REVISION: EL OZONOY SU UTILIZACION EN LA
INDUSTRIA AGROALIMENTARIA

E. Aguayo, V.H. Escalona y F. Artés

Grupo de Postrecoleccion y Refrigeracion. Departamento de Ingenieria de Alimentos. Universidad Politécnica de Cartagena. Paseo Alfonso XIII, 48.

30203 Cartagena. Murcia. Espaia. encarna.aguayo@upct.es

| RESUMEN |

El ozono (0,) es un potente oxidante y esterilizante, utilizado desde
hace muchos afios para desinfectar el agua en plantas potabilizadoras.
Empleado en reducidas concentraciones y con un corto tiempo de con-
tacto es muy eficaz para, inactivar bacterias, hongos, esporas, virus y
protozoos. Actualmente se utiliza en la industria agroalimentaria, prin-
cipalmente como sustituto del cloro en el agua de lavado y desinfec-
cion de materias primas y también como gas desinfectante del aire en
camaras de refrigeracién. Los resultados saobre su eficacia son prome-
tedores, aungue la susceptibilidad de los microorganismos a su accion
depende del producto, dosis, método de aplicacidn (agua ozonizada o
gas), temperatura, pH del medio, humedad relativa y presencia de sus-
tancias organicas oxidables. En general, los estudios se han realizado
sobre su eficacia desinfectante en suspensiones celulares puras, pero
la presencia de materia organica propia de los componentes alimenta-
rios exige mayores dosis de 0,. Se han realizado muy pocos trabajos
sobre la desinfeccion de frutas y hortalizas después de su conservacién
frigorifica. En esta revision tras recopilar las caracteristicas fisico-gui-
micas y métodos de obtencion y determinacion de este gas, se analiza
su utilizacion sobre alimentos vivos (frutas y hortalizas) lavados con
agua ozonizada o conservados bajo 0, gas como coadyuvante.
Finalmente se examina su influencia sobre la actividad metabdlica y la
calidad microbiolbgica, sensorial y nutritiva de los productos tratados.

SUMMARY

The ozone (05) is a powerful oxidant and sterilizing agent. It has been
used in water plant disinfection for along time ago. Relatively low 0,
levels and short contact time are sufficient to inactivate bacteria,
molds, yeasts, parasite, viruses and spores. Nowadays, 0, is using in
the food industry Like an alternative to chlorine disinfection. The results
reported about its efficacy are very encouraged. However, susceptibility
of microorganisms to 0, varies with the kind of product, doses, tempe-
rature, pH of the medium, RH and oxidizable organic substances. In
general, most of the experiments have been applied to pure cell sus-
pensions, but the presence of organic matter (e.g., food components)
increase the need for higher doses of 0,. Only a few studies are related
to 0, and fruits and vegetables decontamination after a period of chi-
lling storage. In this review, the studies linked to alive food (fruits and
vegetables) treated with O, water dip or gaseous 0, storage have been
collected. In addition a brief exposition about physicochemicat features
and generation and measurement of 0, is also reported. The 0, appli-
cations effects on metabolic behaviour and microbial, sensorial and
nutritive quality in fruits and vegetables are also described in this
review.

ESTRUCTURA'Y
PROPIEDADES FISICAS
Y QUIMICAS

El ozono (O3), un oxigeno triatémi-
co identificado en 1840, es un gas
azulado a temperatura ambiente y de
refrigeracion, con un penetrante y
caracteristico olor acre (Horvath et al.,
1985). Es un potente oxidante (una
vez y media mas fuerte que el cloro) y
el quinto en potencial de oxidacion
termodinamica, tras el flGor, cloro, tri-
fluoruro, oxigeno atdémico vy el radical
libre hidroxilo (Tabla 1).

A —112°C, el O, condensa a un
liquido azul oscuro (Tabla 2). El
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ozono liguido explota facilmente, si la
mezcla de ozono-oxigeno es superior
al 20%. El detonante de la explosion
puede ser las descargas eléctricas, o
cambios bruscos de temperatura o de
presion. Sin embargo en la practica,
las explosiones de O, son extrema-
damente rafas (Guzel-Seydim et al.,
2004a). =

En la estructura de la moléecula de
0O, los atomos de oxigeno (O,) de la
molécula se organizan en su angulo
obtuso, por lo cual el atomo central de
O,, esta unido a dos atomos de oxige-
no equidistantes. El angulo es aproxi-
madamente 116° 49" y la longitud del
enlace es de 1,178 A. La molécula
posee cuatro estructuras resonantes
(Guzel-Seydim et al., 2004a).

Estructuras resonantes de la molé-
cula de ozono:

ro".//‘q\.,o'? ?b/?\d‘
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FORMACION DEL
0ZONO

La primera referencia histérica que se
tiene del O; fue en 1781 cuando Van
Marum describié su peculiar olor des-
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TABLA 1
Patencial de oxidacion de las principales agentes oxidantes.

Agente oxidante

Potencial de oxidacion (mv)

Fluor 3,06
Ozono 2,07
Permanganato 1,67
Dioxido de cloro 1,50
Acido hipocloroso 1,49
Cloro (gas) 1,36

Fuente: Horvath et al. (1985).

pués de que se produjera una descarga
eléctrica en una tormenta. En 1841,
Chonbein le asigno a este gas su actual
denominacioén, que deriva del vocablo
griego “oler” (Nadas et al, 2000).

El O, se produce de forma natural
en la estratosfera, en peguefas can-
tidades (0,05 mgL™) por accion de las
radiaciones ultravioleta (UV) del sol o
durante las descargas eléctricas.
Este gas se forma, principalmente,
por la ruptura y reasociaciéon de las
moléculas de O,, presentes en el aire
a causa de la accion de los rayos UV
procedentes del sol, de manera que
tres moléculas de O, dan lugar a
dos de O;, la forma triatomica del
oxigeno. Como consecuencia, el
paso 30, = 2 O, absorbe gran parte

con la intensidad inicial a la superficie
terrestre y pueda afectar de manera
dramatica a su biosfera. Debido a
esta reaccion en la atmésfera terres-
tre existe, entre los 15 y 40 Km de
altura, una capa con una mayor con-
centracion de este gas, denominada
ozonosfera, que actua como escudo
protector de la tierra ante los rayos
UV (Nadas et al., 2000).

La creciente degradacion de la
capa de O, debido a sustancias
como los compuestos clorofluorocar-
bonados (CFC), esta produciendo un
aumento de la radiacion UV. En las
capas cercanas a la superficie de la
tierra se forma O, debido a la radia-
cién UV de alta energia, especialmen-
te en presencia de contaminantes

de la energia que incide en la como los gases nitrosos (Shirk,
atmosfera evitando que ésta llegue  2000).
TABLA 2

Propiedades fisicas del ozono.

Peso molecular

Punto de ebullicion

Punto de fusion

Temperatura critica

Presion critica

Fuente: Guzel-Seydim et al. (2004a).

" 48

-111,9 £ 0,3°C

-192.5+ 0,4°C

-12,1°C

54,6 atm

En la superficie terrestre, el O se
forma artificialmente como subpro-
ducto de la utilizacion de los combus-
tibles fosiles al reaccionar los hidro-
carburos, liberados a la atmédsfera
principalmente por los complejos
industriales y los automaéviles, con O,,
oxidos de nitrégeno y luz solar
(Schraudner et al., 1997), formando
parte de la llamada contaminacion
fotoguimica atmosférica, de la cual es
el componente mas nocivo para la
vegetacion (Heagle, 1989).

El método mas utilizado para pro-
ducir importantes cantidades de O, es
el de descarga en corona (“corona
dicharge”): se usa un generador que
esta formado por dos electrodos, uno
de alta y otro de baja tension, separa-
dos por un medio dieléctrico pegado
al electrodo de alta tension, de forma
que se crea un espacio entre la capa
de material y el electrodo de baja ten-
sion, llamado hueco de descarga
(Guzel-seydim et al., 2004a).

Esquema del método “descarga
en corona” (Rice et al., 1982)

e
{

EBlectrode (high tension)
[ ] Dielecuic

Electrode. (low tension)

Cuando se aplica una corriente
alterna de alto voltaje a través del
hueco de descarga en presencia de
aire u O,, excita a los electrones del
O,, produciéndose la ruptura de la
molécula de O,; los dos atomos libres
se combinan con dos moleculas de O,
y se forman dos moléculas de O,. La
produccion de O, depende del voltaje,
de la frecuencia de la corriente, de las
propiedades y espesor del material
dieléctrico, del hueco de descarga y
de la presion absoluta dentro del
hueco de descarga.

