3640,1
94 0,569 0,569 0,569 3641
95 0,57 0,57 0,57 3642
96 0,57 0,57 0,57 3642,9
97 0,571 0,571 0,571 3643,8
98 0,571 0,571 0,571 3644,8
99 0,571 0,571 0,571 3645,8
100 0,572 0,572 0,572 3646,7
101 0,572 0,572 0,572 3647,7
102 0,572 0,572 0,572 3648,7
103 0,573 0,573 0,573 3649,7
104 0,573 0,573 0,573 3650,7
105 0,573 0,573 0,573 3651,7
106 0,574 0,574 0,574 3652,7
107 0,574 0,574 0,574 3653,7
108 0,574 0,574 0,574 3654,7
109 0,574 0,574 0,574 3655,7
110 0,575 0,575 0,575 3656,8
111 0,575 0,575 0,575 3657,8
112 0,575 0,575 0,575 3658,9
113 0,575 0,575 0,575 3659,9
114 0,576 0,576 0,576 3661
115 0,576 0,576 0,576 3662
116 0,576 0,576 0,576 3663,1
117 0,576 0,576 0,576 3664,2
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ANEXO 2.

Recuentos obtenidos de la solucién madre e inicial.

ANEXO 2.1 Recuento obtenidos de la solucién madre.

Repeticiones 1 2 3
UFC/ ml 2,3x108 2.8 x 108 2,6 x 108
Log UFC/ml 8,36 8,45 8,41

ANEXO 2.2 Recuento inicial obtenido en los capilares

UFC/ 0,01ml
Capilar/ repeticiones
1 2 3
C1 2.4 x 10° 2,43 x 10° 2,55 x 10°
C2 1,8 x 10° 2 x 10° 2,15 x 10°
C3 2,7 x 10° 2,73 x 10° 2,95 x 10°

Log UFC/0,01 ml

C1 6,38 6,39 6,41

C2 6,26 6,3 6,33

C3 6,43 6,44 6,47
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ANEXO 3

Analisis Estadistico de los resultados obtenidos en la evaluacion de la

influencia de rayos X sobre la cantidad final de esporas de B.
stearothermophilus

ANEXO 3.1 Andlisis de varianza obtenido en STATGRAPHICS.

Tabla ANOVA para Recuentos segun Muestras

Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor

Entre grupos  1,49984E12 5 2,99969E11 4,98 0,0106
Intra grupos 7,22667E11 12 6,02222E10

Total (Corr.)  2,22251E12 17




ANEXO 3.2 Test de rangos multiples obtenido en STATGRAPHICS.

165

Contraste Mdltiple de Rango para Recuentos segun Muestras

Método: 95.0 porcentaje HSD de Tukey

Muestras Frec. Media Grupos homogeéneos
bolsa 3 3 2,35667E6 X
bolsa 1 3 2,40667E6 X
bolsa 5 3 2,51E6 X
bolsa 2 3 2,63E6 XX
bolsa 4 3 2,76667E6 XX
bolsa 6 3 3,21667E6 X
Contraste Diferencias +/- Limites
bolsa 1 - bolsa 2 -223333,0 673118,0
bolsa 1 - bolsa 3 50000,0 673118,0
bolsa 1 - bolsa 4 -360000,0 673118,0
bolsa 1 - bolsa 5 -103333,0 673118,0
bolsa 1 - bolsa 6 *-810000,0 673118,0
bolsa 2 - bolsa 3 273333,0 673118,0
bolsa 2 - bolsa 4 -136667,0 673118,0
bolsa 2 - bolsa 5 120000,0 673118,0
bolsa 2 - bolsa 6 -586667,0 673118,0
bolsa 3 - bolsa 4 -410000,0 673118,0
bolsa 3 - bolsa 5 -153333,0 673118,0
bolsa 3 - bolsa 6 *-860000,0 673118,0
bolsa 4 - bolsa 5 256667,0 673118,0
bolsa 4 - bolsa 6 -450000,0 673118,0
bolsa 5 - bolsa 6 *-706667,0 673118,0

* indica una diferencia significativa.
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ANEXO 4

Coordenadas capilares y termocuplas por medio de radiografias

ANEXO 4.1 Ubicacion coordenadas (x, y, z) de la termocupla y capilar

por medio de radiografia para la muestra A-1. (a) Plano XY.
(b) Plano XZ.
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ANEXO 4.2  Ubicacion coordenadas (X, y, z) de la termocupla y capilar
por medio de radiografia para la muestra B-6. (a) Plano XY.
(b) Plano XZ.
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ANEXO 4.3  Ubicacion coordenadas (X, y, z) de la termocupla y capilar
por medio de radiografia para la muestra B-8. (a) Plano XY.