Si se utiliza aire como fuente de ali-
mentacion del generador, se produce
del 1 al 3% de O,. Sin embargo, usan-
do O, puro se puede conseguir un 6%
de Oj;. La concentracion de Oz no
puede incrementarse mas alla del
punto en el cual el porcentaje de des-
truccion y de formacion son iguales
(Guzel-seydim et al., 2004a).




Ademas del método fotoquimico y
del método de la corona, el O3 se
puede producir por métodos quimi-
cos, térmicos, quimionucleares y elec-
trolitos. Un nuevo método en la pro-
duccion de O, implantado por
Lynntech, es un proceso electroquimi-
co, en el cual el agua se descompone
en atomos de oxigeno que se combi-
nan para formar O; y moléculas de
O,, que al parecer produce sobre el
10 al 18 % de O4 en la mezcla resul-
tante (Kim et al., 1999a).

El O, se descompone en una diso-
lucién acuosa, produciendo radicales
hidroperdxidos (HO,™), hidroxilo (OH7)
y superdxido (O,7). La reactividad del
O, se atribuye, en parte, al gran poder
oxidante de estos radicales libres
(Kim y Youssef, 2000). La descompo-
sicion del O; es tan rapida en disolu-
cién acuosa, que en los alimentos su
accion microbiana se da principal-
mente en la superficie (Kaess y
Weidemann, 1968).

METODOS PARA LA
DETERMINACION DEL
0ZONO

Los meétodos analiticos para la
determinacién de ozono pueden ser
fisicos, fisico-quimicos y quimicos.
Los métodos fisicos estan basados
en la medida de propiedades de la
particula de O, como la intensidad de
absorcion en UV, visible, o region
infrarroja del espectro. Los fisico-qui-
micos miden los efectos fisicos de la
reaccion del O, con diferentes agen-
tes, como quimioluminescencia o
calor de reaccién. Los quimicos
miden la cantidad de producto resul-
tante de la reaccion del O4 con reacti-
vos apropiados (ej: Kl, HI) o la reduc-
cién de peso molecular de un polime-
ro. Estos métodos difieren en sensibi-
lidad y precision (Adler y Hill, 1950).

Método iodométrico: fue aproba-
do por la Asociacion Internacional del
Ozono. El O; oxida al ién yoduro, libe-
rando yodo; después es valorado con
tiosulfato sodico y almidédn como indi-
cador del punto final. Este método no
es solo para el Oj sino también para
todas las especies oxidantes resultan-

_

36 « Alimentaria Septiembre 05

tes de la descomposicién del O; en
disolucion (Gordon y Grunwell, 1983).

Método indigo: el método calori-
métrico de indigo es preciso, rapido y
sensible (el nivel mas bajo de detec-
cion es 0,005 pg/mL). Fue aprobado
por el Comité de Métodos Estandar
para el examen de aguas y aguas
residuales, en 1882, porque no produ-
cia interferencias por presencia de
H,0,, perdéxidos organicos, mangane-
S0 y especies oxidantes presentes en
el agua potable. En este método, el
O; se adiciona a través del doble
enlace C=C de la tintura de indigo sul-
fonado y lo decolora. EI cambio de
absorbancia se determina por espec-
trofometria (Bader y Hoigné, 1981).

Método espectrofotométrico: para
determinar con precision el O en esta-
do gaseoso debe usarse el método
espectrofotométrico en UV. El O, pre-
senta un maximo de absorcion a una
longitud de onda de 253,7 nm y el coe-
ficiente de absorcion de la fase gaseo-
sa es de 300 £ 30 mol" cm™ a 273°K y
1 atm (Gordon y Grunwell, 1983).

Los métodos calorimétricos para
medir el O, se basan en su descom-
posicion en presencia de un cataliza-
dor produciendo calor.

Para medir el potencial de oxido-
reduccion se usan instrumentos basa-
dos en el método amperomeétrico.
Este método usa una celda de medi-
cion de flujo continuo de dos electro-
nes metalicos diferentes para general
una corriente proporcional al O; pre-
sente (Khadre et al., 2001).

MODO DE
INACTIVACION DE LOS
MICROORGANISMOS

El exceso de O, se descompone
rapidamente en O, sin dejar residuos
en los alimentos, produciendo un gran
ndimero de radicales libres siendo el
mas importante el hidroxilo (OH").
Algunos autores afirman que el O,
molecular es el principal inactivador
de microorganismos mientras que
otros sostienen que su actividad anti-
microbiana se debe a la reaccion de
los radicales procedentes de la des-
composicion del O3 como 'OH, "O," y

HO'; (Bablon et al.,, 1991b; Chang vy
Chim, 1996; Glaze y Kang, 1989;
Harakeh y Butler 1985; Hunt vy
Marinas, 1997). Aunque esos radica-
les libres son oxidantes mas podero-
s0s, su vida media es corta (microse-
gundos) y no tienen un efecto signifi-
cativo en la concentracion. Pero la
vida media de la molécula de O; en el
aire es relativamente larga (unas 12
horas) aungue en disoluciéon acuosa
depende de la cantidad de O, que
demande el material ozonizado.

La aplicacion de O, puede reducir
significativamente la flora microbiana
en la superficie de los alimentos
(Achen, 2000) ya que su descomposi-
cion en la fase acuosa del alimento es
rapida y su accidon antimicrobiana ten-
dra lugar principalmente en la superfi-
cie (Kaess y Weidemann, 1968). La
inactivacion de microrganismos por el
O; es un proceso complejo dado que
ataca a un gran numero de constitu-
yentes celulares: proteinas, lipidos
insaturados y enzimas respiratorias en
las membranas celulares, péptidogli-
canos en envolturas celulares, enzi-
mas y acidos nucléicos del citoplasma,
proteinas y péptidoglicanos en cubier-
tas de esporas y cépsides de virus,
como se describe a continuacion.

Cubierta celular: la superficie celu-
lar de la bacteria es el primer lugar de
actividad del O; (Khadre y Youssef,
2001). Scott y Lesher (1963) propu-
sieron que los dobles enlaces de los
acidos grasos insaturados que com-
ponen la cubierta celular son el primer
sitio de ataque. Otros componentes
de las cubiertas celulares suscepti-
bles de ser oxidados por el O, son las
membranas ligadas a enzimas, glico-
proteinas y glicolipidos conduciendo a
la salida del contenido celular y even-
tualmente causando la lisis (Murray et
al.,, 1965). Cuando los lipidos insatu-
rados y los grupos sulfhidricos de los
enzimas son oxidados por el Oj, se
altera la actividad celular normai,
incluyendo la permeabilidad, seguida
de la muerte. Asi, tratando Salmonella
enteritidis con soluciones ozonizadas
se alteré la membrana celular. Sin
embargo, Komanapalli y Lau (1996)
cbservaron que la exposicidn corta
(1-5 min) de Escherichia coli K-12 (E.
coli) a 600 ppm O; comprometia la
permeabilidad de la membrana pero




sin afectar la viabilidad, que disminuia
progresivamente con exposiciones
superiores a 30 min.

Cubierta de las esporas bacteria-
nas: las esporas de Bacillus subtilis
tratadas con disolucion ozonizada
muestran una profunda interrupcién
de la cubierta externa. Estas esporas
al estar desprovistas de sus proteinas
de cubierta son inactivadas rapida-
mente por el O, en comparacion con
las esporas intactas. Estas proteinas
de la cubierta son una barrera de pro-
teccion primaria frente al O, (Young y
Setlow, 2004).

Enzimas: la inactivacion de enzi-
mas parece ser un importante meca-
nismo por el cual el O, destruye las
células. Mientras el cloro destruye
selectivamente ciertos enzimas, el O,
actua como un oxidante general pro-
toplasmico (Ingram y Barnes, 1954,
Takamoto et al., 1992). Ingram y
Barnes (1954) encontraron una des-
truccion general de los sistemas des-
hidrogenasa en la célula, proponiendo
que el O; mataba a E. coli por interfe-
rir con el sistema respiratorio. Se
sugirio que la oxidacion de los grupos
SH- y S-S en residuos de cisteina en
la enzima era la principal causa de
muerte. Takamoto et al. (1992) obser-
varon que el O; en Escherichia coli
inactiva en mayor grado la R-galacto-
sidasa citoplasmatica que la fosfatasa
alcalina periplasmica.

Material genético: el O; puede inac-
tivar microorganismos al dafiar su mate-
rial genético. En estudios in vitro, Scott
(1975) e Ishizaki et al. (1981) con ADN
de E. coli, observaron que las bases
pirimidinicas, en especial la timina, son
mas sensibles al O; que citosina y ura-
cilo. En otro estudio, el O, abrio el plas-
mido circular de ADN vy redujo su capa-
cidad de transformacién, produciendo
simples y dobles hebras rotas del plas-
mido de ADN vy disminuy6 la actividad
transcriptora (Mura y Chung, 1990).
Estudiando E. col, I'Herault y Chung
(1984) encontraron que el O, puede
producir mutaciones. Sin embargo,
otras investigaciones no detectaron nin-
gun efecto mutagénico del czono en
Salmonella spp. (Victorin y Stahlberg,
1988). Investigaciones en E. coli deter-
minaron que el O, puede inducir muta-
ciones, pero otras realizadas en
Salmonella spp. no encontraron ese

efecto mutagénico y en Saccharomyces
cerevisiae solo observaron un débil
efecto mutagenico del O, (Khadre et al.,
2001).

ESPECTRO
MICROBICIDA DEL
0ZONO

El O; es un agente antimicrobiano
de amplio espectro; es activo contra
bacterias (gram-negativas y gram-
positivas), hongos, virus, protozoos y
esporas fungicas y bacterianas.
Sobsey (1989), Restaino et al. (1995)
y Deniniger y Lee (2000) averiguaron
que las bacterias gram-positivas son
mas resistentes que las gram-negati-
vas, con la excepcién de Listeria
monocytogenes. Sin embargo, Kim et
al. (1999b) encontraron resultados
inconsistentes con las conclusiones
citadas y la resistencia en orden des-
cendente fue de Escherichia coli
0157:H7, Pseudomonas fluorescens,
Leuconostoc mesenteroides y Listeria
monocytogenes. Broadwater et al.
(1973) determinaron un menor umbral
letal para Bacillus cereus y Bacillus
megaterium que frente a sus esporas.
El O; es generalmente mas efectivo
contra las bacterias celulares vegeta-
tivas que frente a esporas de bacte-
rias y hongos (Kim et al., 19939b).

Ademas, el O3 es un eficaz fungici-
da. Farooq y Akhlaque (1983) y
Kawamura et al. (1986) comprobaron
qgue también inactiva levaduras. Para
Restaino et al. (1995) las levaduras
parecen mas sensibles que los mohos
a los tratamientos de O,. Normalmente
se requieren concentraciones mas ele-
vadas que para las bacterias (Rego et
al., 2002). También el O, inactiva virus
poratacar a la capside: altera las cade-
nas'de polipéptidos en la cubierta pro-
téica oxidandolas y modificando la
estructura tridimensional (Kim et al.
1980). Al ocurrir esto, el virus no puede
anclarse a ninguna célula hospedado-
ra por no reconocer su punto de ancla-
je (Roy et al., 1981). La accidn viricida
sucede a concentraciones inferiores a
la bactericida dado que la complejidad
de la envoltura virica es inferior a la de
la pared bacteriana (Rego et al., 2002).
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No obstante, Ia cepa del microorga-
nismo, la edad del cultivo, la densidad
de poblacién tratada, la demanda de
O, de los componentes del medio, el
método de aplicacion de O, (agua o
gas), la precision de los procesos de
medida y los dispositivos, y métodos
para medir la eficacia antimicrobiana
influyen en la determinacion de la efi-
cacia del O3 (Khadre et al., 2001)

FACTORES QUE
AFECTAN A LA
CANTIDAD DE OZONO
DISPONIBLE

El O, es relativamente inestable en
disoluciones acuosas, descomponién-
dose continua, pero lentamente, a O,
(Tomiyasu et al., 1985). La vida media
del O; en agua destilada a 20°C se
estima en 20 a 30 min. Sin embargo,
Wynn et al. (1973) reportaron una vida
media de 165 min en agua destilada a
20°C mientras Wickramanayake et al.,
(1984) informaron de una vidade 2 a 4
min en soluciones acuosas a pH 7.0 y
25°C. No obstante, la solubilidad del
0O, depende de la temperatura, pureza
y pH del medio, como se describe a
continuacion.

TEMPERATURA

El O; es parcialmente soluble en
agua, cumpliendo la ley de Henry, por
la que la cantidad de gas presente en
la solucion a una determinada tempe-
ratura es linealmente proporcional a
la presion parcial del gas. Con el
aumento de la temperatura el O; es
menos soluble y estable pero la velo-
cidad de reaccién con el sustrato
aumenta (Bablon et al., 1991). La
temperatura determina parcialmente
la velocidad a la cual puede difundirse
a través de la superficie del microor-
ganismo y su velocidad de reaccion
con el sustrato. Wickramanayake et
al. (1984) observaron que al aumen-
tar la temperatura de 0 a 30°C, la
velocidad de inactivacion de Giardia
cysts aumentaba. Sin embargo,
Kinman (1975) no observé ningdn
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TABLA 3
Solubilidad del ozono en agua

Temperatura (°C) Solubilidad (L ozonol/L agua)

0 0,640
15 0,456
27 0,270
40 0,112
60 0,000

Fuente: Khadre et al. (2001).

efecto en la velocidad de desinfeccion
entre 0 y 30°C. Al parecer cuando la
temperatura aumento, el aumento en
la reaccion del O5 era compensado
por la disminucion en su estabilidad
sin producirse ningun cambio. Kim et
al. (1999a) observaron que reducia la
carga microbiana cuando se aplicaba
a temperaturas superiores a las de
refrigeracion.

Segun Wickramanayake et al.
(1984), cuando la temperatura
aumenta de 0°C a 10°C, la tasa de
inactivacion de quistes de Giardia
aumenta. Sin embargo, Kinman
(1975), expuso que cuando se tratan
las bacterias con O4 entre 0°C y 30°C,
la temperatura del tratamiento no
afectaba précticamente al indice de
desinfeccion, relacionando esta
observacion con la menor solubilidad
y el aumento de la descomposicién y
la reactividad del O; conforme
aumentaba la temperatura. Achen
(2000) trataron manzanas contamina-
das con E. colicon O; a 4, 22 y 45°C,
determinando que el recuento de bac-
terias en la superficie se redujo en
3,3; 3,7 y 3,4 unidades logaritmicas,
respectivamente. El analisis estadisti-
co no mostro diferencia significativa
entre los tres tratamientos. La mayor
concentracion de O, residual se
encontré a 4°C y se redujo al aumen-
tar la temperatura. Parece ser que al
aumentar la temperatura de ftrata-
miento, el incremento en la reactivi-
dad del O; compensd la disminucion
de su estabilidad y por eso no se
detect6 ningun cambio en la eficacia.
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pH

El pH del agua afecta mucho a la
velocidad de solubilizacion del O5. La
disoluciébn es mas rapida en agua
desionizada y destilada con pH por
debajo de 6 que en agua corriente
con un pH de 8,3. El elevado pH del
agua de la red puede desestabilizar el
O; disminuyendo su velocidad de
solubilizacion. Leiguarda et al. (1949)
observaron que la eficiencia bacterici-
da del O; en Escherichia coli y
Clostridium perfringens era algo
mayor a pH 6,0 que a 8,0. Foegeding
(1985) encontrdo que el pH &cido
incrementaba la letalidad del O,sobre
esporas de Bacillus y Clostridium.
Asimismo, la estabilidad del O; en Ia
disolucién disminuye cuando el pH
aumenta (Kim et al., 1999b). El O, se
descompone a elevado pH generando
radicales que contribuyen a su efica-
cia. La importancia relativa de estos
dos mecanismos de inactivacidn varia
con el microorganismo y condiciones
de tratamiento. No abstante, la activi-
dad desinfectante del O; no se ve
afectada E)‘Crr un pH def agua entre 6 y
8.5 (Suslow, 2003).

PUREZA

Los microorganismos pueden
encontrarse asociados a materia
organica suspendida en la disclucion,
estorbando la accesibilidad del O,. El

mezclado, burbujeo o turbulencia
aumenta el contacto con las burbujas
y la solubilizacién en agua y ademés
rompe los grupos de microorganis-
mos (Katzenelson et al., 1974; Kim et
al., 1999a). Por ello, el disefio de agi-
tadores o la sonicacion (Burleson et
al., 1975) de O; en agua aumenta su
velocidad de solubilizacion (Schuiz y
Bellamy, 2000). No obstante, la soni-
cacion puede aumentar la descompo-
sicion de O; o aumentar la demanda
del mismo al separar los materiales
organicos de los productos vegetales
cortados (Kim y Yousef, 2000).