(b) Plano XZ.

cm




ANEXO 5

Modelos digitales 3D

ANEXO 5.1 Modelo digital 3D de la muestra A-1.
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ANEXO 5.2 Modelo digital 3D de la muestra B-6.
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ANEXO 5.3 Modelo digital 3D de la muestra B-8.
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ANEXO 6

Modelos mallados FEA

ANEXO 6.1 Modelo mallado generado en ALGOR de la muestra A-1.
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ANEXO 6.2 Modelo mallado generado en ALGOR de la muestra B-6.
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ANEXO 6.3 Modelo mallado generado en ALGOR de la muestra B-8.

v.1



ANEXO 7

Diagrama de contorno

ANEXO 7.1 Corte longitudinal del diagrama de contorno de la muestra A-1.

Time: 540 s
Time Step: 270 of 3070
Maximum Value: 117177 deg C

Minimum “Value: 24 0254 deg C

Temperatur
deg C

118
105,83
05 66
25,49
75.32
65.15
54.92
49.81
=484
24.97
14.3
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ANEXO 7.2 Corte longitudinal del diagrama de contorno de la muestra B-6.

Temperature
deg C

116
10578
85.56
8534
7512
G40
S54.68
a3 95
3929
2802
138

Time; 530 s

Time Step: 265 of 3172
Maximum “Value: 116.241 deg C

Minimum YValue: 23.7759 deg C

9.1



ANEXO 7.3 Corte longitudinal del diagrama de contorno de la muestra B-8.

Tempeiature
deg C

1416
10585
B5.7
B5.55
754
8525
3.1
4405
24.8
2465
14.5

Time: 530 s
Time Step. 265 of 3172
Maximum Value: 116.211 deg C

Minimum Value: 23 3649 deg C
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ANEXO 8

Recuento de la cantidad de esporas sobreviviente al tratamiento térmico.

ANEXO 8.1 UFC de B. stearothermophilus obtenidos en la muestra A-1
después del tratamiento térmico.
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ANEXO 8.2 UFC de B. stearothermophilus obtenidos en la muestra B-6
después del tratamiento térmico.
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ANEXO 8.3 UFC de B. stearothermophilus obtenidos en la muestra B-8
después del tratamiento térmico.
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ANEXO 9

Ubicacion del nodo de los capilares y la termocupla en ALGOR®

ANEXO 9.1 Localizacion del nodo de la termocupla, capilar y nodo méas
frio en el modelo digital para la muestra A-1.
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Localizaciéon del nodo de la termocupla, capilar y nodo mas

frio en el modelo digital para la muestra B-6.

ANEXO 9.2
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ANEXO 9.3 Localizacién del nodo de la termocupla, capilar y nodo mas
frio en el modelo digital para la muestra B-8.
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ANEXO 10

Ajuste de perfiles simulados y experimentales de la termocupla

ANEXO 10.1 Perfiles de temperatura experimental y simulado para el proceso térmico de la muestra A-1.
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ANEXO 10.2 Perfiles de temperatura experimental y simulado para el proceso térmico de la muestra B-6.
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ANEXO 10.3 Perfiles de temperatura experimental y simulado para el proceso térmico de la muestra B-8.
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ANEXO 11

Célculo del S promedio estimado del capilar a partir del Fo simulado obtenido en ALGOR®

Muestra Fo estimado capilar S estimado capilar S prpmedlo .
estimado
P1 P2 P3 P1 P2 P3
Primer tratamiento
A-1 9,092 8,479 8,603 4,330 4,038 4,097 4,155 +0,154
A-3 8,696 8,083 7,996 4,141 3,849 3,808 3,933 10,182
A-4 11,202 8,635 8,406 5,334 4,112 4,060 4,483 +0,740
Segundo tratamiento
B-6 9,394 9,251 9,87 4,473 4,405 4,700 4,526 +0,154
B-7 10,352 9,807 9,79 4,930 4,670 4,662 4,754 +0,152
B-8 9,412 8,103 8,299 4,482 3,859 3,952 4,097 +0,336

/8T
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ANEXO 12
Valores esterilizantes calculados para Clostridium botulinum

ANEXO 12.1 Calculo de valores esterilizantes para la destruccion de esporas de C. botulinum en base a la
destruccion de capilares con esporas de B. stearothermophilus.

Factor de seguridad _ Capilar con esporas de B. stearothermophilus
(%) C bOtU|Inum (Frequerido)
Srequerido No (0.04ml)

- 2,92 1,20 1,58
30 3,50 1,67 4,67
45 4,50 2,14 13,80

50 5,00 2,38 23,98

60 6,00 2,86 72,44

88T
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ANEXO 12.2 Ejemplo de calculo.

F, capilar Bacillus = F, capilar Clostridium
D, Bacillus - S Bacillus = F, Clostridium

Por lo tanto, considerando un Do= 2,1 es necesario reducir 2,38 ciclos
logaritmicos de Bacillus stearothermophilus, para lograr el equivalente a un Fo

de 5,0 para Clostridium botulinum.
Si la reduccion de ciclos calculada es aplicada a capilares BIU. Para lograr una

poblacién final (N) de 10™ en el capilar, es decir, en 0,04 ml, y calculando el

antilog, la poblacién inicial (No) a utilizar seria de 2,4x10" esporas en 0,04 ml.

S = Iog(Noj
Nf

N
2,38 = log| —%
9(101]
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