La velocidad del flujo de O; y el
tiempo de contacto también afecta a
la transferencia del gas en el agua.
Ameur (2004) encontré que los lava-
dos con agua ozonizada (0,4 ppm) en
escarola minimamente procesada en
fresco, aplicados en duchas incre-
mentaron el efecto microbicida del O,
frente a la inmersién directa del pro-
ducto en agua ozonizada. Ademas, la
realizacion de un prelavado de la
escarola entera, resultd ser muy efi-
caz, reduciendo de forma significativa
la materia organica inicial y, permitien-
do un contacto mas intimo entre la
escarola y el O,.

La presencia de sustancias organi-
cas compiten con los microorganis-
mos ya que, al demandar O, reducen
la dosis del mismo (Ingram y Barnes,
1954). La sensibilidad de los microor-
ganismos al O, esta muy afectada no
sélo por la cantidad sino también por
la naturaleza de esa materia organica
en el medio (Restaino et al., 1995).
Estos autores comprobaron que el
tipo de materia organica es mas
importante que la cantidad presente.
Asi, la materia organica en agua aso-
ciada al alimento es muy indeseable.
Ademas, ciertos subproductos proce-
dentes de la accion del O3 en com-
puestos organicos pueden acortar la
vida util, cambiar la calidad organo-
Iéptica o poner en peligro la seguridad
del producto final.

Guzel-Seydim et al. (2004b) trabaja-
ron en la eficacia del O, para reducir la
poblacion bacteriana en componentes
alimentarios en presencia de fuentes
de &cidos grasos, proteinas y carbohi-
dratos. Estos extractos se inocularon
con esporas de Bacillus stearothermo-
philus o con células vegetativas de



Escherichia coli y Staphylococcus
aureus y, posteriormente se ozoniza-
ron. Se observo que la nata y el casei-
nato sodico proporcionaron el nivel
més alto de proteccion frente al Os.
Otras aplicaciones del O, en agua
se dirigen a reducir los residuos de
pesticidas, compuestos organicos
presentes en el agua (demanda biold-
gica de oxigeno, DBO, o demanda
quimica de oxigeno, DQO) o solidos
en suspension, ya que el O facilita la
floculacion y precipitacién de los mis-
mos y puede convertir muchos mate-
riales organicos no biodegradables en
formas biodegradables (Kim et al,,
1999b). Smilanick et al. (1999) destru-
yeron en mas del 95% la presencia de
fungidas como imazalil, tiabendazol y
orto-fenil fenol tras 30 min de ozoniza-
cion. Con esta técnica, McKenzie et
al. (1997), observaron que lavando
fresas con agua ozonizada (4 ppm) la
flora mesdfila, solidos suspendidos,
DBO y BQO disminuia en un 99,2%,
43%, 33% y 43%, respectivamente.

HUMEDAD RELATIVA (HR)

Para obtener un 6ptimo aprovecha-
miento del O; como gas de conserva-
cion, hay que tener en cuenta la HR
del medio. Elford y Ende (1942)
observaron que con HR inferior al
45% el poder germicida del O, era
insignificante. Los microorganismos
son destruidos mas rapidamente por
O3 en una atmosfera de elevada HR
que baja ya que éstos desecados son
mas resistentes que las células hidra-
tadas (Ewell, 1950).

Kim y Youssef (1999) utilizaron baja
concentraciones de O, a HR variables
para desinfectar microorganismos
transmitidos por el aire. Con HR infe-
rior al 45%, el poder bactericida del O,
fue casi nulo. La inactivacion fue sus-
tancial incluso a concentraciones muy
inferiores a 0,17mg/l cuando se utilizd
alta HR. Se descubrié que no solo los
microorganismos desecados eran
mas resistentes que las células hidra-
tadas a la esterilizacion con O, sino
que una vez desecada, algunas célu-
las eran dificiles de rehidratar lo sufi-
ciente como para ser susceptibles a la
esterilizacion por Oj. Por tanto, el O,
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solo era efectivo como inhibidor para
microorganismos no deshidratados.

Por todo lo expuesto, la sensibilidad
de los microorganismos al O,, depende
no sélo de la dosis sino de su efecto
residual en el medio después de haber
sido consumido por otros componen-
tes. Venosa (1972) sefialdé que uno de
los fracasos mas serios del O, ha sido
la incapacidad para distinguir entre la
concentracion aplicada y la dosis resi-
dual efectiva en la desinfeccién.

METODOS DE
APLICACION DE 0ZONO:
LAVADOS CON AGUA
0ZONIZADA 0
CONSERVACION EN GAS
0ZONADO

El O; puede aplicarse de dos for-
mas, en disoluciones acuosas o de
forma gaseosa en aire. Segun el méto-
do elegido los factores a controlar
seran distintos, asi como la eficacia del
tratamiento en el producto en cuestion.
A continuacion, se exponen los resulta-
dos segun la técnica utilizada.

APLICACION DE OZONO
MEDIANTE LAVADOS
0ZONIZADOS

En este apartado surge el interés
por el O, como sustituto del cloro, ya
que algunas aplicaciones comerciales
muestran que puede reemplazar a
desinfectantes tradicionales propor-
cionando otros beneficios (Artés,
2004, Bott, 1991; Cena, 1998; Cherry,
1999; Graham, 1997: Kim et al.,

“1999a). La ventaja mas importante de

este gas es que es efectivo a muy
bajas concentraciones (0,01 ppm o
menos) y durante periodos de exposi-
cion muy cortos, incluso con efecto
bacteriostatico (Beltran, 1995). La
principal funcién que se le atribuye es
su accion microbicida (Rego et al,,
2002) con un espectro mas amplio
frente a los microorganismos que el
cloro (Kradre et al., 2001).

Actualmente, organizaciones de la
salud y del medio ambiente han
expresado su preocupacion con res-
pecto al cloro por la formacion de resi-
duos quimicos en el agua residual
que recaen en el medio ambiente, o la
formacion de compuestos perjudicia-
les para la salud como trihalometanos
(THM) y cloraminas considerados
toxicos para el higado y el rifion
(Cena, 1998; Graham, 1997; Kim et
al., 1999a; Wei et al.,, 1999). Estos
THM se forman por la reaccion del
cloro libre (HOCI, OCI7) con compues-
tos organicos y el nivel maximo tolerado
de THM en el agua es de 100 pgL’
(Codigo Americano de Regulacion,
1997). El cloro suele usarse en la
industria hortofruticola para mejorar la
calidad microbiologica y el control de
patdégenos, pero recientes estudios
han mostrado sus limitaciones para
destruir bacterias en la superficie de
frutas y hortalizas (Bott, 1991; Cena,
1998; Graham, 1997; Rice et al.,
1982; Sapers, 1998). Ademas, la
industria agroalimentaria genera gran
cantidad de agua residual con eleva-
das cantidades de DBO vy residuos
quimicos, que causan muchos proble-
mas como enfermedades, muerte de
peces, contaminaciéon de aguas vy
ecosistemas danados. Por ello, la
industria debe tratar esos residuos o
pagar importantes canones por eva-
cuarlos en la red publica de sanea-
miento.

El O; gas permite la recirculacion y
reutilizacion del agua de lavado de
frutas y hortalizas tras una filtracion,
al eliminar el color, olor y turbidez del
agua ftras reducir las cargas organicas
(Langlais et al., 1991; Rice, 1999).

En 1997, en EEUU un panel de
expertos reviso la seguridad y poten-
cialidad del O, para la industria ali-
mentaria y lo apoybé como un agente
generalmente reconocido como
seguro (GRAS) para las aplicaciones
en contacto con los alimentos
(USDA, 1997). Este trabajo se some-
tié a la Food and Drug Administration
(FDA) que aun no se ha pronunciado
(Artés, 2004), aunque su uso en pro-
ductos alimentarios es legal en EEUU
(Rice, 1999). A mediados de los afios
noventa, el O; fue aprobado para la
industria alimentaria en Japén,
Francia y Australia. La mayoria de




usos se dirigen al tratamiento y des-
infeccion de aguas municipales, plan-
tas de embotellado, piscinas, desin-
feccion de los sistemas de humifica-
cidn, en numerosos paises como
Francia, Paises Bajos, Alemania,
Austria y Suiza (Smilanick et al.,
1999; Graham, 1997), con mas de
3.000 instalaciones de tratamiento de
agua en todo el mundo (Rice et al.,
2000). Actualmente, la ozonizacién
se utiliza cada dia mas en el lavado
de frutas y hortalizas por su accion
antimicrobiana como se comenta a
continuacion.

Eficiencia de los lavados ozonizados
en frutas y hortalizas

Control microbicida

La aplicaciéon mas importante del O,
en disolucion acuosa radica en el lava-
do de frutas y hortalizas, mejorando su
seguridad alimentaria al controlar los
patégenos en la superficie (Parish et
al., 2003). Numerosos autores han tra-
bajado tanto en suspensiones celula-
res como en productos horticolas
(Beltran et al., 2003; Hampson y Fiori,
1997; Kim et al., 1999a; Rego et al.,
2002; Singh et al., 2002a; Smilanick et
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al., 1999; Spotts y Cervantes, 1992).
Se ha demostrado una gran efica-
cia del O; cuando los microorganis-
mos son suspendidos y tratados en
agua pura (con baja demanda de O,)
que en los sistemas complejos como
los alimentos (Khadre et al., 2001).
Rego et al. (2002) inocularon diferen-
tes microorganismos obteniendo sus-
pensiones en agua pura de 5 unida-
des log. Tras la exposicion de estas
suspensiones en agua ozonizada la
cepa Xanthomonas campestris
CECT97 se elimind totalmente a los 2
min y medio. No obstante, en las
cepas de Pseudomonas marginalis
CECT229, Pseudomonas cichorii
CECT4471 y Erwinia carotovora
CECT314 se obtuvo una disminucidn
de una unidad decimal al medio
minuto, tercer o tercer minuto y
medio, respectivamente. Ninguna de
estas cepas fue completamente eli-
minada a los 5 min. Segun estos
autores, en muchos casos el O; no
elimina completamente un hongo o
bacteria pero causa un descenso en
sus niveles. En cambio, Kim et al.
(1999b) redujeron entre 1,5 y 5 uni-
dades log los conteos de Escherichia
coli O157:H7, Pseudomonas fluores-

—=— 1 min

—e—5min

6 8 10

Fig. 1: Tasa respiratoria de melén Amarillo lavado en agua con o sin O; durante 1, 3 6 5 min y con-
servado durante 10 dfas a 5°C. Media (n = 5) + error estdndar.

Lineas continuas y marcador sélido: Melén procesado en fresco lavado con agua ozonizada. Lineas
discontinuas y marcador transparente: Melén procesado en fresco lavado con agua sin ozonar.
Linea punteada: Melén entero sin tratamientos de lavado.
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cens, Leuconostoc mesenteroides y
Listeria monocytogenes con 1,5 ppm
de Oy (pH = 6 y 25°C) durante 15
segundos. Broadwater et al. (1973)
publicd que el umbral letal para for-
mas vegetativas de Bacillus cereus
era de 0,12 ppm y para Escherichia
coli y Bacillus megaterium de 0,19
ppm, mientras que el umbral de con-
centracién letal para esporas de
Bacillus cereus y Bacillus megate-
rium era de 2,3 ppm. Restaino et al.
(1995) destruyeron instantaneamente
mas de 4,5 unidades log de Candida
albicans y Zygosaccharomyces bailii
con 5 min de exposicidn en agua 0zo-
nizada (0,19 ppm). Farooq vy
Akhlaque (1983) comprobarcn que la
poblacion de Candida parapsilosis
decrecia en 2 unidades log cuando
las levaduras se exponian a 0,26
ppm O; durante 1,7 min y la de C. fro-
picalis disminuy6 en 2 unidades log
con 0,02 ppm Oy durante 20 s ¢ 1
ppm durante 5 s (Kawamura et al.,
1986).

Sin embargo, cuando se desea
inactivar los microorganismos presen-
tes en un alimento se requieren
mayores dosis de O, para eliminarlos,
ya que los constituyentes organicos
del alimento reaccionan facilmente
con el Oy reduciendo su capacidad
desinfectante. Asi, Smilanick et al.
(1999) con 10 ppm O, en agua duran-
te 1 a 4 min lograron mermar la colo-
nizacién de Botrytis cinerea en un
50% en uva de mesa aunque la efec-
tividad fue irregular. De forma similar,
la incidencia de podredumbre agria
en naranjas y uvas inoculadas con
Geotrichum citriaurantii  tratadas
durante 5 min con 12 ppm O; fue del
78%. Se obtuvieron resultados simila-
res con limones, incluso cuando el
tiempo de contacto con el agua ozoni-
zada era de 20 min. Segun estos
autores, y como observaron Spott y
Cervantes (1992) en peras y Ogawa
et al. (1990) en tomates, el tratamien-
to de patégenos inoculados en heri-
das de frutas fracasa incluso después
de un prolongado tratamiento con ele-
vadas concentraciones de Oj; en
agua, dado que reacciona con el teji-
do de la planta y con lugares extrace-
lulares de la herida imposibilitando la
inactivacién de los microorganismos.
Cuando Kim et al. (1999b) lavaron
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Fig. 2: Emisién de C,H, de rodajas de tomate Thomas lavado en agua con o sin O, durante 5 min y
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conservado durante 14 dfas a 5°C. Media (n = S) + error estdndar.

lechuga cortada inyectando 62,4 ppm
O3 a 25°C y un flujo de 0,5 L ‘-min” en
una mezcla de agua en lechuga de
1:20 (p/p) bajo elevada agitacién
durante 3 min, obtuvieron una reduc-
cién de la flora natural de 1,2 unida-
des log en mesdfilos y 1,8 log en psi-
crotrofos. La inactivacién aumento
con el tiempo de exposicion, después
de 5 min, las reducciones fueron de
3,9 y 4,6 ufc-g’ para mesofilos y psi-
crotrofos, respectivamente. En coles
chinas, obtuvieron una reduccién del
90% en el recuento total por ese
mismo método.

AUn asi, estos resultados son muy
optimistas debido a las altas concen-
traciones de Oj; utilizadas. Otros
resultados mucho mas discretos han
sido expuestos por Singh et al.
(2002b) en lechuga y zanahoria,
donde los tratamientos con agua ozo-
nizada (5,2 ppm) no redujeron la
poblacién bacteriana inoculada con E.
coli (8 log ufc -g™) tras 1,5, 10 6 15 min
de lavado. Sin embargo, la reduccion
en zanahoria después de 10 6 15 min
de exposicion fue de 0,43 unidades
log. Con 16,5 ppm O, durante 15 min
obtuvo una reduccion de 0,49 ufc -g*
en lechuga y 0,57 en zanahorias fren-
te al testigo. Segun estos autores, la
reducida eficacia del agua ozonizada
en lechuga, probablemente se debio
a la mayor demanda de O, del mate-

rial organico del medio, ya que segun
Restaino et al. (1995) el tipo de mate-
rial organico presente durante la ozo-
nizacién es mas importante que la
cantidad presente. Singh et al.
(2002a) redujeron 1,47 unidades log
de E. coli con el lavado de lechuga en
agua ozonizada (10 ppm durante 5
min) una poblacién inicial de 7,82.
Cuando la poblacion inicial fue mas
baja, del orden de 3,71 unidades log,
la reduccion fue de 1,63 unidades log.

A estas observaciones y resultados
debe afiadirse que pocos investigado-
res estudian la disminucién de la
poblacién microbiana en productos
vivos después de un periodo de con-
servacion, donde las diferencias con
el testigo pueden ser todavia més
estrechas. Beltran et al. (2003) trata-
ron bastones de patata y rodajas de
zanahoria con agua ozonizada (3,7
ppm) durante Z,5.6 15 min. Tras una
semana de conservacion a 8°C, el Oy
(7,5 min) redujo los mesofilos aero-
bios totales en 0,61 unidades log en
patata y 1 unidad log en zanahoria.
Con 15 min de aplicacién se logro una
disminucién de 0,47 y 0,3 unidades
log en las bacterias acidolacticas de
patata y zanahoria respectivamente.
En meldn ‘Amaritlo’ minimamente pro-
cesado en fresco y conservado 10
dias a 5°C, Aguayo (2003) obtuvo con
lavados ozonizados (3 min, 6,5 ppm)

reducciones microbianas de 1,2; 0,2;
0,4 y 1,5 tog ufc:g' en la flora de
mesofilos, psicrotrofos, levaduras vy
mohos, respectivamente. Asimismo,
en tomate ‘Thomas’ procesado en
fresco, el Oj redujo la flora inicial bac-
teriana desde 1,7 ufc -g* a menos de
1 ufc -g”. En este producto, después
de 10 dias a 5°C, se logré una notable
reduccién con los lavados ozonizados
(3 miny 3,8 ppm). Las diferencias con
respecto al testigo fueronde 1,9; 1,6y
0,7 unidades log en los recuentos de
mesofilos, psicrotrofos y levaduras,
respectivamente (Aguayo, 2003).
Zhang et al. (2004) redujeron en 1,69
log ufc-g” la flora microbiana de apio
minimamente procesado en fresco
con tan sélo 0,18 ppm O, en agua.

Metabolismo y parametros fisio-
logicos

Diversos autores han encontrado
una reduccion en la tasa respiratoria,
e incluso en la emisién de etileno al
lavar frutas u hortalizas con agua ozo-
nizada. No obstante, este comporta-
miento no es universal y depende del
tipo de producto y dosis utilizada.

Aguayo (2003) obtuvo, tanto en
melon ‘Amarillo’ como en tomate
‘Thomas’ procesados en fresco, una
tasa respiratoria y emision de C,H,
ligeramente mayor en los lavados
ozonizados que el testigo, pero sélo
durante los dos primeros dias (Fig. 1).
A partir del octavo dia, el procesado
tavado en agua sin ozonizar aumento
la emision de C,H, superando a los
tratamientos ozonizados, probable-
mente debido a una mayor contami-
nacion fungica (Fig. 2).

También, Zhang et al. (2004) redu-
jeron la tasa respiratoria de apio mini-
mamente procesado en fresco con
0,18 ppm O3 en agua. Beltran et al.
(2003) lavaron bastones de patata y
rodajas de zanahoria con agua ozoni-
zada (3,7 ppm) durante 7,56 15 min y
los almacenaron durante 7 dias a 8°C.
Estos tratamientos, y en particular el
de 7,5 min, incrementaron la tasa res-
piratoria de la zanahoria procesada
(18 mL CO, ‘Kg'-h") durante los dos
primeros dias frente al testigo (13 mL
CO, ‘Kg'h'), sin diferencias en los
ultimos dias de conservacion. En
cambio, en los bastones de patata no
hubo diferencias significativas entre
testigo y el lavado con O,.




Calidad sensorial y nutritiva

La calidad sensorial de algunas fru-
tas y hortalizas enteras puede mejo-
rar con lavados ozonizados (Lewis et
al., 1996; Morell et al. 1993), al dismi-
nuir el consumo de O,, la actividad
catalasa y peroxidasa y el crecimiento
superficial de microorganismos (Kim
et al.,, 1999a), y también al inhibir el
posterior sabor a "moho” (Aguayo,
2003). Garcia et al. (2001) inocularon
7 unidades log en lechuga minima-
mente procesada con una mezcla de
microflora natural obteniendo mejor
calidad sensorial combinando trata-
miento clorados (100, 150 6 200 ppm)
y ozonizados (2,5, 56 7,5 ppm) lo que
prolongé 23 dias la vida comercial
frente a 18 con agua ozonizada y 16
del tratamiento con cloro, todos ellos
a 10°C.

El ablandamiento, uno de los para-
metros mas considerados por los con-
sumidores de frutas y hortalizas, tam-
bién puede reducirse al lavar el pro-
ducto con agua ozonizada. Aguayo
(2003) encontro en tomate procesado
en rodajas, tras 14 dias a 5°C, un
ablandamiento del 26% frente al 50%
del testigo lavado en agua sin ozoni-
zar. Sin embargo, esto no ocurrié
cuando se realizaron lavados simila-
res en melon procesado. Tampoco
Avena-Bustillos et al. (2002) observa-
ron cambios en la textura en tomate
entero con lavados de 5, 10 y 15 min
a 1,8 ppm. En cambio, Morell et al.
(1993) incrementaron la textura con la
inmersion de champifiones en agua
ozonizada (sin especificar la dosis).

También, estos lavados pueden
promover, como sucedié en melén y
tomate procesado en fresco, una
reduccion en el consumo de azucares
consecuencia de una actividad meta-
bolica mas ralentizada (Aguayo,
2003).

APLICACION DE 0ZONO GASEOSO

Eficiencia en la conserva-

cién en gas ozonado.

La aplicacién del O como gas en
aire, para desinfectar camaras de
conservacion o durante el transporte
frigorifico previene el crecimiento de
bacterias, mohos y levaduras en la
superficie de los alimentos y controla
insectos.
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Control microbicida.

Ozonizando la atmésfera (0,4 ppm)
de camaras frigorificas se reduce la
concentracion de etilenc a través de
la reaccién quimica (H,C=CH, + O,
<=> CO, + H,0) presente en el aire
pudiendo almacenar frutas y hortali-
zas emisoras de etileno conjuntamen-
te con productos sensibles al etileno
mejorando la calidad de éstos (Skog y
Chu, 2000). Rice et al. (1982) reco-
mendaron aplicar en camaras frigorifi-
cas entre 1y 2 ppm O, por hora para
evitar oxidaciones y maximizar su
efecto beneficioso.

Baranovskaya et al. (1979) reduje-
ron el crecimiento de bacterias en
patatas, cebollas y remolacha azuca-
rera con 3 ppm Oj;. Aguayo et al.
(2005) redujo la flora mesofilica y psi-
crotrofica en 1,07 y 1,27 unidades log,
de rodajas de tomate ‘Thomas’ proce-
sado en fresco y conservado bajo un
flujo ciclico de 4 ppm O, aplicado 30
min cada 3 h. La reducciéon en levadu-
ras y mohos fue de 0,45 y 1,2 unida-
des log, respectivamente. En otro
experimento similar con la misma
variedad pero aplicando 7 ppm O, las
reducciones microbianas tras 15 dias
de conservacion a 5°C fueron espec-
taculares, llegando a 3,6 unidades log
en mesofilos y psicrotrofos y a 1,4 y
1,8 unidades log en levaduras y
mohos filamentosos, respectivamen-
te. Luego, a mayores concentraciones
de O; la actividad antimicrobiana
aumenta (Aguayo, 2003). Krause y
Weidensaul (1977) también observa-
ron que conforme aumentaba la dosis
de O, la germinacion de Boltrytis cine-
reay el crecimiento del tubo de germi-
nacion disminuia.

Los estudios realizados aplicando
O; gas para inhibir el desarrollo de
mohos son mas numerosos que para
el bacteriano. Liew y, Prange (1994)
inocularon A Botrytis cinerea y
Sclerotinia stlerotiorum y las expusie-
ron a O; gas (7,5, 15, 30 y 60 pg-L™)
8 h/dia durante 28 dias a 2, 8 y 16°C.
El crecimiento aumenté con la tempe-
ratura de conservacién y la magnitud
del aumento se redujo al incrementar
la concentracién de O,. Con 60 pg-L”?
se redujo el crecimiento a la mitad
comprobando el efecto fungistatico,
no fungicida, del O,. La aplicaciéon de
chogues de 8 ppm Oj, durante 43

dias de conservacion 0°C de uva
“Napoleon” en ciclos de 30 min segui-
dos de 2,5 h de aireacion continua,
perdieron su eficacia para inhibir el
desarrollo fungico al cesar su aplica-
cion durante la comercializacion
(Artés-Hernandez et al., 2001). Paiou
et al. (2002) expusieron melocotones
a ozonizaciones continuas de 0,3
ppm logrando inhibir el crecimiento
del micelio aéreo y esporulacion de
Monilinia fructicola, Botrytis cinerea,
Mucor piriformis o Penicillium expan-
sum inoculados en melocotones
“Elegant Lady” y conservados 4
semanas a 5°C y 90% HR. La exposi-
ciébn a O, no redujo la incidencia y
severidad de las pudriciones causa-
das por estos hongos salvo la podre-
dumbre parda. Sin embargo, Botrytis
cinerea fue totalmente inhibida en uva
de mesa “Thompson Seedless”.
Probablemente estos discretos resul-
tados se debieron a la baja concentra-
cion utilizada.

Otros autores que no obtuvieron
diferencias en los recuentos microbia-
nos con la utilizacion de concentracio-
nes similares fueron Pérez et al.
(1999) donde el tratamiento de O,
(0,35 ppm) fue ineficaz para prevenir
Botrytis cinerea en fresas tras 4 dias a
20°C precedidos de 3 dias a 2°C. Sin
embargo, Barth et al. (1995) conserva-
ron zarzamoras a 2°C con 0,3 ppm O,
suprimiendo el crecimiento fungico.
Aplicando 0,2 ng/l O; durante 8 hidia
y 5 dias/semana a cebolla y patatas se
inhibi6 el crecimiento de microorganis-
mos  superficiales.  Krause vy
Weidensaul (1977) inhibieron la espo-
rulacion y germinacién de Bolrytis
cinerea tanto in vivo como in vitro apli-
cando 0,3 ppm O; durante dos perio-
dos de 6 h. Esta aplicacion disminuyo
la germinacién de los conidios, longi-
tud del tubo de germinacion, patogeni-
cidad y virulencia. Heagle y Strickland
(1972) también inhibieron el creci-
miento del micelio junto con la esporu-
lacion de colonias fungicas. Hibben y
Stotzky (1969) demostraron la diferen-
te sensibilidad al O; de las esporas
dependiendo de la especie fungica,
morfologia de la espora, humedad,
sustrato y dosis de Oa.

Sarig et al. (1996) redujeron la pobla-
cidén en uvas con tan solo 8 ug -L" de
O5 durante 1 min logrando la elimina-



cion total de mohos, levaduras y bacte-
rias con 20 a 40 min de exposicion,
incluso en bayas inoculadas con
Rhizopus stolonifer, sin causarles fito-
toxicidad, salvo cuando el tiempo de
exposicion se prolongd. Segun estos
autores, la efectividad de una corta
exposicion a O, se debia al efecto fun-
gicida del gas y a su capacidad para
inducir la sintesis de fitoalexinas (estil-
beno, resveratrol y pterostilbeno).

Como el O, gas tiene menor efecto
bactericida en aire que en agua, deben
emplearse concentraciones elevadas
para que su accion sea efectiva (Rice
et al. 1982). No obstante, a bajas con-
centraciones (1 ppm), el O; puede esti-
mular el crecimiento bacteriano.
Ademas, algunas bacterias pueden
adaptarse a bajos niveles de O tras un
tratamiento prolongado. Sin embargo,
s6lo son necesarias pequefias concen-
traciones de O, para prevenir el creci-
miento de mohos superficiales aunque
se requieren concentraciones elevadas
para destruir las colonias fungicas exis-
tentes.

Metabolismo y parametros fisio-
légicos

Como sucedid con los lavados de
agua ozonizada, la aplicacion de O, gas
en tomate ‘Thomas’ procesado en fres-
co y conservado bhajo un flujo ciclico de
4 ppm O, también causd, tanto en toma-
te entero como procesado en fresco, un
incremento en la tasa respiratoria y emi-
sion de C,H,, declinando gradualmente
frente al continuo aumento en la tasa
respiratoria del testigo en aire (Aguayo
et al, 2005). Coincidiendo con estos
resultados, Jin et al. (1989) reportaron
que la senescencia de tomates y man-
darinas se retrasaba con la exposicion a
O, debido a una menor intensidad respi-
ratoria y emisién de etileno. Cebollas y
patatas tratadas con 0,2 pgl'O, duran-
te 8 horas al dia y durante 5 dias a la
semana disminuyeron la absorcién de
0O, vy la actividad catalasa.

Por el contrario, Liew y Prange
(1994) obtuvieron un ligero aumento en
la tasa respiratoria bajo O; aunque
dependié de la temperatura, reflejando
una expresion anormal del metabolis-
mo. Kuprianoff (1953) advirti6 que el
incremento en |a respiracidon de manza-
nas sucedia solo con altas concentra-
ciones de O, (25 a 90 ppm). Sin embar-
go, Kolodyaznaya y Suponina (1975)

tan sélo observaron ligeras variaciones
en la intensidad respiratoria de patatas
conservadas con 4 a 9 ppm O;. Gane
(1936) encontré que la exposicién de
platanos maduros a 1,5 a 7 ppm O; no
variaba la tasa respiratoria y fue efecti-
va para retrasar la maduracién, pero
sélo si la fruta no estaba proxima a la
maduracion. La tasa respiratoria y emi-
sion de etileno en melocotones
“O’'Henry” no se vio afectada por Ia
exposicion al Oy (Palou et al., 2002).

Calidad sensorial y nutritiva

La aplicacion de O, influye en la
calidad sensorial y nutritiva de los pro-
ductos conservados en un ambiente
ozonizado. Distintos autores han
encontrado mejoras o desventajas
como pasamos a comentar.

Cuando los tomates se maduraron
en 3,7 ppm O, poseian un pronunciado
y tipico aroma en comparacion con los
conservados en aire a 20°C (Maguire et
al. 1980). En esta misma linea, Ewell
(1950) detectd un incremento en el
aroma al tratar fresas con 2 a 3 ppm O,
y Gottauf y Hansen (1965) observaron
que la adicién de O; en la camara de
conservacion no eliminaba los compo-
nentes tipicos del aroma de manzanas.
Baranovskaya et al. (1979) ozonizd
patatas, cebollas y remolacha azucare-
ra sin afectar a su composicion quimica
y sensorial. Sin embargo, en uva
“Napoledn” conservada 43 dias a 0°C
la aplicacion de choques de 8 ppm O,
durante 30 min seguidos de 2,5 h de
aireacién mejoraron la calidad senso-
rial de las bayas frente al testigo en aire
(Artés-Hernandez et al., 2001).

También el O; puede eliminar sabo-
res y aromas indeseables producidos
por bacterias (Baranovskaya et al.,,
1979). Sin embargo, Aguayo (2003)
mejord la apariencia y calidad global
de rodajas de tomate pero encontrd
que el aroma. se perdi¢ cuando se
[ﬁantenian en una atmésfera ozonada
(4ppm). También, Pérez et al. (1999)
observaron un 62% de menor conte-
nido de volatiles en fresas ozonizadas
pensando que el O, pueda tener un
efecto irreversible en la capacidad de
la fresa para producir volatiles aunque
opinaron que la supresion temporal
de la emision de volatiles estaba nor-
malmente asociada con condiciones
postcosecha que retrasan la madurez
(Fallik et al., 1997).

Otros beneficios los encontrd
Bazarova (1982), al conservar manza-
nas a 0°C y 90-95% HR con 5-6 pgl"' Oy
gas durante 4h al dia, al reducir las pér-
didas de peso y la incidencia de dafios
en el fruto. Kolodyaznaya y Suponina
(1975) observaron que tras varios
meses de conservacion de patatas con
4 a9 ppm O, mostraron mayor conteni-
do en vit. C. También se observé un
aumento en el contenido de acido
ascorbico y fumarico, acompanado de
un menor consumo de glucosa y fructo-
s3, tanto en tomate entero como mini-
mamente procesado en fresco (Aguayo
et al., 2005). De igual forma Pérez et al.
(1999) en fresa detectaron un mayor
contenido en vit. C en los tratamientos
de 0,35 ppm O, frente al testigo como
encontraron Luwe et al. (1993) vy
Ranieri et al. (1996). Maguire et al.
(1980) comprobaron la acumulacion de
licopeno en tomates rin (ripening-inhibi-
ted) conservados 9 dias a 20°C bajo
3,7 ppm Os. Artés-Hernandez et al.
(2003) observaron en uvas Napoledn
una concentration de 8 ppm de Oj tri-
plicaba el contenido de resveratrol.
Sin embargo, Pérez et al. (1999)
observaron una reduccion en el con-
tenido de antocianos de fresas.
Kolodyaznaya y Suponina (1975)
observaron que tras varios meses de
conservacién de patatas con 4 a 9
ppm O,, éstas mostraron entre un 3y
un 6% mas de almidén y entre 1,3y
1,5 veces menos en azucares totales
que el testigo.

Seguin Aguayo et al. (2005), el O,
también puede retrasar el ablanda-
miento de tomates enteros (21% fren-
te al 28% del testigo, después de 15
dias de conservacion). No obstante,
Escriche et al. (2001) no observaron
cambios en la textura, al tratar cham-
pifiones con 100 mg-h'O4 durante 15
6 30 min antes del envasado.

COMBINACION DE
TRATAMIENTOS PARA
AUMENTAR LA
EFICACIA DEL OZONO

Los efectos antimicrobianos del O,
pueden aumentar considerablemente
cuando se combina con otros trata-
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TABLA 4

Efectos en la salud del ser humano tras la exposicion a distintas concentraciones de 0,

CONCENTRACION

DE O; pg/m®

EFECTOS

30 Perceptible al olfato; sin embargo la habituacion es muy rapida
70 Irritaciones iniciales de la conjuntiva ocular
100 Probabilidad de jaquecas
160 En animales se reduce la capacidad de resistencia a infecciones pulmonares
bacterianas
160 a 200 Desinfeccion pulmonar, especialmente al hacer ejercicio
200 Aumento de la cantidad de leucocitos, inactivacion del sistema de inmunidad
240 a 300 Mayor frecuencia de ataques de asma
240 a 700 Reduccion de la fuerza fisica
Tos, dolor toracico. Después de exposicion a 400pg/m® de O, tienen lugar
400 cambios hormonales y enzimaticos 800 Reaccion inflamatoria de los tejidos
1000 Después de 6-10 horas de exposicion dafios iniciales en los cromoso-
mas humanos.
800 Reaccion inflamatoria de los tejidos
Después de 6-10 horas de exposicion dafios iniciales en los cromosomas
1000

humanos.

Fuente: Shirk (2000).

mientos quimicos (ej: H,O,) o fisicos
(radiaciones UV) segun Kim et al
(2003).

Procesos de oxidacidon avanzada
(AOPs): son procesos disefiados
para generar niveles altos de reacti-
vos intermedios, principalmente el
radical hidroxilo para tratamientos de
compuestos organicos recalcitrantes
en agua. Entre los procesos de oxida-
cion avanzada se encuentra la ozoni-
zacion a altos pH, procesos H,0, / O,
y UV fotolisis de H,0,. El H,O, en
solucién acuosa, parcialmente se
disocia a anién hidroperoxido, el cual
es altamente reactivo con Os.

H,0, + H,O <—> HO,” +H,0O"
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Los iones hidroperoxidos consumi-
dos por el O, son rapidamente reem-
plazados por el desplazamiento del
equilibrio de la reaccién hacia la dere-
cha. Asi que, una pequefia concentra-
cién de H,0, podria ser efectiva para
iniciar la_descompaosicion del O,
(Khadre gfal., 2001)

Ozono-cloro: el O, parece tener
una actividad que no tiene el Cl, al
alterar la permeabilidad. Se ha com-
probado que el ClI libre es bastante
ineficaz contra los ooquistes de
Cryptosporidium parvum si esta pre-
cedido por una pequefia dosis de
O;. La preozonizacion altera la per-
meabilidad de las membranas del
ooquiste, permitiendo la penetracion
del Cl libre y causando su inactiva-

cion (Kim et al., 2003). Estos auto-
res, investigaron la desinfeccién
secuencial con O,, seguida de CI
libre, utilizando esporas de Bacillus
subtilis. El estudio mostré6 que el
efecto sinérgico en la inactivaciéon de
las esporas, parecia depender del
nivel de preozonizacién. Cuando
esta desinfeccion secuencial, se
llevé a cabo en el orden inverso, no
mejord la desinfeccion, por lo que
parece que el O, indujo la desestabi-
lizacién de la superficie celular y la
difusion del Cl libre fue mayor.
Ozono — pulsos eléctricos (PE):
Unal y otros (2001), estudiaron la inac-
tivacidon de Escherichia coli, Listeria
monocytogenes y Lactobacillus leich-
mannii por combinaciones de O, y pul-



sos eléctricos (PE). Las células se tra-
taron con 0,25 — 1 ng'mL"' O; en una
suspension celular, PE de 10 a 30
kV/cm, o combinaciones de O, y PE.
En el tratamiento de L. leichmannii con
PE (20 kV/cm), después de la exposi-
cion a 0,75 y 1 pg/mL O,, se inactiva-
ron 7,1y 7,2 unidades log, respectiva-
mente. Sin embargo, con la aplicacion
individual de 0,75 y 1 pg/mL O,, se
inactivaron 2,2 y 2,6 log ufc ‘mL", res-
pectivamente y con PE de 20 kV/cm se
inactivé tan sélo 1,3 log ufe:ml”. Al tra-
tar E. coli y L. monocytogenes con Oy y
PE simultaneamente se observd un
efecto sinérgico (Khadre et al., 2001).

DETERIORO DE LA
CALIDAD DE LOS
ALIMENTOS

El O; no genera un beneficio uni-
versal durante la conservacién de los
alimentos. Kuprianoff (1953) sefalo
que era de esperar que este gas
afectara al metabolismo de los orga-
nismos vivos como las frutas y horta-
lizas. Sin embargo, no es facilmente
detectable el efecto que causa en las
mismas ya que en la mayoria de las
frutas, no puede penetrar con profun-
didad por falta de permeabilidad de la
piel y porque la superficie de la fruta,
contiene pocos materiales facilmente
oxidables. Sin embargo, la sensibili-
dad de las frutas u hortalizas varia de
acuerdo al tipo de producto e incluso
depende de la especie. Por ejemplo,
en aradndanos, la delgada piel de la
fruta reacciona con el O, permitiendo
que este penetre rapidamente, oxi-
dando, e incluso llegando a dadar el
fruto (Norton et al. 1968; Rice et al.,
1982). El O3 puede oxidar compues-
tos organicos, particularmente aque-
llos con anillos fenodlicos o enlaces
insaturados en  su  estructura
(Razumovski y Zaikov, 1984) y tiene
un efecto negativo en la calidad sen-
sorial de cereales debido a la oxida-
cion lipidica.

Por lo tanto, las alteraciones en los
atributos sensoriales dependen de la
composicion quimica del alimento,
dosis de O; y condiciones del trata-
miento (Kim et al., 1999a). Ademas,

puede cambiar el color superficial de
melocotones, zanahorias (Liew vy
Prange 1994) y brocoli (Zhuang et al.,
1996). Estos autores incluso demos-
traron que el O, disminuy6 el conteni-
do en &cido ascorbico en brocoli.

TOXICIDAD

El O, es altamente corrosivo y letal
para los humanos a concentraciones
superiores a 4 ppm. Es ya detectable
por su olor a concentraciones de 0,04
ppm. La toxicidad del O; es el criterio
mas importante para aprobar su uso en
plantas de procesado de alimentos. Es
importante supervisar a los trabajado-
res de las industrias que pueden estar
en contacto con el O Los limites de
exposicién para un trabajador son de
0,1 ppm durante un periodo maximo de
8 horas y 0,3 ppm durante 15 min para
la “Occupational Safety and Health
Administration de EEUU". El O; no esta
considerado como cancerigeno 0 muta-
génico y no se acumula en los tejidos
grasos (Pryor, 1998). Entre los sinto-
mas de toxicidad del O, en el ser huma-
no, afecta a las vias respiratorias, pro-
voca tos, dolores de cabeza, mareos e
irritacion en los ojos y garganta, con un
sabor y olor acentuado. Los sintomas
de toxicidad cronica, pueden causar
dolores de cabeza, debilitamiento, pér-
dida de memoria, aumento de persis-
tencia de bronquitis y una excitabilidad
muscular creciente (Tabla 4).

El Real Decreto 1796/2003 estable-
ce los valores de concentraciones de
O, para proteger tanto la salud de las
personas como la vegetacion.

CONCLUSION

El O3 es un gas con gran aptitud para
su uso en la industria agroalimentaria.
Su empleo, en lavados ozonizados o en
camaras de conservacion, permite
reducir el crecimiento microbiano, vy
puede llegar a mejorar la calidad senso-
rial y nutritiva del producto. En algunas
frutas puede afectar a la actividad meta-
bdlica, incrementando la emision de
CO, y C,H,, aunque durante un corto
periodo de tiempo, para posteriormente

ser superadas por el testigo, permitien-
do prolongar la vida Util de los productos
ozonizados. El O, es un potente oxidan-
te y antimicrobiano que no deja resi-
duos, de amplio espectro, activo contra
bacterias gram-negativas y gram-positi-
vas, hongos, virus, protozoos y esporas
bacterianas y fungicas. Su eficiencia
depende de las condiciones del medio
(temperatura, HR, pH, cantidad vy tipo
de materia orgénica), dosis y método de
aplicacion. Dado que su accion antimi-
crobiana tiene lugar principalmente en
la superficie, la morfologia del producto
a tratar es otro parametro fundamental
a considerar. A pesar de sus multiples
ventajas, 10s beneficios que aporta no
son universales por lo que deben conti-
nuar los estudios para averiguar las
potencialidades de su empleo en la
industria agroalimentaria. ¢ !
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